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RESUMEN

El cultivo del nogal es de gran valor comercial, Estados Unidos, Canada y
México, son los principales mercados para la nuez. Hyphantria cunea ataca
una gran variedad de arboles, se han identificado mas de 600 especies de
plantas hospederas, el nogal es una de ellas, afectando su productividad.
Para la busqueda de cepas de Bacillus thuringiensis con actividad toxica
hacia este insecto, se implemento la cria de H. cunea a nivel de laboratorio,
alimentando las larvas con la dieta Shorey en condiciones de laboratorio, con
HR de 70-80%, temperatura 26-28°C y fotoperiodos 14/10. Se probaron 10
cepas nativas y de coleccion; HD-1, GM-2, GM-7, GM-10, GM-13, GM-18,
GM-33, GM-34, GM-43 y GM-58, de las cuales siete presentaron mortalidad
arriba del 80%. La CLso de las cepa GM-10 presento los mejores valores,
0.007 ng/cm2, y TLso de 80.83 horas. Ensayos de preferencia alimenticia
utilizando hojas en polvo de Nogal, Mora, Cenizo, Nispero y polvo de cascara
de Nuez como posibles fagoestimulantes y uno comercial Coax®, mostro al
Cenizo como preferido por H. cunea, con 61.4% de las larvas atraidas hacia
este. Con el fagoestimulante anterior se desarrollaron formulaciones
encapsuladas con una mezcla de polimeros (Capsul®-gelatina), como base, y
se prepararon 4 Tratamientos, utilizando la cepa GM-10 y aditivos (Goma de
Guar, Goma Core y Goma Xantana), mas una mezcla sin aditivos (S/A),
ademas 4 Tratamientos iguales pero sin BT. Se realizaron bioensayos de
preferencia alimenticia y las larvas de H. cunea seleccionaron a BtS/A,
Tratamiento 8 con (47.8%) y el BtGG, con (43.1%) como preferidos. A las
preparaciones con BT se les determiné actividad insecticida y vida de
anaquel, almacenados a diferentes temperaturas, mostrando actividad
después de 18 meses, conservando valores por debajo de 0.05 ng de BT/cm?2.
Se determino el grado Suspensibilidad, y el porcentaje de ingrediente activo
se mantuvo suspendido, arriba del 90% en un lapso de tiempo de 8 h, en
todos los formulados. Los Tratamientos se hicieron pasar atreves de una
boquilla de 0.5 um y 5 Ib de presiéon, esto para determinar la factibilidad de
aspersion, y en todos fue positiva esta prueba. El grado de adherencia de los
Tratamientos se muestra favorable para el formulado con Goma Xantana,
(BtGX), con el mayor peso adherido (16%), arriba del adherente comercial
Bionex® (6.6%). En invernadero, se evalué la persistencia de las
formulaciones después de 9 dias, con lluvia simulada y sin lluvia, y se
observa que BtGX, no mostré diferencias significativas (P > 0.05) tanto en
presencia como en ausencia de lluvia. Las formulaciones demostraron ser
eficaz para controlar la plaga en nidos de telarana ya formados en arboles de
nuez pequenos, los Tratamientos con BT mostraron ser efectivos para
controlarlos, siendo BTGG la formulacién mas eficiente con una mortalidad
observada del 70% después de 24 h.



ABSTRACT

Pecan farming is of great commercial value, being the United States,
Canada and Mexico the main markets for the nuts. Over 600 species of plant
hosts have been identified for Hyphantria cunea, whose larvae attack leaves
of a great variety of trees affecting their productivity, the pecan tree among
them. In order to conduct the searching for strains of Bacillus thuringiensis
(BT) with toxic activity towards this insect, the breeding of H. cunea had to
be developed in laboratory. The larvae growing conditions in Shorey diet
were 70-80 RH, 26-28°C and a photoperiod of 14/10 h. Then 10 native and
collection BT strains were tested: HD-1, GM-2, GM-7, GM-10, GM-13, GM-
18, GM-33, GM-43 and GM-58, seven of which caused larvae mortalities
above 80% and GM-10 result the most lethal strain with CLso and TLso of
0.007 ng/cm? and 80.83 h respectively. The preference assays using leaf
powder of Pecan, Mulberry, Texas sage and Medlar and powdered Pecan
shells as compared to Coax® as feeding attractants, showed a preference of
H. cunea larvae for Texas sage (61.4% larvae attracted). Using the Texas
sage as a feeding attractant a series of encapsulated formulations based in a
mixture of polymers (Capsul®-gelatin) were developed, using guar gum
(GG), core gum (CG), xanthan gum (XG) or none (NG) as additives, and a
new preference assay was conducted with and without BT in each
formulation. Results showed a preference for two combinations BTNG
(47.8%) and BTGG (43.1%). Insecticidal activity and shelf life at different
temperatures were determined for all BT formulations, which showed
activity after 18 months and kept values under 0.05 ng of BT/cm?2.
Suspensibility test indicated that above 90% of active ingredient remained
suspended after 8 h in all formulations. In the test to determine the
feasibility of spraying, all formulations successfully passed through a nozzle
of 0.5um using 5 1b of pressure. In the adherence test, the formulation BTGX
had a better adherence (16%) than the commercial adherent Bionex® (6.6%).
In greenhouse, the persistence of formulations was evaluated after 9 days of
rain simulation, BTGX formulation showed no significant difference (P>0.05)
in persistence in the presence and absence of rain. The formulations
demonstrated to be effective to control the pest in already formed webbed
nests in small pecan trees, being BT GG the most efficient formulation with
an observed mortality of 70% after 24 h.



INTRODUCCION

Hyphantria cunea (Drury) (Lepidopthera: Arctiidae), es un insecto
nativo de Norte América, su rango de distribuciéon va desde Canada (45°N)
hasta el Golfo de México (30°N), el nimero de generaciones varia desde una
en el norte a mas de cuatro en el sur (Li et al. 2001). Cada hembra deposita
entre 400 y 500 huevecillos sobre el envés de las hojas, las larvas se
alimentan de las hojas formando una telarana alrededor de ellas de aspecto
desagradable y de color blanco sucio, que encierra el follaje en los extremos
de las ramas provocando en ocasiones defoliacion completa del arbol,
afectando su valor estético asi como su productividad en el caso de arboles
frutales. Se clasifica como una de las plagas invasoras mas importantes, ya
que posee un amplio rango de hospederos, se estima que la larva puede
alimentarse de mas de 600 especies de plantas en el mundo, sin embargo, el
cenizo, olmo y nogal parecen ser su dieta preferida en América (Worth 1994).
El nogal posee importancia comercial por su fruto y su madera (Gonzalez et
al. 2010). México ocupa el segundo lugar como pais productor de nuez a nivel
mundial, la nuez pecanera se cultiva principalmente en los estados de
Chihuahua, Coahuila, Durango, Sonora, Hidalgo y Nuevo Leén. El Estado de
Nuevo Le6n ocupa el quinto lugar en produccion de nuez, en México con
4,093 hectareas de superficie y una produccion promedio de 1,728 toneladas
por ano. Provee el 25% de arboles mejorados establecidos en huertos

comerciales (Campos et al. 2005; Gonzalez et al. 2010). Estados Unidos,



Canada y México son los principales mercados para la nuez y el Tratado de
Libre Comercio con América del Norte (TLCAN), ha eliminado las barreras
arancelarias para el producto, lo que ha permitido un mayor dinamismo en
la actividad comercial (Camarena y Sanjuan 2005; SAGARPA 2011, 2012).
El cultivo del nogal pecanero es atacado por diversas plagas, entre ellas H.
cunea que causa defoliacion grave del nogal, reduce el vigor del arbol y afecta
su productividad (Shetlar 2000), en casos extremos al ocurrir una defoliacién

severa esto conduce a la muerte de los arboles (Worth 1994).

Para el control de esta plaga se utilizan principalmente insecticidas
quimicos. Entre los pesticidas usados para su control se encuentran el
fenitrothin, isoxathion, spinosad, acephate, y carbaryl. Ademas del dafo al
medio ambiente y a insectos benéficos que estos productos quimicos
ocasionan, también se reporta el desarrollo de tolerancia (Yamanaka et al.
2001; Klass 2010). Se ha reportado la efectividad de B. thuringiensis var.
kurstaki para el control efectivo de H. cunea (Kati et al. 2007; Zibaee et al.
2010). Esta plaga es considerada como secundaria, sin embargo
econOmicamente importante ya que su control beneficiaria al sector
productivo de este tipo de cultivo, el cual podria integrarse al manejo
integrado de plagas, contribuyendo con esto a un entorno saludable

ecologicamente.



ANTECEDENTES

HISTORIA DE Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis ha sido estudiada intensamente en las ultimas
décadas, y ha demostrado ser apropiada como agente de control biolégico de
insectos plaga. El interés en este microorganismo principia por el
aislamiento de una bacteria de orugas enfermas del gusano de seda (Bombix
mori), efectuadas por el japonés Shigetane Ishiwata (1905), denominandolo
Bacillus sotto, pero esta identificacion no fue completa y la primera
descripcién microbiolégicamente valida del bacilo fue hecha en Alemania por
Berliner (1911) y lo aisl6 de larvas enfermas de la palomilla del
mediterraneo (Anagasta khueniella). En 1915 Berliner en Alemania
1dentifico estos aislados como una subespecie nueva y propone el nombre de
B. thuringiensis, ya que originalmente fue aislada en Berlin en la provincia
de Thuringen donde encontro e inicid sus estudios con este bacilo (Dulmage y
Aizawa 1980; Heimpel y Angus 1963; Liithy y Ebersold 1981; De Luna 2002).

Un aislamiento similar fue realizado en 1927 por otro aleman, Mattes,
quien trabajé con el mismo insecto. Ambos bacteriélogos hicieron
observaciones importantes con este microorganismo, mientras células
vegetativas crecian y maduraban, éstas producian, ademas de la espora oval,
un segundo cuerpo, y Berliner lo nombré “Restekorper” o cuerpo de desecho,
tiempo después un canadiense utilizando el Microscopio Electronico,

redescubrié este cuerpo y confirmé las observaciones anteriores, mientras



examinaba la esporulacion en bacterias, observd cristales en forma de
diamante libres del esporangio en preparaciones de cultivos esporulados de
B. thuringiensis y se refiere a ellos como paraesporal. Hasta ese tiempo, se
desconocia esto como una funciéon de patogenicidad, sin embargo Hannay en
1953, por el contrario, sugiere que los cristales, al encontrarse en el intestino
medio, estan conectados con la formaciéon de una sustancia téxica que induce
una posterior septicemia en larvas de insectos (Dulmage y Orlin 1977).

En 1938 en Francia estuvo disponible el primer producto comercial de
B. thuringiensis llamado Sporeine, el cual no tuvo el éxito esperado ya que
unos anos mas tarde se descubririan las propiedades bioinsecticidas de
moléculas sintéticas y por su restringido espectro de huésped en aquellos afos.

Posteriormente Angus en los afos del 1953 al 1954 separo el cuerpo
paraesporal de la espora en cultivos viejos, y demostrd que el cristal contenia
una toxina alcalina soluble para insectos y que la toxicidad para el gusano de
seda (Bombix mori) esta en funcion de éste y requiere para ejercer su efecto
encontrarse en el intestino medio anterior del insecto, sitio susceptible a la
accion del cristal paraesporal (Dulmage et al. 1971; Norris 1987).

Los cristales producidos por B. thuringiensis estan formados por una o
mas proteinas llamadas §-endotoxinas o proteinas cristalinas insecticidas,
estructuralmente diferentes (Kosiel et al. 1993; Hofte et al. 1988). Estas
poseen actividad téxica cuando son ingeridas por ciertas especies de insectos
de los o6rdenes Lepidoptera, Diptera y Coledptera (Bradley et al. 1995;

Schnepf et al. 1998; Hofte y Whiteley 1989). Reportes recientes indican que
4



aislados de B. thuringiensis son activos contra otros ordenes de insectos
como Hymenoptera, Homoptera (ahora Hemiptera), Orthoptera y
Mallophaga y contra nematodos, gorgojos y protozoarios (Schnepf et al.

1998).

TOXINAS DE B. thuringiensis

Pasaron cerca de 50 anos desde el aislamiento original de B.
thuringiensis sin que la acciéon toxica de este microorganismo fuera
reconocida (Lithy y Ebersold 1981). Hoy es reconocida por la habilidad que
presenta para producir toxinas, y varia de cepa en cepa dependiendo de las
condiciones del medio de cultivo (Pendleton 1969).

En las cepas de B. thuringiensis, se han descrito 7 toxinas diferentes:
Fosfolipasa c¢ (a-exotoxina), una exotoxina termoestable (B-exotoxina), una
enzima no identificada que puede no ser toxica (t-exotoxina), el cristal de
proteina paraesporal (§-endotoxina), una "toxina labil", una toxina soluble en
agua aislada a partir de una formulaciéon comercial y una exotoxina conocida
como "factor ratén" (Faust y Bulla 1982).

o-exotoxina. Esta toxina (fosfolipasa C o lecitinasa) es producida por
B. thuringiensis y B. cereus, actia afectando los fosfolipidos en membrana y
causando lisis y necrosis. Por su acciéon sobre la misma, probablemente
facilita la penetracion de células vegetativas de B. thuringiensis, del

intestino al hemocele del insecto (Faust y Bulla 1982; Liithy 1980).



La lecitinasa es una proteina termoestable, su biosintesis y
acumulacion ocurre en un rango de pH 6.0-9.0. Se ha demostrado la
coincidencia entre el pH 6ptimo (6.9-7.4) para lecitinasa y el pH dentro del
intestino de algunos insectos. Asi, la condiciéon alcalina en el intestino de
algunos insectos puede ser un factor limitante en el crecimiento del
organismo y la actividad lecitinasa (Faust y Bulla 1982).

B-exotoxina. Ciertas variedades de B. thuringiensis reportan ser
productoras de una exotoxina (B-exotoxina, factor mosca o exotoxina
termoestable) y entre los serotipos productores de ésta toxina se encuentran;
1, 5abb, babc, 7, 8a8b, 9, 10 y 11lallb de B. thuringiensis (Faust y Bulla
1982). La B-exotoxina es un producto que se caracteriza por ser estable al
calor excretado al medio durante la fase de crecimiento vegetativo, soluble
en agua y dializable, absorbe a 260 nm y de estructura nucleotidica, y su
estructura quimica esta compuesta por adenina, ribosa, glucosa y ac. alarico
con un grupo fosfato (Liithy y Ebersold 1981; Norris 1987; Pendleton 1969;
Prasad y Shethna 1976). Su actividad teratogénica se ha demostrado en
insectos, en los cuales produce deformaciones fisicas en la emergencia de las
larvas, en mudas y durante la metamorfosis. Actia inhibiendo la sintesis de
ARN, resulta por lo anterior un compuesto altamente téoxico (Faust y Bulla

1982; Richards 1961).



t-exotoxina. Es una enzima sin estar identificada, responsable del
aclaramiento del agar yema de huevo, con indeterminada toxicidad y
presencia en la naturaleza (Faust y Bulla 1982).

d6-endotoxina. Es considerada la de mayor importancia en
Biotecnologia, ya que la actividad insecticida de B. thuringiensis se basa en
la 3-endotoxina, ésta se forma durante el proceso de esporulacion dentro de
la célula vegetativa, al mismo tiempo que la espora, la d-endotoxina es
producida y aparece como una inclusién cristalina, considerandose una
caracteristica constante de las especies de B. thuringiensis (Couch y Ross
1980; Faust y Bulla 1982; Liithy 1980). A esta inclusiéon se le adjudican
algunos sinénimos como: Cuerpo paraesporal, cristal de proteina o solamente
cristal. Aunque es denominado asi a todo el cuerpo paraesporal, solo la
porcién activa dentro del cristal debe ser considerada §-endotoxina. En 1976
Bulla y colaboradores, determinaron que el cristal es una glicoproteina, sin
demostrarse su actividad biolégica, y proponen que su esta ocurre bajo
condiciones naturales por proteasas del intestino del insecto hospedero
(Lithy 1980).

El cuerpo paraesporal mide en tamano, cerca de un tercio de la espora
(30% del peso seco del esporangio y largo como la espora 1um), ademas de
ser una caracteristica constante en las especies de B. thuringiensis y Unica

diferencia entre éste y B. cereus (Liithy 1980), por otra parte se han



clasificado los genes que codifican las proteinas de incisién cristalina de la 8-
endotoxina (Hofte y Whitley 1989).

Otras exoenzimas producidas por B. thuringiensis, con propiedades
insecticidas o enzimas donde también reside su patogenicidad son:
Quitinasa; otra enzima que dana la membrana peritrofica, facilita el acceso
de la §-endotoxina o bacterias al epitelio del intestino. Proteasa; enzima
proteolitica extracelular, asociada con el inicio de la esporulacion y
obligatoria para el completo éxito del proceso. Todas ellas expresan su accion

en combinacion con la §-endotoxina y la B-exotoxina (Lithy 1980).

MODO DE ACCION

La infeccién por B. thuringiensis, comienza en el estadio larval por
ingestion del alimento. La §-endotoxina es una protoxina, que es hidrolizada
por enzimas que intervienen en el proceso de ingestion, en combinacién con
el pH alcalino del intestino medio, donde actia y causa destruccién del
epitelio, lo cual provoca una paralisis y el insecto deja de ingerir alimento

(Couch y Ross 1980).

La accién especifica de la 3-endotoxina de B. thuringiensis se basa
principalmente en tres factores, que determinan su potencia y son: La
variedad, la cual produce cierto tipo de cristal, y el modo de activacién del
mismo por proteasas del jugo intestinal en donde la protoxina se transforma

en la 3-endotoxina y el tipo de células epiteliales del intestino, que actian
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como blancos para la toxina activada (Palacios 1993). Se describen los
sintomas del modo de accion de B. thuringiensis: Paralisis general,;
observada en las larvas del gusano de seda B. mori, después de la ingestion
de cultivos esporulados de las serovariedades sotto, alesti o thuringiensis. El
desarrollo de ésta paralisis es rapida y acompanada por un incremento
progresivo en la alcalinidad de la hemolinfa, separandose las células unas de
otras y de la membrana basal, los musculos circulares y longitudinales se
relajan y cesan sus movimientos peristalticos normales (Heimpel y Angus
1959; Stanbury y Witaker 1984). Paralisis intestinal; los sintomas notados
por otros investigadores en un rango amplio de lepidopteros infectados con
variedades de B. thuringiensis, revelan que ocurre una inactividad en la
larva, deja de alimentarse, se observan vomitos y diarreas, no ocurre
paralisis rapida y general como en B. mori. Mediante rayos X se demostrd
que el intestino de larvas infectadas presenta un cese en sus funciones; la
muerte se presenta en 24 a 48 h (Heimpel y Angus 1959).

En un estudio del efecto de la proteasa digestiva, presente en el jugo
del intestino del gusano de seda B. mori sobre la 8-endotoxina, revel6 que
para la disolucién del cristal requiere valores del pH de 10.0 y 11.0, y
sugieren que causa el hinchamiento de los cristales y en seguida la
disolucion por la proteasa (Tojo y Aizawa 1983).

Se hicieron bioensayos en mosquitos adultos de Aedes aegypty con B.
thuringiensis var. israelensis, utilizando cristales intactos y solubilizados y

reportaron buenos rendimientos de toxicidad para el cristal intacto en larvas
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y el cristal solubilizado en adultos, y no tienen explicaciéon de la gran
actividad que presenta este ultimo. Ademas, reportan baja potencia para
larvas cuando es solubilizado el cristal y proponen que es debido a la forma
de alimentaciéon de la larva que pude ingerir menos componente activo
cuando el cristal se ha solubilizado (Klowden et al. 1983).

Estudios han demostrado que los cristales que son toxicos a las larvas
de ciertos insectos, se unen con una alta afinidad a las vesiculas de la
membrana de las microvellosidades apicales. En contraste, se ha observado,
que los insectos que no son susceptibles carecen de estos sitios de unidén
especificos para las toxinas (Van Rie et al. 1990; Denolf et al. 1993). Por otra
parte ciertos insectos tienen una baja susceptibilidad para los cristales de B.
thuringiensis, esto debido a la ineficiente solubilizacién de los mismos en el
intestino de las larvas (Hofte y Whiteley 1998). Entre los factores que
pueden influir en el rango de hospedero del cristal de proteina son, la
presencia de sitios especificos de unién de la toxina o receptores, en el
intestino de los diferentes insectos y por otro lado las diferencias en el
intestino de la larva que afectan la solubilizacién y/o la eficiencia del proceso
de la protoxina. En otros estudios sugieren que los receptores en las
microvellosidades apicales del epitelio del intestino medio son un factor clave
en la determinaciéon de la especificidad (Van Rie et al. 1990; Bravo et al.
1992a; Bravo et al. 1992b; Lu et al. 1994; Estada y Ferré 1994; Rajamohan et

al. 1995).
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La falta de toxicidad de los cristales de B. thuringiensis puede deberse
no sélo a la alteracion de los receptores o a una unién significativamente
reducida de la toxina (Lu et al. 1994), sino también a un proceso proteolitico
inadecuado, en donde la protoxina no pueda continuar los pasos
subsecuentes, como se observo en Spodoptera litura donde el jugo intestinal
degrad6 completamente la toxina (Inagaki et al. 1992). Otro caso es el de la
mosca Musca domestica donde el jugo intestinal produjo el fragmento toxico,
pero éste fue completamente insensible al insecto sugiriendo que éste carece
de los sitios de unién para el centro activo de la toxina (Ogiwara et al. 1992).

La resistencia es una disminucién en la susceptibilidad con bases
genéticas de una poblacién a un insecticida, es por definiciéon un fenémeno
evolutivo. El mecanismo principal de resistencia que ha sido identificado, es
la reducida unién de la toxina de B. thuringiensis a las vesiculas de la
membrana de las microvellosidades apicales del epitelio del intestino medio,
como en el caso de Plodia intercpuntela y Plutella xilostella, en los cuales se
ha observado ese fenémeno (Tabashnik et al. 1994), en pruebas de
laboratorio y en campo es causada por plantas transgénicas (Bolin et al.
1999; Venette et al. 2000), quiza por las alteraciones en las proteinas de
uniéon o la reducida conversion de protoxina a toxina (Lee ef al. 1995). Sin
embargo a nivel de laboratorio se ha podido inducir resistencia en
Spodoptera exigua, Heliothis virescens (Gould et al. 1995; Lee et al. 1995),
Ostrinia nubilalis (Bolin et al. 1999; Venette et al. 2000) y Lymantria dispar

(Rossiter et al. 1990).
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FORMULACIONES

El principal objetivo de una formulaciéon es proveer la combinacion
correcta de ingredientes de tal manera que el ingrediente activo junto con
otros materiales forme un producto seguro, efectivo, facil de aplicar, con una
larga vida de anaquel, asi como extender su viabilidad en el ambiente y
permanecer en condiciones ideales por un periodo de 2 anos. Sin embargo el
desarrollo de cepas efectivas es una barrera menor comparada con una
formulacién perfecta y el disefio de los métodos de aplicacion mas adecuados
(Connick et al. 1989; Rhodes et al. 1990). Estas han tenido que ser
ampliamente mejoradas debido a que el comportamiento de los insectos es
un fenémeno complejo. Se han realizado esfuerzos para aumentar la
efectividad en campo de los insecticidas microbianos y estos avances tienden
a enfatizar el uso de materiales especificos o métodos para alcanzar un efecto

particular deseado.

ASPECTOS BASICOS DE LAS FORMULACIONES

Se distinguen tres clases de componentes para formular agentes de

control: Principio activo, Disolventes o diluyentes y Adyuvantes o aditivos.

La materia o principio activo responsable de la actividad; constituido

por organismos vivos (células, esporas, particulas virales) los cuales pueden
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ser capaces de replicarse en el medio ambiente, en algunos casos es
necesaria su multiplicaciéon después de la aplicacion para llevar a cabo el
control de la plaga, patdégeno o maleza. Los agentes de control biolégico
pueden suspenderse en fluidos, pero no pueden ser disueltos sin perder su
actividad. Cuando el modo de accién es por parasitismo o competencia la
formulaciéon debe mantener viable y activo al agente de control bioldgico y
algunas veces es necesario que la formulacion provea los nutrientes y
condiciones ambientales necesarias para la multiplicacion del mismo
(Rhodes 1993; Couch e Ignoffo 1981; Boyette et al. 1996).

Disolventes o diluyentes que actian como vehiculos de la materia
activa, sean solidos o liquidos; usados para formular, incluyen derivados de
fuentes naturales, minerales y sintéticas. Para la elaboracién de formulados
como polvos humectables y para espolvoreo se utilizan tierras inertes de muy
distintas clases como, talcos, arcillas, kaolines, bentonitas, tierra de
diatomeas, atapulgita, silicatos, harinas de diferentes clases, etc. En la
seleccion del soporte mas adecuado hay que tener en cuenta la estabilidad
del principio activo en el mismo, por lo que es importante el pH de la materia
inerte que se emplea asi como su capacidad de absorcion de agua,
propiedades de intercambio i6nico y tamano de particula. El objeto de estos
soportes es diluir el principio activo en formulaciones sélidas ya sean
humectables o para espolvoreo (Angus y Lithy 1971; Lewis 1983). En
formulaciones liquidas se utilizan disolventes, entre los disolventes mas

empleados y cuyo uso practico y extenso ha demostrado que son inocuos a la
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vegetacion, incluso a dosis relativamente altas, se encuentran: Xileno,
derivados del petréleo, ciclohexanona, dimetilformamida, alcohol como
etilico, 1sopropilico, butilico, etc. También se emplean como disolventes los
aceites minerales, aunque su uso no es general debido a que en forma
continua pueden causar dano a las plantas (Angus y Liithy 1971; Barbera
1976; Smirnoff y Hutchison 1965). En la elaboracion de formulados como
granulados o asperjables se pueden utilizar polimeros naturales, la ventaja
de estos como soportes de formulacién, es que los residuos del polimero son
biodegradables y no permanecen en el ambiente por mucho tiempo. Los
principales tipos de polimeros utilizados para elaborar formulaciones
biodegradables incluyen: almidon y amilosa, derivados de celulosa, quitina,
quitosan, Ac. alginico, carragenanos, gomas, dextran, agar, agarosa,
proteinas como caseina, albimina, queratina, gelatina, colageno,
fibrin6geno, deshechos de cuero, lignina y lignocelulosa, Ac. humico, cera,
corcho, taninos, polihidroxibutirato, polihidroxivalerato, poliacetato,
pliamina, poliacrilamida, alcohol polivinilico, polilactato (Couch e Ignoffo
1981; Wilkins 1990).

Los adyuvantes o aditivos: son el tipo de sustancias mas utilizadas y
las caracteristicas que deben de tener son: estimulante del gusto, proteccion
a la luz solar y retardo en la evaporacion (Ignoffo et al. 1976). Los
adyuvantes o aditivos, igualmente inertes, ayudan a optimizar la actividad
del principio activo, mejoran las caracteristicas del producto formulado

durante su aplicaciéon, aumentan su persistencia en el medio ambiente o
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mejoran su propia accién, reteniendo su integridad fisica y estabilidad
durante el proceso de aplicacion.

Algunos tipos de adyuvantes podrian ser agentes tensoactivos o
surfactantes; que afectan las interacciones fisicoquimicas en las
formulaciones, son productos dotados de la propiedad de bajar la tension
superficial de los liquidos contribuyendo asi a la formaciéon de emulsiones,
humectacion y esparcimiento del principio activo (Lewis 1983; Sawicka y
Couch 1983), los humectantes retardan la desecaciéon durante el asperjado.
Algunas sustancias tienen mas de una funciéon (Morales-Ramos 1993;
Salama y Morris 1993).

Adherentes; que aseguran la permanencia del plaguicida una vez
aplicado evitando su arrastre por lluvia, rocio o incluso vientos, se adhieren
a superficies de hojas formando una pelicula protectora, espesantes que
pueden reducir la evaporacién, a tal tipo pertenecen la gelatina, dextrina,
albiumina, caseina, gomas diversas, carragenanos, etc. Otros materiales
probados en el laboratorio como adherentes y asperjantes, son harina de
trigo, Triton® B-1956, una mezcla de gelatina y oleato, leche en polvo,
metilcelulosa y varios agentes humectantes. En general estos materiales
mejoran la actividad de los patégenos (Jaques y Fox 1960).

Agentes de suspensiéon o dispersantes; sirven para favorecer la
suspensibilidad de los polvos humectables, estos agentes actian
normalmente elevando ligeramente la viscosidad del agua que funciona de

vehiculo retardando asi la caida de la particula, por ejemplo gomas,
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caseinatos, albuminas, carragenanos, almidén, metil celulosa, alcohol
polivinilico, sulfonatos de lignina y naftaleno, también se emplean
sustancias sintéticas (Jaques y Fox 1960).

Amortiguadores; usados en casos concretos, aseguran el pH de la
solucion o del producto formulado y que se mantenga en los limites
convenientes, para evitar descomposiciéon del principio activo debido a pH
excesivamente alto o demasiado bajo (Couch 1978).

Estabilizantes; para formulaciones sélidas e impedir descomposiciones
del principio activo cuando entra en contacto con la materia inerte, ya que
pueden inducir degradacion por presencia de puntos acidos ejemplos de estos
estan las aminas, glicoles, fenoles, polimeros, etc. (Angus y Liithy 1971).

Fotoprotectores; se utilizan como protectores de luz UV, existen
muchos compuestos, como San-285, Melazas P/yac, Lufilm, Triton X-100,
ADWNP 66 , carbén activado y colorantes como rojo congo, verde de
malaquita, etc. (Couch 1978).

Entre otros aditivos estan: Agentes atrapantes; que hace que los
insectos se pongan en contacto con él. Estimulante de la locomocién; por un
mecanismo cinético, hace que el insecto se disperse desde una regién, mas
rapidamente que si el area no lo tuviera, este efecto puede incrementar la
velocidad de locomocion. Atrayente; hace que el insecto tenga movimientos
orientados hacia su fuente. Repelente; hace que el insecto se aleje de su
fuente. Estimulante; favorece o ayuda a la ovoposicidn, el cruzamiento o la

alimentaciéon. Estimulante alimenticio es sinénimo de fagoestimulante.
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Inhibidor; bloquea la alimentaciéon o la ovoposiciéon cuando esta presente en
un lugar, donde los insectos en su ausencia podrian alimentarse y ovopositar
normalmente (Dethier et al. 1960). Estos inhibidores alimenticios se han
estudiado debido a la caracteristica de proteger a las plantas, mediante la
reduccion de la alimentacion 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 (o ambos) (Farrar y Ridgway 1994).

FORMULACIONES CON B. thuringiensis

Las ©0-endotoxinas de B. thuringiensis, las cuales actian
exclusivamente por ingestion, han adquirido un inusitado protagonismo en
el campo de la sanidad vegetal, por su manifiesta especificidad para insectos
e inocuidad para depredadores y parasitoides. Ademas como su toxicidad
para vertebrados es casi nula (Santiago-Alvarez y Quesada-Moraga 2001;
Quintero 1997). B. thuringiensis es considerado como uno de los insecticidas
mas seguros autorizandose su empleo sobre los mas diversos cultivos, incluso
sin imposicién de plazo de seguridad. Esto ha conducido a la producciéon de
insecticidas, sujetos a continuos avances tanto por la inclusion de cepas cada

vez mas activas o con nuevas especificidades, como por el desarrollo de
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formulaciones asequibles, sin embargo su empleo se ha visto limitado por el
rapido descenso de la eficacia en aplicacion foliar, a causa de la inactivacion
de los rayos UV y otros factores, ademas de su baja persistencia en suelo
debido a la degradaciéon microbiana (Santiago-Alvarez y Quesada-Moraga
2001), estudios revelan que la vida media de diferentes especies de
entomopatoégenos (bacterias, virus hongos y protozoarios) expuestos a la luz
solar es menor de 4 horas (Ignoffo et al. 1977; Ignoffo y Garcia 1978). La vida
media para B. thuringiensis se ha estimado en 3.8 h cuando se expone a una
fuente de luz UV, equivalente a la luz solar natural. Una variedad de
respuestas al espectro UV se ha observado para B. thuringiensis,
inactivacion de las esporas a 330 nm (Griego y Spence 1978), la causa de esta
fotoinactivacién a nivel de campo, se atribuye la generacién de radicales
peroxido de hidréogeno debido a la fotoxidacion de uno o mas de los
aminoacidos (Ignoffo y Garcia 1978). El espectro de actividad de 290-400 nm
de la radiacion ultravioleta es el factor mas destructivo (Ignoffo et al. 1997).
De 400-425 nm hay produccion de compuestos de coproporfirina e
inactivaciéon del cristal después de 40 h de exposicién a la radiaciéon UV,
causando una destruccién del 80% de los residuos de triptofano y 20% de los
residuos de histidina, lo que supuestamente produce un cambio en la
configuraciéon tridimensional de la toxina y consecuentemente la perdida de
actividad toxica (Harms et al. 1986; Pozsgay et al. 1987). 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,
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inclusive la luz reflejada en el envés de las hojas es suficiente para causar
mortalidad en las esporas de B. thuringiensis. La temperatura en conjunto
con la radiacién solar tiene una influencia negativa en la viabilidad de las
esporas (Leong et al. 1980).

Por este motivo el uso de diferentes aditivos para protegerlo de la
energia UV de la luz solar, es una practica comuin. Se han utilizado como
fotoprotectores, compuestos como leche peptonizada, extracto de levadura,
quitina, y albumina de huevo (Salama y Morris 1993), algunos colorantes
como, rojo congo, verde de malaquita, etc. asi como carbon activado, en
formulados para plagas agricolas (Dunkle y Shasha 1988). El rojo congo ha
dado magnificos resultados ya que tiene una absorbancia excelente en un
rango de 280-400 nm, por lo que ha sido considerado para brindar proteccion
efectiva contra la inactivacién solar de los entomopatogenos (Shapiro 1989),
este colorante demostro su efectividad al proteger la actividad insecticida de
las esporas, cuando se utiliz6 en formulaciones granulares a base de
gelatina, pectina o almidon (Morales-Ramos et al. 2000).

Las preparaciones concentradas de B. thuringiensis pueden ser polvos
o granulos humectables, liquidos, emulsiones, etc. las cuales se deben
mezclar facilmente con agua, estar libres de grumos y ser homogéneas. El
comportamiento de sedimentacion y distribuciéon sobre la superficie de la
planta esta fuertemente influenciado por el tamafio de particula. Los
tamanos de particula encontrados en formulaciones de B. thuringiensis

comerciales y experimentales van de 3um a 25um. La concentracién de ©6-
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endotoxina en los productos comerciales esta entre 0.3% y 1.7 % (Bernhard y
Utz 1993; Pristavko 1965; Angus y Liithy 1971; Lambert y Peferoen 1992).
Con los productos comerciales de B. thuringiensis, los rangos de aplicacion
son de 0.5 Kg a 2 Kg por hectarea. Dependiendo del cultivo y modo de
aplicacion, en suelo o aplicaciéon aérea, los volimenes de aplicacion varian
entre 10 y 100 litros por hectarea.

Investigaciones sugieren que las larvas de lepiddpteros, cesan su
alimentacion sobre el follaje tratado, antes de recibir una dosis letal de B.
thuringiensis, esto afecta su eficacia y la variabilidad de estos resultados
comparados con los obtenidos para insecticidas sintéticos. (Aranson et al.
1986; Rombach et al. 1989; Dulmage y Martinez 1973; Hough-Goldstein et al.
1991). Estudios sugieren que un incremento en la aceptabilidad de B.
thuringiensis puede reducir la variabilidad y mejorar el nivel de control de
las plagas blanco. Para incrementar el consumo de bioinsecticida por parte
del insecto, se adicionan feromonas (atrayentes sexuales) (McGuire y Shasha
1992) o fagoestimulantes, el mas comercializado es el Coax® (producto de
CCT, Litchfield Park, Ariz.), una mezcla de harina de semilla de algodén,
azucar, aceite de semilla de algodén y Tween 80 (Bell y Romine 1980), ya que
ademas de cumplir como atrayente alimenticio, muestra cierto efecto
protector contra los rayos UV, (Moffat 1991; Bartelt et al. 1990; McGuire et
al. 1990; McGuire et al. 1994; Guillespie et al. 1994).

Avances en el establecimiento de metodologias con el fin de seleccionar

fagoestimulantes adecuados, han demostrado su utilidad en las
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formulaciones (Guerra y Shaver 1968; Bartelt et al. 1990), debido a que la
palatabidad es un factor muy importante cuando el entomopatdgeno tiene
que ser ingerido para ser efectivo (Guillespie et al. 1994). Estudios
demostraron la efectividad como fagoestimulante al utilizar extracto acuoso
de grano de maiz, y estimulaba mas la alimentacion por parte de las larvas
de Heliothis virescens, comparado con los extractos acuosos de algoddén, pelos
de maiz y pétalos de flores de algodén, los extractos de maiz dulce
adicionados a insecticidas quimicos (Guerra y Shaver 1968; McMillian et al.
1968).

Observaciones con el uso de hojas de algodén y el Coax® mostraron
que son fagoestimulantes ampliamente aceptados por las larvas de Ostrinia
nubilalis, ademas la melaza usada como fagoestimulante causa una
palatabilidad intermedia y aquellas formulaciones que contenian CaCls
fueron totalmente rechazadas por este insecto (Guillespie et al. 1994). Otros
compuestos que se han utilizado como fagoestimulantes son el aceite vegetal
(Tamez-Guerra et al. 1999) como el aceite de maiz (Bartelt et al. 1990) o, el
azucar pulverizado, el follaje de maiz deshidratado, el germen de trigo, la
caseina, las mezclas de sales, los suplementos vitaminicos, el hexano y el
etanol (Bartelt et al. 1990; Rosas-Garcia et al. 2009). Aparte del Coax®
existen algunos otros de tipo comercial como Pheast®, Gustol®, Entice® y
Mo-Bait®. Estos junto con el Coax® han sido comparados en el
comportamiento alimenticio que causan a varias especies de lepidopteros,

provocando una alta respuesta aquellos que contienen altos porcentajes de
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proteina en lugar de aquellos que contienen azucares principalmente (Fanar
y Ridgway 1994). El Coax® y el Gustol® tuvieron un claro efecto en la
mortalidad de Heliothis sp (Johnson 1982). La mezcla de harina de maiz
nixtamalizada, aceite vegetal (anadido como fagoestimulante), azucar
pulverizado, 2-propanol, verde de malaquita y formaldehido y secada por
aspersion, demostré en bioensayos con plantas de algoddén, una mejor
proteccion contra la radiacion solar comparada con las mismas mezclas que
no fueron secadas por aspersion (Tamez-Guerra et al. 1999). La harina de
maiz pregelatinizada con lignina se ha utilizado en formulaciones de B.
thuringiensis y baculovirus mejorando la actividad residual y evitando el
lavado por la lluvia (Tamez-Guerra et al. 2000a, 2000b).

Actualmente, una gran variedad de bioinsecticidas basados en B.
thuringiensis esta disponible comercialmente para el control de una amplia
variedad de plagas agricolas y forestales, incluyendo enfermedades con
vectores. Muchas formulaciones ya existen en el mercado, sin embargo,
muchas patentes se refieren a la utilizacién de diferentes componentes que
puedan mejorar aun mas su actividad insecticida. En muchos casos, estos
productos ofrecen interesantes ventajas sobre insecticidas previamente
desarrollados. La Tabla 1. muestra la cantidad de la propiedad intelectual
desarrollada para B. thuringiensis alrededor del mundo durante los ultimos

anos (Rosas-Garcia 2009).
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Tabla 1. Bioinsecticidas mas comunes comercialmente basados en
B. thuringiensis.

Compania Nombr.e Ingrediente Activo Insecto Blanco
Comercial
Certis Agree WG B. thur.mgler.zsw v Lepidépteros
aizawai
Certis Condor B. thurzngze@szs v. Lepidépteros
kurstaki
Certis CoStar B. thurmgten;zs v. Lepiddpteros
kurstaki
Cepas de BT Lepidépteros
. genéticamente
Certis Crymax enriquecidas de Bt v.
kurstaki y Bt v. aizawai
Certis Deliver B. thurmgzen.sw v. Lepidépteros
kurstaki
Certis Jackpot WP B. thurmgzen.szs v. Lepidépteros
kurstaki
Certis Javelin/Delfin B. thurmgzen.szs v. Lepidépteros
kurstaki
Certis Lepinox WDG B. thurmgzen.sw v. Lepidépteros
kurstaki
Certis Turix WP/Agree B. thuringiensis v. Lepidépteros
WP kurstaki
AFA Environment . B. thuringiensis v. Mas de 30 especies
Agribac . :
Inc. kurstaki de insectos
Valent Biosciences . B. thuringiensis v. .
Corp. DiPel burstaki Lepidépteros
.. .. Efectivo contra
Valent Biosciences . B. thuringiensis v.
Corp XenTari burstaki Spodoptera ssp. y
) Plutella xilostella
Valent Biosciences — B. thuringiensis v. 1
Corp. Biobit burstaki Lepidépteros
Valent Biosciences Novodor B. thurzng.zen‘szs v. Colebpteros
Corp. tenebrionis
Valent Biosciences B. thuringiensis v. Larvas de
VectoBac . . .
Corp. israelensis Mosquito
Valent Biosciences B. thuringiensis v. Larv'as de
Teknar . . Mosquito y de
Corp. israelensis .
Mosquita negra
. S Larvas de moscas
Valent Biosciences GnatrolDG B. tﬁurzngzen.szs v. de scéridos de
Corp. israelensis
hongos
Valent Biosciences B. thuringiensis v. .
Corp. Foray burstaki Lepidopteros
Lepidépteros y
Valent Biosciences Thuricide B. thuringiensis v. ciertos larvas
Corp.* kurstaki cortadoras de
hojas

(Adaptado de Rosas-Garcia 2009)
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FORMULACIONES MICROENCAPSULADAS

La microencapsulaciéon es definida como una tecnologia por la cual
pequenas particulas de material soélido, liquido o gaseoso (corazon,
ingrediente activo) son cubiertas por una pelicula delgada de material
protector (matriz, sello, cubierta o pared) puede ser delgada o conformada
por varias capas. La pelicula o pared protege al ingrediente activo contra el
deterioro y lo libera. (Shahidi y Han 1993).

Se han elaborado formulados microencapsulados con Mira-sperse®
como matriz y sacarosa proporciéon 6% de sélidos totales, los cuales se
aplicaron en forma liquida por aspersion (McGuire y Shasha 1990); de esta
forma se logré una residualidad de 2 semanas, contra 2-4 dias cuando se
microcapsularon.

Bacillus thuringiensis var. israelensis en forma libre, pierde su
efectividad cuando se utiliza en aguas contaminadas debido a degradacion
fisica y quimica de la toxina y pérdida del contacto potencial con el insecto
blanco debido a su rapida sedimentacion, por lo que se probdé a B.
thuringiensis var. israelensis H-14 microcapsulado en polietileno, logrando
incrementar fuertemente su eficacia y persistencia contra Aedes aegypti
(Margalit el al. 1984; Zomer et al. (1989), describieron la microcapsulacién
de la toxina de B. thuringiensis en un material resinoso polimérico,
permeable a las enzimas digestivas del insecto, de esta forma se mejord la

estabilidad de la toxina, ademas es posible adicionar aditivos y feromonas
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para incrementar la probabilidad de que el insecto ingiera la toxina
(Morales-Ramos 1996).

Gelernter y Zehnder en 1989, wutilizaron microorganismos
transformados con la toxina de B. thuringiensis y desarrollaron dos
productos basados en el sistema M-Cap®, que consiste en transferir el gen
responsable de la produccion de la 6-endotoxina a Pseudomonas fluorescens.
Al final de la fase de crecimiento las células de Pseudomonas se inactivan
con calor y un tratamiento quimico, de esta forma la pared celular sirve como
una microcapsula protectora que encierra la toxina de Bacillus
thuringiensis. Se desarrollaron dos productos M-Cap® y MVp® que poseen la
0-endotoxina de B. thuringiensis var. kurstaki y M-One® que posee la 6&-
endotoxina de B. thuringiensis var. san diego (Morales-Ramos 1996).

Se ha visto que las formulaciones a base de B. thuringiensis
encapsuladas en almidén, tienen una actividad residual mayor, atin en
temporada de lluvias, lo cual puede ayudar muy bien cuando se trata de
cultivos de campo (McGuire et al. 1994). Se han desarrollado formulaciones
de B. thuringiensis asperjables y con caracteristicas adherentes, utilizando
diferentes tipos de almidén de maiz pregelatinizado y adyuvantes, logrando
formar una pelicula con el plaguicida encapsulado sobre la superficie de la
hoja. Esta pelicula puede durar de 1 a 21 dias en condiciones de invernadero
dependiendo del tipo de almidén pregelatinizado y de los otros componentes
utilizados. (McGuire y Shasha 1990). Este polimero, el almidén de maiz, se

ha utilizado con éxito para estas formulaciones, ya que presenta ventajas
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sobre otros soportes como las particulas de maiz quebrado, de arcilla o de
salvado de trigo, debido a que éstas no se adhieren a las superficie de las
hojas, estan restringidas a usarse en el cogollo del maiz, o en la superficie del
suelo para el control de plagas de esta area (McGuire y Shasha 1990;
McGuire y Shasha 1992; McGuire et al. 1996; Gillespie et al. 1994; Tamez-
Guerra et al. 1996; Dunkle y Shasha 1988; McGuire et al. 1990; Bartelt et al.
1990).. En el afan de encontrar una formulacion 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.

FORMULACIONES Y PRINCIPIO ACTIVO

Los productos insecticidas a base de B. thuringiensis se clasifican en:
productos de primera generacion, que son aquellos cuya formulacion incluye
como ingrediente activo una mezcla de cristales y esporas de una cepa nativa
de B. thuringiensis. Estos constituyen la mayor proporcion de productos
comerciales y corresponden al 84% de un total de 75 productos registrados.

Los productos de segunda generacion son aquellos que estan
constituidos por una mezcla de esporas y cristales provenientes de una cepa
de B. thuringiensis a la cual se introdujeron por conjugaciéon o trasformacion,
los genes que codifican para las 6-endotoxinas presentes en varias cepas

nativas ampliando asi su espectro de actividad hacia otros insectos plaga.
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Los productos de tercera generacion, que son aquellos cuya
formulaciéon contiene bacterias recombinantes muertas consistentes en
Pseudomonas fluorescens que han sido transformadas con genes que
codifican 6-endotoxinas de B. thuringiensis, los cuales se conocen como
CellCap®, y estos son producidos por la compania Mycogen (Cerén 2001;

Sauka y Benintende 2008).

RECUPERACION DEL INSECTICIDA

Una etapa importante en la produccion de insecticidas bioldgicos es la
recuperaciéon del complejo espora-cristal, es la eliminacion de agua,
manteniendo la preservacion del producto durante un almacenamiento
prolongado. El procedimiento de deshidratacién es necesario para reducir la
humedad final del ingrediente activo, lo cual nos permite limitar el
crecimiento de otros organismos y otras reacciones indeseables, ademas de la
deshidratacion, la significativa reduccion del volumen del producto nos
proporciona eficiencia en el transporte y almacenamiento del producto. El
primer método para obtener concentraciones estables y secas del complejo
espora-cristal en el laboratorio fue la liofilizacion, pero frecuentemente se
tenian significativas pérdidas de esporas y cristales. Un método mas
satisfactorio para obtener materiales liofilizados involucra la utilizacién de
suspensiones de lactosa con el complejo. Sin embargo, la liofilizacién no fue

ampliamente aceptada debido al gran volumen de liquido involucrado,
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mismo que finalmente resulta bastante dificil y costoso (Dulmage et al.
1970).

La acetona, considerada como un precipitante de las proteinas, fue
utilizada para recuperar células bacterianas y esporas de concentrados
acuosos, lo cual resulté un posible substituto, sin embargo, el producto fue
después apelmazado y dificil de resuspender. Por lo tanto se modifico el
proceso de precipitacion de acetona para hacerlo mas adecuado a la
recuperacion del complejo espora-cristal de B. thuringiensis, utilizandose
lactosa; el apelmazamiento fue reducido suspendiendo el complejo
concentrado en soluciones de lactosa y precipitando la lactosa con el complejo
por la adicién de acetona, el precipitado fue facilmente recuperado como una
preparacién seca y estable, y sin presentar dificultad para resuspenderlo en
agua (Dulmage et al. 1970).

Sin  embargo, este proceso de precipitacion es utilizado en
recuperacion de pequena escala, resulta impractico cuando se trata de
recuperacion a niveles mas grandes (piloto o industrial), por el costo de
acetona empleada, una solucién a este problema fue mediante la utilizacién
de un método que consiste en dos etapas, la primera de ellas por medio de
una separacion mecanica como lo es la centrifugaciéon y la segunda mediante
un proceso térmico como es el secado por aspersion. Este tipo de secado fue
adaptado a fluidos con un alto contenido de humedad y que son sensibles al

calor.
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El proceso de secado por aspersion es considerado como un proceso de
deshidratacion, el cual es usado como un método de encapsulacion, donde se
atrapa el material activo dentro de una matriz protectora de un polimero
(Okos y Narsimham 1990). Los procesos de encapsulaciéon son capaces de
reducir la cantidad de ingrediente activo, de tal forma que se obtenga una
eficiencia mayor. Este proceso permite llevar a cabo la liberaciéon sostenida
del ingrediente activo por un periodo de tiempo (Shahidi y Han 1993). Estas
microcapsulas pueden ser desde submicréon hasta varios milimetros en
tamano y son idealmente esféricas, aunque su forma esta fuertemente
influenciada por la estructura original del material de encapsulado. Las
microcapsulas tienen la habilidad de preservar una sustancia en su estado
finamente dividida hasta que se requiera su liberaciéon. El secado por
aspersion es especialmente ventajoso para productos termosensibles, ya que
las particulas nunca estan sujetas a una temperatura alta, mas que la del
bulbo himedo del aire de secado, y ademas, el tiempo de residencia es corto,
generalmente entre 3 y 15 segundos (Morales-Ramos 1996; Sanchez 1996,
Okos y Narsimham 1990). La anterior situacién permite el uso de altas

temperaturas sin causar dano al producto (Medrano et al. 1989).

EL MERCADO DE LOS BIOPESTICIDAS
El mercado agroquimico mundial informé ser de $ 37,9 mil millones de
délares en 2009, y bioplaguicidas representan aproximadamente el 3.5% del

mercado global de plaguicidas ($ 1.6 mil millones en 2009) (Tabla 2). Por
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ejemplo, el valor de los bioplaguicidas en los mercados europeos de América
del Norte y del Oeste se estim6 en 594,2 millones ddélares en 2008, y la
demanda se prevé a casi el doble para el afio 2015 y a un valor de mercado
de 1020 millones délares. Esta claro que el mercado de bioplaguicidas esta
creciendo rapidamente (15.6% compuesto tasa de crecimiento anual) y se
espera que crezca a alrededor de 7.7% de la mercado global de agroquimicos
para el ano 2014 (3,3 millones de doélares). El mercado mundial esta
dominado por los productos a base de bacterias (Tabla 2). Alrededor del 50%
de los bioplaguicidas se utilizan en los arboles y los cultivos horticolas, 30%
sobre el pastoreo y la tierra seca, con el restante 12% en cultivos de campo.
Independientemente de las discrepancias de los tamanos estimados de
mercado para los bioplaguicidas, todo indica que el crecimiento es
considerablemente mas alto que la prevista para el mercado de plaguicidas
sintéticos (Glare et al. 2012).

El descubrimiento de nuevos pesticidas sintéticos se ha vuelto cada
vez mas dificil y costoso. Se estima que las empresas deben detectar al
menos 140,000 productos quimicos para encontrar un pesticida sintético

nuevo, comercialmente aceptable.
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Tabla 2. Estimacion total del mercado mundial para todo tipo de
biopesticidas (incluyendo productos bioquimicos), hasta el afio 2014
(millones de dolares)

% Tasa de crecimiento

Producto 2008 2009 2014 9009-2014
Bacteria 893,6 1194,3 2516,5 16,1
Hongos 113,3 150,6 288,9 13,9
Predadores 98,4 128 247,2 14,1
Virus 60,1 80 155,5 14,2
Otros 2 34,6 47,1 91,9 14,3
Total 1200,0 1600,0 3300,0 15,6

a Incluye protozoos, nematodos.
Tomado de Glare et al. 2012

El descubrimiento de nuevos clientes potenciales quimicos ha disminuido
desde el ano 2005 y cada vez es mas dificil de convertir un nuevo indicio en
un lanzamiento de producto, indicado por el fuerte descenso de los
lanzamientos de nuevos productos 2002-2010 (Figura 1.). Ahora requiere
mas de 250 millones de délares para desarrollar un nuevo pesticida sintético
(Figura 2.), y lleva 10 anos, por lo tanto, un menor nimero de nuevos
ingredientes quimicamente activos se pondran en marcha en los préoximos 10
a 20 anos. Por el contrario, el coste de desarrollar un biopesticida es del
orden de 3-5 millones de délares y tarda aproximadamente 3 afos para
llegar al mercado en los EE.UU. (Marrone 2011). La razén principal de esto
es que un bioplaguicida comercial puede ser descubierto mediante el cribado
de muchos microorganismos, menos que el nimero de moléculas necesarias

para hacerse pruebas para un pesticida sintético. Por ejemplo, B. subtilis
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Figura 1. Numero de nuevos productos quimicos contra el nimero de
productos plaguicidas sintéticos lanzados 1995-2010. (Glare et al. 2012).

Figura 2. Aumento de costos en millones de délares, en el tiempo para
desarrollar un nuevo pesticida quimico. (Glare et al. 2012).
cepa 713 (Serenade®) y Bacillus pumilus cepa 2808 (Sonata®) se utiliza
para el control de enfermedades fungicas de plantas, fueron descubiertos
después del cribado de 713 y 2.808 cepas microbianas, respectivamente.
Muchos biopesticidas comerciales se dirigen a una sola plaga importante,

que por lo general limita su potencial tamano del mercado. Por ejemplo,
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Contans®, basado en el hongo Coniothyrium minitans, su objetivo, s6lo un
solo género de patdégenos (Sclerotinia spp.) y Bioshield™, basado en la
bacteria Serratia entomophila, controla sélo una unica plaga de insectos.
Para fomentar el uso generalizado de biopesticidas, hay una necesidad de
productos con actividad contra varias plagas. Los productos basados en la
bacteria B. thuringiensis han logrado una incursion excepcional del mercado
debido a su capacidad para matar a un rango de especies de plagas de
invertebrados (Glare et al. 2012).

Actualmente existen una gran variedad de formulaciones de B.
thuringiensis que estan comercialmente disponibles y la mayor aplicaciéon de
estos productos se dirige al control forestal y agricola de lepidépteros
(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 esporas y cristales y la cepa HD-1 ha sido

muy utilizada para el control de plagas agricolas y forestales.

IMPORTANCIA DEL NOGAL

El nogal pecanero (Carya Illinoensis) esta considerado como nativo de
la franja norte de México y Sureste de los E.U.A. Se cultiva practicamente
s6lo en "El Cinturéon del Sol" de Estados Unidos Meridional y en "La Faja

Nogalera" del norte de México que comprende los estados de Sonora,
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Chihuahua, Coahuila, Nuevo Leon y Durango. Se encuentra distribuido en
forma silvestre a lo largo de la mayoria de los arroyos y cauces de los rios del
sur de Estados Unidos de América (EU) y norte de México. El Estado de
Nuevo Ledén se puede dividir en tres zonas productoras: la zona norte,
comprende los Municipios de Bustamante, Ciénega de Flores, Sabinas
Hidalgo, Villaldama y El Carmen. En el Centro del Estado estan los
Municipios de Rayones, General Teran, Montemorelos, Allende y Garcia y en
la regién Sur se ubican los Municipios de Aramberri, Galeana y Zaragoza. La
produccion de nogal se realiza principalmente en estos 13 municipios, ya que
el cultivo se ha adaptado a las condiciones de suelo, agua y clima que esta
region ofrece para la produccion de nuez. No obstante, el 61% de la
produccion de nuez se concentra en los municipios de Bustamante, Rayones,
El Carmen y Garcia. La distribucion comercial de las plantaciones de este
frutal se extienden en los Estados Unidos desde el suroeste de Ohio hasta
Kentucky y Alabama, mientras en México se distribuyen principalmente en
el noreste, extendiéndose hacia el centro y sur del pais, siendo los principales
estados productores de nuez: Chihuahua, Coahuila, Durango, Sonora,
Hidalgo y Nuevo Ledén. El cultivo del nogal es sumamente dependiente del
cuidado del hombre, ya que requiere de riego (Gonzalez et al. 2010).

Estados Unidos, Canada y México son los principales mercados para
la nuez y el Tratado de Libre Comercio con América del Norte (TLCAN), ha
eliminado las barreras arancelarias para el producto, lo que ha permitido un

mayor dinamismo en la actividad comercial (Camarena y Sanjuan 2005;
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SAGARPA 2011, 2012). El cultivo del nogal pecanero es atacado por diversas
plagas, entre ellas H. cunea que causa defoliacion grave del nogal, reduce el
vigor del arbol y afecta su productividad (Shetlar 2000), en casos extremos al
ocurrir una defoliacion severa esto conduce a la muerte de los arboles (Worth
1994). Para el control de esta plaga se utilizan principalmente insecticidas
quimicos. Entre los pesticidas usados para su control se encuentran el
fenitrothin, isoxathion, spinosad, acephate, y carbaryl. Ademas del dano al
medio ambiente y a insectos benéficos que estos productos quimicos
ocasionan, también se reporta el desarrollo de tolerancia (Yamanaka et al.
2001; Klass 2010). La implementacion de tecnologia, dirigida principalmente
al procesamiento y manejo post-cosecha, ha permitido a los productores
mexicanos incursionar cada vez mas en los mercados internacionales, donde

cerca de un 80% de la nuez se comercializa sin cascara (SAGARPA 2012).

IMPORTANCIA NUTRICIONAL DE LA NUEZ PECANERA

Rica en acidos grasos mono y poli insaturados, como los Omega 3 y
Omega 6, mismos que tienen funciones protectoras en la prevenciéon de
coagulos de sangre y reducen el riesgo de cardiopatia coronaria, ademas
contribuyen en el desarrollo normal del sistema nervioso, la nuez pecanera,
al mismo tiempo, es fuente de proteina rica en arginina, fitoesteroles y
compuestos fitoquimicos, contiene vitamina E, vitaminas del Complejo B y

Hierro. Estudios realizados han demostrado un poder incluso superior a los
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aceites monoinsaturados tan conocidos como el aceite de oliva para reducir el
colesterol de la sangre, especialmente en lo que se refiere al colesterol de
baja densidad o LDL (siglas en ingles), para aumentar la elasticidad arterial,
para prevenir la formacion de coagulos y rebajar la tensién arterial. Esta
capacidad para fluidificar la sangre se atribuye sin duda a la transformaciéon
del acido alfa-linoléico en prostaglandinas responsables de evitar la
aparicion de la aterosclerosis (Botanical 1999). La nuez pecanera se
comercializa con cascara y sin cascara en mitades, pedaceria (pedazos,
granillo y granulos) asi como polvo de nuez, se consume en estado fresco o
bien se procesan para la elaboraciéon de botanas, dulces, pasteles, nieves y
paletas, entre otros. Por otra parte, se elaboran subproductos como aceite de
nuez, y carbén activado, este Ultimo a partir de su cascara; la madera del
arbol es empleada para la elaboracién de muebles finos (Jaramillo 2007). El
nogal comin también destaca por su madera, ya que es una de las mejores
de Europa; es dura, bastante fuerte, ligeramente venosa y susceptible de
bellisimo pulimento, se aprovecha en la fabricaciéon de muebles. La madera
es mas posada, mejor veteada y de una bella coloraciéon, esta tiene un color
rojizo y se utiliza frecuentemente en ebanisteria, madera muy facil de
trabajar pero resistente a la putrefacciéon, se considera una madera de
calidad para adornar la parte externa de muebles diversos o decorar los
paneles de los coches o barcos de alta categoria, y en el siglo XVI sustituye al
roble en la realizacién de muebles de lujo (Gonzalez et al. 2010; Botanical

1999).
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INSECTO BLANCO

El gusano de la bolsa de nogal, Hyphantria cunea es una de las pocas
especies nativas de América que ha sido introducida accidentalmente a
Europa y Asia. En Europa se detect6 en 1940 en Yugoslavia, de ahi se
dispersoé al oeste y este del continente. En Asia se reporté por primera vez en
Tokio en 1945, expandiéndose al norte de Japon después Korea y China
(Gomi 2005; Takeda 2005).

H. cunea Drury (Lepidoptera: Arctiidae), probablemente es el insecto
que posee el mas amplio rango de hospederos reportado, ataca una gran
variedad de arboles frutales y forestales, la larva es capaz de alimentarse de
636 especies de plantas en el mundo, sin embargo el cenizo, olmo y nogal
parecen ser su dieta preferida en América (Worth 1994). Es un insecto nativo
de Norte América, donde su rango de hospederos va desde Canada (45°N)
hasta el Golfo de México (30°N), con un numero de generaciones que varia
desde una en el norte a mas de cuatro en el sur. (Goto et al. 2001.) Cada
hembra deposita entre 400 y 500 huevecillos sobre el envés de las hojas, las
larvas empiezan a alimentarse de las hojas formando una telarania alrededor
de ellas de aspecto desagradable y de color blanco sucio, que encierra el
follaje en los extremos de las ramas del arbol. Los huevos eclosionan y las
larvas diminutas empiezan a construir una red, adjuntando hojas para
alimento. A medida que crecen, amplian la red, cubriendo mas follaje y asi

abarcan mas comida. Los huevos tardan una semana en eclosionar, las
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larvas se alimentan en colonias expandiéndose conforme la larva se
desarrolla. El estado larval dura 6 semanas aproximadamente, al final busca
un lugar con condiciones apropiadas y pupa para completar su ciclo. El ciclo
total desde huevo a adulto se completa entre 50 a 60 dias (Shetlar 1991;
Klass 2010).

Dependiendo de la wubicacion, puede haber de uno a cuatro
generaciones por ano. Suele ser de sélo escasa importancia econémica como
plaga forestal. Sin embargo, los arboles de sombra y ornamentales pueden
ser fuertemente defoliadas y la presencia de las grandes redes, antiestéticas
pueden hacerlos estéticamente desmerecer. Infestaciones persistentes de
arboles individuales pueden causar extremidad y muerte de ramas y pueden
reducir la produccion de nueces en las pacanas (Keith 1997).

Para el control de esta plaga se utilizan principalmente insecticidas
quimicos. Entre los pesticidas usados para su control se encuentran el
fenitrothin y el isoxathion, sin embargo las larvas han desarrollado
tolerancia a estos (Yamanaka et al. 2001). El cultivo del nogal pecanero es
atacado por diversas plagas, entre ellas H. cunea, causa defoliacién grave del
nogal reduciendo el vigor del arbol, afectando su productividad (Douce et al.
1997; Shetlar 2000). Si no se utiliza un control a tiempo puede ocurrir una
defoliacién severa, debilitando y algunas veces matando a los arboles (Worth
1994).

Dependiendo de la ubicacién, puede haber de uno a cuatro

generaciones por ano. Suele ser de sélo escasa importancia econémica como
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plaga forestal. Sin embargo, los arboles de sombra y ornamentales pueden
ser fuertemente defoliadas y la presencia de las grandes redes, antiestéticas
pueden hacerlos estéticamente desmerecer. Infestaciones persistentes de
arboles individuales pueden causar extremidad y muerte de ramas y pueden

reducir la produccién de nueces en los nogales pecaneros (Keith 1997).

CRIiA DE NIVEL DE LABORATORIO

Lo primero que se debe decidir cuando se desea iniciar un
procedimiento de cria en cautiverio es su finalidad (Gasca 2006). La cria de
insectos presenta una serie de aplicaciones bioldgicas que van mas alla de
ser un sistema de produccién de individuos. Si el objetivo es el de obtener
una serie de ejemplares para mantener colecciones de referencia de insectos,
esta actividad se simplifica a contar con lo necesario para la produccién de
individuos. Pero si el objetivo es el de estudiar ciclos vitales, patrones de
comportamiento e inclusive la obtencion de varias generaciones
consecutivas, se requiere de una metodologia especifica que permita
mantener las especies de manera que puedan ser estudiadas en cualquier
momento sin alterar las condiciones de vida, ni el medio fisico en que se
desarrollan. La dieta artificial Shorey, es utilizada para la cria de insectos
del orden Lepidoptera con ella se han conseguido la produccién masiva de
algunos insectos lepiddpteros, criados en laboratorio como: Trichoplusia ni,
Heliothis virescens, Spodoptera littoralis, Diatraea saccharalis (Ruiz 1998;

De Luna 2002; Saucedo 2003). Takeda (2005), trabajé con H. cunea, cabeza
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negra y cabeza roja, utilizando una dieta artificial para Diatraea
grandiosella Dyar, a base de frijol de habas, mediante alojar varias parejas
de adultos en una jaula de ovoposicién, hasta obtener masas de huevos, una
vez que eclosionaron las larvas se sometieron a fotoperiodo luz: obscuridad
16:8 y 12:12 para determinar la etapa sensible y las pupas permanecen por
mas de 10 dias después de la ultima eclosién de pupas bajo fotoperiodos de
16:8 durante la diapausa. Los periodos fueron mas cortos en las cabeza

negra (35.7 + 3.7 dias) que en las cabeza roja (48.1 + 9.9 dias).

40



IMPORTANCIA

B. thuringiensis ha sido estudiada desde hace mas de un siglo, sin
embargo nos sorprende saber que los cientificos siempre encuentran algo
nuevo en él. Su fascinante contenido genético, junto con la alta diversidad de
toxinas derivadas de este microorganismo, lo hace un organismo unico.
Nuevas actividades se descubren cada dia, y como resultado, mas plagas
pueden controlarse con tecnologias ambientalmente limpias. La actividad
toxica de B. thuringiensis es altamente especifica y es practicamente inocuo
para los humanos, vertebrados, insectos beneficiosos y otros organismos. Si
bien existe una enorme posibilidad para el control de muchas plagas,
principalmente en agricultura, silvicultura y la obtencién de productos mas
ecoldgicos en control de plagas, la ignorancia acerca de las ventajas del uso
de productos de BT limita su aplicacion. El desarrollo de formulaciones con
ingredientes biodegradables es un enfoque favorecido por la reduccion del
uso de insecticidas quimicos, que puede poner en peligro el medio ambiente
(Rosas 2009). México ocupa el segundo lugar en produccién de nuez a nivel
mundial, sin embargo los rendimientos en nuestro pais estan por debajo de
los obtenidos por Estados Unidos, por lo que se requieren estrategias para
incrementar la productividad de los nogales mexicanos (Camarena y
Sanjuan 2005). Para lograr esto, ademas de realizar mejoras en los sistemas
de produccion de nuez es importante disminuir las perdidas por

enfermedades y plagas. Actualmente H. cunea se considera una plaga
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secundaria del nogal puesto que no ataca directamente el fruto (nuez) sin
embargo se sabe que es una plaga muy voraz y es un importante defoliador
por lo que afecta de manera indirecta en los rendimientos de produccion. El
control que se realiza en México para esta plaga se basa principalmente en el
uso de insecticidas quimicos o un control manual que consiste en quemar los
nidos de larvas, por lo que se propone una alternativa de control mediante el
uso de formulaciones asperjables de B. thuringiensis. Sin embargo existen
dos aspectos que reducen su valor comercial, la baja persistencia de las
toxinas en el ambiente y la alta diseminaciéon de esporas (cerca de 1015 por
hectarea). Entre las estrategias actualmente utilizadas para alcanzar el
mayor potencial de estos productos, se involucran el desarrollo de
formulaciones ambientales mas estables con tecnologia de liberacion lenta o
microencapsulacion la cual es un sistema versatil que permite la elaboracion
de encapsulados sdlidos o asperjables, ademas se les pueden incorporar
fagoestimulantes para hacer mas atractivo el bioinsecticida para el insecto
blanco, agentes de adherencia que evitan la pérdida del insecticida por
lavado del follaje, etc. (Morales-Ramos 1996). El desarrollo de formulaciones
de bioinsecticidas para su uso agricola, se basa principalmente en la baja
residualidad que presentan estos productos en el campo, su baja toxicidad y
el empleo de una tecnologia limpia para su sintesis (Siegel 2001). La
importancia de este trabajo radica principalmente en la formulacién y

seleccion de cepas de B. thuringiensis con actividad toxica contra este insecto
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proporcionando wuna alternativa para su control, incorporando las

caracteristicas ya mencionadas.

ORIGINALIDAD Y JUSTIFICACION

La necesidad de mantener un Mercado global competitivo en la
produccién agricola mundial ha provocado el incremento en el uso de
insecticidas quimicos, sin embargo la legislacién y las demandas publicas en
la actualidad estan dirigidas a la reduccion en el uso de estos compuestos en
areas forestales y agricolas. En respuesta a estas demandas la industria de
plaguicidas ha dirigido sus esfuerzos hacia el desarrollo de productos
biolégicos para el control de plagas, como plantas modificadas

genéticamente, pesticidas botanicos y entomopatogenos.

Se tienen reportes de la susceptibilidad de H. cunea a B. thuringiensis
var. kurstaki, (Yaman et al. 2002), por lo que se realizé una busqueda entre
las cepas nativas de la coleccién del Instituto de Biotecnologia FCB-UANL,
para obtener una cepa efectiva para el control Biologico de esta plaga. La
originalidad del presente proyecto radica en el uso de un soporte de
formulacién a base de polimeros naturales resultado de un proyecto anterior
al cual se le adicionaran fagoestimulantes especificos para H. cunea asi como
una cepa de BT nativa con actividad toxica para esta plaga, para finalmente
contar con un formulado asperjable factible de utilizarse en arboles de nogal

y otros para el control de H. cunea.
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HIPOTESIS

Utilizando wuna formulacién asperjable a base de Bacillus
thuringiensis, polimeros naturales y fagoestimulantes especificos se podra

efectuar el control efectivo de Hyphantia cunea (Drury).

En la coleccién de cepas del IB es posible encontrar una cepa de
Bacillus thuringiensis diferente a la var. kurstaki con actividad téxica contra
el gusano de bolsa del nogal, Hyphantria cunea (Drury) (Lepidoptera:

Arctiidae).

OBJETIVO GENERAL

Encontrar una cepa de Bacillus thuringiensis con actividad toxica
contra el gusano de bolsa del nogal, Hyphantria cunea (Drury) (Lepidoptera:
Arctiidae) y desarrollar un formulado asperjable de Bacillus thuringiensis en
base a una mezcla de polimeros y fagoestimulantes, para usarse en el control

efectivo de esta plaga.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Implementacion de una cria masiva de Hyphantria cunea a

nivel de laboratorio.
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2. Elaboracién de bioensayos preliminares con cepas nativas y de
coleccion de B. thuringiensis, a dos dosis, 30 y 300 ng de proteina
activa de Bt/cm? de dieta artificial, para determinar su actividad
toxica contra Hyphantria cunea y seleccionar aquellas que presenten
arriba del 60% de mortalidad con la dosis mas baja.

3. Determinacion de la concentracion letal media (CLso) de las
cepas seleccionadas en el punto anterior contra Hyphantria cunea.

4. Determinacion del tiempo letal medio (TLso) de las cepas
seleccionadas de B. thuringiensis contra Hyphantria cunea.

5. Elaboracién de bioensayos de preferencia alimenticia para
Hyphantria cunea con diferentes fagoestimulantes.

6. Propagacién de la cepa que presente la mayor toxicidad contra
Hyphantria cunea en un reactor de 14 litros utilizando un medio de
cultivo a base de melaza.

7. Formulacion del extracto de B. thuringiensis en forma de
asperjables con el soporte de formulacion a base de polimeros ya
diseiado en un trabajo anterior y con incorporaciéon de los o el
fagoestimulante especifico para Hyphantria cunea seleccionado.

8. Elaboracion de estudios basicos de suspensibilidad y factibilidad
de aspersion a los formulados desarrollados.

9. Evaluaciéon en laboratorio e invernadero de los formulados

asperjables desarrollados.
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MATERIALES Y METODOS

1. Implementacion de la cria masiva de Hyphantria cunea

a nivel de laboratorio.

Se colectaron larvas de gusano telaranero, H. cunea de nogales infestados en
el estado de Coahuila México, las larvas se trasladaron al laboratorio en
botes de plastico de 1 galén, tapado con gasa y se continué alimentandolas
con el follaje del nogal, hasta el llegar al estadio de pupa, posteriormente
fueron sexadas, y se colocaron en una proporcion de 30 hembras y 20 machos
en los mismos botes. A partir de esta poblacién se form6 una colonia de
adultos. Dentro de las cubetas revestidas con papel encerado en paredes y
base, las cuales se usaron como sustrato para la ovoposicién, dentro de ellas
se colocaron vasitos de 1 oz. con almohadillas de algodén, impregnado de una
solucion de sacarosa al 15 % para alimentar a los adultos. Posteriormente se
realizdé la recolecciéon de los huevecillos manualmente, recortando el area
donde fueron depositados. Para conservar la viabilidad y evitar
deshidratacion, las masas de huevecillos se colocaron sobre malla perforada
ubicada en la parte superior de vasos de plastico desechables de 12 oz. con
dieta artificial Shorey (aproximadamente 1/3 de su capacidad) (Shorey 1965;

Rios-Diez et al. 2012). Esta dieta fue utilizada para el crecimiento y
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Figura 3.-a).- Nidos de H. cunea infectando arboles de Nogal. b).-Larvas de H cunea alimentandose de hojas de Nogal Fresco. c).- Pupas de
H. cunea. d).- Pupas de H. cunea en diapausa. e).- Cubetas, revestidas con papel encerado y vasitos son algodén impregnado de sacarosa
15%. f).- Adultos de H. cunea, dentro de las cubetas, hembras y machos.

47



Figura 4. a).-H. cunea adulto ovopositando sobre papel encerado b).-Masa de huevecillos sin eclocionar. c).- Masa de huevecillos colocada en
la parte superior de vasos desechables de 12 oz. conteniendo dieta nutritiva Shorey. d).- Masa de huevecillos en la superficie de malla
eclocionando. e).- Larvas de H. cunea al fondo del vaso alimentandose sobre la dieta de desarrollo Shorey. f).- Larvas de H. cunea después de

15 dias alimentandose.
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desarrollo de las larvas de H. cunea, ya que en la literatura no se encontro
una dieta artificial especifica para esta plaga. La temperatura se mantuvo
entre 26-28° C y la humedad relativa (HR) entre un 70-80 %, con un

fotoperiodo de 14h luz y 10h obscuridad.

2. Seleccion de cepas de B. thuringiensis con actividad

toxica contra H. cunea

a) Obtencion de Biomasa. Para seleccionar cepas de B. thuringiensis,
toxicas contra el gusano telaranero, se probaron cepas nativas y de
coleccion HD, estas fueron proporcionadas por la Colecciéon Internacional
de Cepas de Bt de la Facultad de Ciencias Biolégicas, UANL. Las cuales
corresponden a diversas serovariedades: HD-1 y GM-34 (kurstaki), GM-2
(morrisoni), GM-7, GM-10 y GM-58 (aizawai), GM-13 (ostrinae), GM-18
(neoleonensis), GM-33 (mexicanensis), GM-43 (monterreyensis). Se
cultivaron en placas Petri con Agar Nutritivo, a 30°C por 96-120 horas
hasta la obtencion de suficiente Biomasa de Bt (mezcla de esporas y
cristales liberados), cosechando el complejo espora-cristal con 1000 pl de
agua bidestilada por placa, la suspension fue dividida en alicuotas de 100
ul y se almacené a -20 °C para su utilizaciéon posterior. Se les determino
esporas/ml asi como el perfil de proteinas para llevar a cabo los

bioensayos en base a la concentracion de proteina activa contra H. cunea.
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b) Determinacion del perfil de proteinas de las cepas probadas.
Las proteinas del cristal se analizaron mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes, para lo cual se
transfirieron 20 pl de la suspensién espora-cristal a un tubo y se
adicionaron 20 pl de mezcla de lisis (0.125 M Tris-Cl, 4% SDS, 20% v/v
glicerol, 0.02% azul de bromofenol, pH 6.8) con B-mercaptoetanol, este
procedimiento se hizo por duplicado. Los tubos fueron colocados en un
bafio de agua a 100 °C durante 5 min. Se tom¢6 una alicuota de 5 ul de
esta mezcla de esporas y cristales y se aplic6 en geles de poliacrilamida
discontinuos al 10%, la electroforesis se llevé a cabo con buffer Tris-
glicina (0.025M Tris, 0.192M Glicina, 0.1% SDS pH&8.3) a 10 y 20 mA en
el gel concentrador y separador, respectivamente. Para estimar la
concentracion de proteina del cristal en el gel, se utilizé albimina bovina
a una concentracion de 2.0 pg/ul y para conocer el peso molecular se
utilizaron seis proteinas: miosina de peso molecular 205 kDa, B-
galactosidasa de 116 kDa, fosforilasa B de 97 kDa, albumina bovina de
66 kDa, albumina de huevo de 45 kDa y anhidrasa carbdnica que tiene
un peso molecular de 29 kDa. Al final, los geles fueron tenidos con el
colorante azul de Coomassie al 0.1 %. La concentracion de las proteinas
fue determinada con el programa Quantity One (versién 4.3.0, Bio-Rad,

Hercules (Iracheta et al. 2000; Crespo et al. 2008).
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Figura 5. Perfil de proteinas de las cepas de B. thuringiensis Gel de
electroforesis en poliacrilamida. Panel A).- carril 1: marcadores de peso
molecular, carril 2; HD-1, carril 3; GM-2, carril 4; GM-7, carril 5; GM-10, carril
6; GM-13. Panel B).- carril 1: marcadores de peso molecular, carril 2; GM-18,
carril 3; GM-33, carril 4; GM- 34, carril 5; GM-43, carril 6; GM-58.
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3. Evaluacion preliminar del efecto t6xico de la biomasa de
B. thuringiensis contra H. cunea.

Las 10 cepas se evaluaron mediante bioensayos con la incorporaciéon de la
biomasa (complejo espora-cristal) de B. thuringiensis en la dieta artificial de
desarrollo Shorey, se ajustaron 2 dosis, expresadas en ng de proteina activa
de Bt/cm?2 de dieta artificial (30 y 300ng/cm?2) en placas Costar de 24 hoyos (2
cm? de dieta por hoyo) donde se dispersaron 40 ul de la dilucién de la
muestra en la superficie, posteriormente se transfiri6 una larva de dos dias
de Hyphantria cunea por hoyo (Iracheta et al. 2000). Como control se utilizo
dieta sin extracto de B. thuringiensis. La mortalidad se registrd a los 5 dias,
y los resultados se expresaron en % de Mortalidad. (Lambert et al. 1995) Se
seleccionaron las cepas que mostraron una mortalidad mayor al 60% a la
dosis mas baja de incorporacién en la dieta (30ng/cm2). El porcentaje de
mortalidad fue analizado 5 dias después de la exposicién de las larvas a la
dieta tratada con B. thuringiensis. Los resultados fueron analizados
mediante analisis de varianza (ANOVA), asi como una prueba de Tukey

(P<0.05), usando el SPSS Statistics 17.0 by SPSS Inc.
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4. Determinacioén de CLso, CL9o y TLso.

A las cepas seleccionadas se les determiné la CLso y CLgo mediante
bioensayos, con la incorporacién del complejo proteinico de B. thuringiensis
en la dieta de Shorey. Se utilizaron 7 concentraciones sucesivas, que van
desde los 300 a 0.0001 ng/cm?2 hasta encontrar la CLso y CLgo. Para el
tiempo letal medio (TL5so) la mortalidad se registré diariamente por espacio
de 5 dias consecutivos. Los valores de CLso y CLgo asi como los de TLso
fueron evaluados mediante un analisis probit Polo Plus ver. 1.0 (LeOra
Software 2003). Todos los experimentos fueron realizados por duplicado

(Finney 1962).

5. Propagacion de la cepa que presente la mayor toxicidad

contra H. cunea.

Para obtener suficiente cantidad de ingrediente activo de la cepa
seleccionada de B. thuringiensis, toxica para Hyphantria cunea se propagd
en un bioreactor de 14 litros de capacidad (New Brunswick Sc. Co., New
Jersey, USA), con un volumen operacional de 10 litros de medio de cultivo a
base de melaza (Galan Wong 1993). Los parametros de fermentacion que se
mantuvieron fueron 30°C, pH 7, 1 vvm de aireacién y 500 r.p.m. de agitacion,
con 1% de inoculo. La recuperacion del extracto de B. thuringiensis se realizo

utilizando el método de secado por Aspersién con un equipo de secado por
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aspersion (Browen Engineering, Inc.) bajo las siguientes condiciones:

temperatura de entrada de 100-120°C y temperatura de salida de 70-90°C.

6. Bioensayos de Preferencia Alimenticia para H. cunea

a) Preparaciones Granulares. Se elaboraron soportes a partir
de una mezcla predisenada de dos polimeros como matriz
encapsulante; Almidén modificado (Capsul®) y Gelatina bovina,
(Rosas Garcia et al. 2006), en relacién 1:1. A la mezcla se le adiciond
un aditivo fagoestimulante seleccionado en base a los hospederos del
insecto plaga: (polvo de hoja de nogal, polvo de hoja de cenizo, polvo de
hoja de mora, polvo de hoja de nispero, polvo de cascara de nuez y un
fagoestimulante comercial en polvo Coax®) en una concentracion del
4%. Los aditivos fagoestimulantes se prepararon de la siguiente
manera: las hojas de nogal, cenizo, mora, nispero y la cascara de nuez
se colocaron en charolas de aluminio y después en un horno de tiro
forzado a 40 0 45°C de temperatura por 5 dias. Enseguida se molieron
en un molino de perlas, y se tamizaron por malla No. 30 hasta obtener
un polvo fino, posteriormente se almacenaron en recipientes
herméticos a temperatura ambiente hasta su uso (Tabla 3.). Los
soportes granulares se prepararon mezclando los polimeros y
fagoestimulante con una espatula y suficiente cantidad de agua

destilada hasta formar granulos en forma de miga. Se colocaron sobre
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charolas de aluminio y se deshidrataron en un horno de tiro forzado a
40 o0 45°C de temperatura por 24 h. Con guantes de latex los granulos
de desmoronaron manualmente y se tamizaron por malla No. 6 para
obtener uniformidad en el tamano de particula, posteriormente se
almacenaron en recipientes herméticos a temperatura ambiente hasta

su utilizacion.

b) Preferencia Alimenticia. Se wutiliz6 el método de dos
alternativas para evaluar la preferencia alimenticia (Bartlet et al.
1990). Se prepararon cajas Petri de 5 cm de didmetro con el fondo
cubierto con una capa de pasta de paris y carbon activado (15:1), la
cual se dej6 secar por 6 h a temperatura ambiente. Posteriormente la
capa del fondo de la placa se humedecié ligeramente con agua
destilada y se colocaron 25 mg de cada soporte granular a comparar,
en lados opuestos de la placa Petri. Se utilizaron trozos de la Hoja de
Nogal Fresco como control positivo, y la mezcla de Polimeros sin
fagoestimulante como control negativo. Se realizaron 6 repeticiones
para cada comparacion. Cada placa Petri se humedeci6 nuevamente
con agua destilada y se colocaron 25 mg de cada uno de los granulos a
comparar depositandolos uno frente al otro, se le transfirieron 10
larvas de 2 dias de nacidas de H. cunea en el centro de cada placa, se

sellaron con Parafilm® en los bordes para evitar perdida de larvas y
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se dejaron durante toda la noche en completa oscuridad a 28°C.
Después de 16 horas, las cajas fueron congeladas a —30°C por 8 h y el
numero de larvas sobre cada sitio se registrd. Los resultados fueron
sometidos a un analisis de varianza (ANOVA) (F calculada) y la
prueba de comparaciéon de medias de Tukey HSD con una P<0.05,
donde se compard la media del nimero de larvas atraidas sobre cada
pila del soporte con su error estandar utilizando el programa SPSS

version 17.0.

Figura 6. Propagacion de Bacillus thuringiensis, a nivel Fermentador de 14 1., para la
Obtencién de Biomasa.
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Figura 7. Determinacién de Preferencia Alimenticia de H. cunea, se probaron varios hospederos del insecto plaga como
fagoestimulantes. a).- Hoja de Nogal, b).- Hoja de Cenizo, c).- Hoja de Mora, d).- Hoja de Nispero, e).- Cascara de Nuez, f).- Coax®
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Figura 8.Elaboracién de los Aditivos como Fagoestimulantes. Molienda en molino de perlas, Cribas. Polvo de tamario de particula
uniforme.
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Tabla 3. Composicion de los Soportes Granulares para la determinacion de la preferencia alimenticia
hacia larvas de Hyphantria cunea.

Soporte de Formulacién Fagoestimulantes 4% P/P
Capsul®-Gelatinal Nogal Cenizo Mora  Nispero Cai}zig de Coax® Hojgr(icha?gal Polimero

X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X

Todos los fagoestimulantes de prepararon en forma de polvo seco. Coax®= producto comercial. 1= se utilizé como control
positivo. 2= se utilizé como control negativo.
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7. Formulaciones Asperjables de Bacillus thuringiensis.

Con el fagoestimulante elegido o de mayor preferencia por H. cunea, se

desarrollaron 8 formulados asperjables diferentes de acuerdo al Tabla 4.

En los todos los formulados se utilizé el soporte a base de la mezcla de
polimeros naturales (Capsul® Gelatina bovina), segin el trabajo realizado
por Rosas-Garcia et al. 2004, incorporando ademas un aditivo adherente al
2% (Goma de Guar, Goma Core® y Goma Xantana), ademas de un formulado
sin aditivo. El complejo espora-cristal de la cepa de BT seleccionada se
agregd a una concentracion del 10% y el fagoestimulante a wuna
concentracion del 4%. De cada formulacion se elaboraron 8 Tratamientos con
y sin el extracto de B. thuringiensis (Tabla 4.). Se utiliz6 como control
negativo la mezcla sin BT y sin aditivo adherente, todas las preparaciones se
resuspendieron en agua suficiente y se secaron por Aspersion (Browen
Engineering, Inc.) bajo las condiciones de temperatura de entrada a 100-
120°C y temperatura de salida de 70-90°C. Para corroborar la eficacia de las
formulaciones se realiz6 nuevamente un analisis de preferencia alimenticia,
se utilizé el método de dos alternativas (Bartlet et al. 1990), como se explica
en el punto 6b), para evaluar la preferencia de las formulaciones asperjables.
El biocensayo de dos alternativas se basé en 360 pares de comparaciones
distribuidas en 36 tratamientos. Los resultados fueron sometidos a un

analisis de varianza (ANOVA) (F calculada) y la prueba de comparacion de
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Tabla 4. Elaboraciéon de Formulados Asperjables de B. thuringiensis GM-10 para el control de

Hyphantria cunea.

Ingredientes (g)*

Complejo Fagoestimulante
Tratamiento Formulado espora-cristal Polvo de hoja Capsul® Gelatina Aditivo
de B.t GM-10 de cenizo

1 Bt GG 30 12 237 15 6g GG
2 Bt GX 30 12 237 15 6g GX
3 Bt GC 30 12 237 15 6g GC
4 Bt S/A 30 12 237 15 0
5 sBt GG 0 12 267 15 6g GG
6 sBt GX 0 12 267 15 6g GX
7 sBt GC 0 12 267 15 6g GC
8 sBt S/A 0 12 267 15 0

* Mezclados con agua destilada en cantidad suficiente. Aditivos: GG Goma de Guar, GX Goma Xantana, GC Goma Core®, S/A sin
aditivo, Capsul®: almidén modificado, Bt: con Bt. sBt: sin Bt.
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medias de Tukey HSD con una P<0.05, donde se compar6é la media del
numero de larvas atraidas sobre cada pila del soporte con su error estandar
utilizando el programa SPSS Statistics 17.0 by SPSS Inc. (Rosas Garcia

2002).

8. Evaluacion de la Actividad Insecticida de los

Formulados Asperjables

Se efectuaron bioensayos de la formulaciones asperjables para lo cual se
calcul6 la cantidad del formulado seco a reconstituir en agua estéril, (ng de
proteina activa de Bt/cm2) para incorporarse a la dieta artificial para H.
cunea (Lambert et al., 1995). La mortalidad fue analizada 5 dias después de
la exposicion para obtener los valores de CLso. Los formulados se
almacenaron a temperatura ambiente y a temperatura de refrigeracién
(4°C), para evaluar la vida de anaquel, se efectuaron bioensayos de
mortalidad cada 3 meses, durante 9 meses consecutivos. Los resultados
fueron analizados mediante probit Polo Plus ver. 1.0 (LeOra Software 2003)
y por analisis de varianza (ANOVA), asi como una prueba de Tukey HSD con
una P<0.05, donde se comparé6 la media de las LCso, con su error estandar

usando el programa SPSS Statistics 17.0 by SPSS Inc.
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9. Determinacion de Suspensibilidad de los Formulados

Los formulados asperjables se reconstituyeron en agua para obtener una
concentracion de principio activo al 1%, en un volumen de 100 ml,
incluyéndose como controles un formulado comercial, Dipel, y el extracto de
la cepa GM-10 obtenida por el método tradicional de Dulmage de Lactosa-
Acetona (L.-A), (Dulmage et al. 1970). Estos se colocaron en una probeta de
125 ml, se homogenizé adecuadamente con agitaciéon, dejandose en reposo
absoluto durante 0.0, 0.5, 1, 2, 3 y hasta 8 horas, al cabo de los cuales se
tomaron alicuotas de 5ml en wviales previamente tarados, estas se
mantuvieron en una estufa a 80°C para evaporar el agua, se peso el residuo
depositado, la medicion se realizé por duplicado para cada formulado y para
cada uno de los tiempos especificados, para obtener una curva de
suspensibilidad (Barbera 1976). El peso de las particulas suspendidas en la
muestra de evaluaron por un andlisis de varianza (ANOVA), asi como una
prueba de Tukey HSD con una P<0.05, donde se compar6 la media de las
particulas extraidas en la muestra y con su error estandar usando el

programa SPSS Statistics 17.0 by SPSS Inc.

10. Factibilidad de Aspersion a los Formulados

Los formulados se reconstituyeron en agua para obtener una
concentraciéon de principio activo al 10%, y la factibilidad de aspersion se

midi6 utilizando un aspersor SMI® de 50 ml de capacidad, el cual tiene una
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Figura 9. Determinacién de la Suspensibilidad de los Tratamientos; se midi6 en probetas de 125 ml. por un periodo de 8 h.
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boquilla de 0.5 um y trabaja a una presion de 5 Ib, los formulados se hicieron
pasar bajo estas condiciones y el resultado se expresé como factible o no

factible.

11. Prueba de Adherencia en Portaobjetos

Para la prueba de adherencia, se utilizaron 10 portaobjetos por formulado,
los cuales se llevaron a peso constante para luego humedecerlos y colocar por
extension en superficie, 20 mg del formulado a evaluar en cada portaobjeto.
Se evaluaron 12 tratamientos: Los 8 formulados desarrollados y como
controles se utilizo: 1) Agua, 2) Mezcla de polimeros mas un adherente
comercial (Bionex ®) y B. thuringiensis, 3) Mezcla de polimeros con Bionex ®
y sin B. thuringiensis, 4) Formulado comercial (Dipel). Los portaobjetos se
dejaron secar por 24h y posteriormente se lavaron utilizando 25ml de agua
bidestilada por portaobjeto, utilizando para ello una bureta de 100ml a un
flujo constante. Se secaron en una estufa a 40°C y posteriormente se
pesaron, para obtener el porciento de adherencia de cada formulado. Los
resultados fueron sometidos mediante analisis de varianza (ANOVA), asi
como una prueba de Tukey HSD con una P<0.05, donde se comparé la media
del peso adherido, con su error estandar usando el programa SPSS Statistics

17.0 by SPSS Inc.
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Figura 10. Prueba de adherencia en Portaobjetos, a).- Los tratamientos se extendieron en la superficie del portaobjetos, b).- se dejaron secar
por 24 h. ¢).- Se lavaron con un volumen constante de agua destilada, d).- Se tararon y pesaron.
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12. Evaluacion de los formulados a nivel de invernadero

a) Evaluacion de la Persistencia de las Formulaciones en
Invernadero. Se emplearon plantas de nogal pequenas de 1.5 m de
altura, de las variedades Western Schley y Wichita, los formulados
fueron aplicados por aspersion en el follaje, a una concentraciéon del
10%. En el bioensayo se incluyeron dos controles una formulacion
comercial (Dipel) y un control negativo (agua). La mitad de las plantas
se sometieron a un tratamiento de simulacién de lluvia y la otra mitad
se regaron sin aplicar agua en las hojas. Se tomaron 5 muestras de
hojas de cada planta y se recortaron trozos de 1lem?2 c/u de las hojas (2
trozos/hoja), a los 0, 3, 6 y 9 dias después de la aplicaciéon de los
formulados se colocaron dentro de placas Petri de 5 cm de diametro
con el fondo cubierto con papel filtro himedo y se expusieron a 5
larvas de H. cunea de 2 dias de edad por trozo. Se dejé que las larvas
se alimentaran de los trozos de hoja por 24 horas, posteriormente se
contaron las larvas muertas y las sobrevivientes se pasaron a dieta
artificial sin B. thuringiensis, para medir el % de mortalidad
nuevamente a los 5 dias. Con los resultados se realizé un andlisis de
varianza (ANOVA) asi como una prueba de Tukey HSD con una
P<0.05, donde se compar6é la media de la mortalidad, con su error

estandar usando el programa SPSS Statistics 17.0 by SPSS Inc.
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Figura 11. Persistencia de las formulaciones en Invernadero. a y b).-larvas de H. cunea
alimentandose de los trozos de hojas de Nogal asperjadas con las formulaciones. ¢).- larvas
de H. cunea alimentiandose después de la dieta Shorey.
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b) Eficacia de los formulados para controlar la plaga en
nidos de telarana ya formados. Se emplearon plantas de nogal
pequenias de 1.5 m de altura, de las variedades Western Schley y
Wichita, las cuales se infestaron con 50 larvas neonatas de H. cunea
por arbol, se dejaron pasar 7 dias para la formaciéon de nidos.
Posteriormente se evaluaron los 8 formulados, un formulado comercial
(Dipel) y como control agua. Las plantas se rociaron con los
formulados, mediante un aspersor, con una suspensiéon al 10 % de
ingrediente activo, 25 ml por arbol. Se determiné el nimero de larvas
al tiempo 0, 24 y 48 horas después de la aspersion para determinar el
% de sobrevivencia de las larvas sobre las plantas. Se realizé un
analisis de varianza (ANOVA) asi como una prueba de Tukey HSD
con una P<0.05 con los resultados, donde se comparé la media de la
sobrevivencia, con su error estandar usando el programa SPSS

Statistics 17.0 by SPSS Inc.
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Figura 12. Eficacia de los formulados para controlar la plaga en nidos de telarafia ya formados
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Implementacion de la cria masiva. La primera generacion
establecida, se inici6 del estadio larvario utilizando para ello 200 larvas, a
partir de las cuales se continué para lograr las siguientes generaciones y
establecer el ciclo biologico de H. cunea criada en el laboratorio bajo las
condiciones de 26- 28°C, 70-80 % de HR y un foto-periodo de 14:10, con ciclos
generacionales de 40.0+5.0 dias que corresponde al tiempo de desarrollo en
dias requeridos desde el estado de huevecillo hasta le periodo de
preovoposiciéon (Gomi et al. 2005). Takeda (2005), en estudios relacionados
con los ciclos de vida de H. cunea, reporta resultados similares; un periodo
larval corto de (35,7+3,7 dias) y una temperatura baja de 25°C. Los
huevecillos son pequenos de color verde brillante y se tornan grises antes de
eclosionar, duran 9.0+1.0 dias en este estadio. Las larvas, conforme se
desarrollan su coloracién varia de amarillo palido a verde, y a lo largo de su
cuerpo presenta de 10 a 12 pequenas verrugas coronadas por mechones de
pelos largos. La cabeza se va tornando de café a negra. La duracién media de
las larvas es de 22.5+2.5 dias, llegando a presentar hasta siete instar. Las
pupas vivas son de color café obscuro y presenta 12 apéndices, con un peso
promedio de 111.0+2.3 miligramos, el paso de pupa a adulto es de 8.0+1.0
dias. Los adultos o polillas son de color blanco tanto en las alas posteriores

como en las anteriores y permanecen 4.0+2.0 dias como adulto. Durante el
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2do. dia de ovoposicion las hembras producen en promedio la mayor cantidad
de huevecillos 1268+402.02 que va disminuyendo con los dias, observandose
en total un promedio de 1812.84503.15 huevecillos por hembra.
Temperaturas de 26-28°C en el presente trabajo, mostraron buenos
resultados en el establecimiento de la cria, concordando con lo reportado por
Gomi et al. 2005, que observa que el tiempo de desarrollo de las larvas
disminuye cuando la temperatura se incrementa. La dieta artificial de
Shorey, fue aceptada como alimento por las larvas de H. cunea, y se logrd
obtener una poblacién en cautiverio del insecto blanco con larvas sanas y
robustas, esto también sugiere que la dieta artificial puede ser mejor que
alimentarse de la planta hospedero, logrando hasta un séptimo instar (Gomy

et al. 2005; Takeda 2005).

Para obtener una mayor viabilidad de las masas de huevecillos al
recortarlos del papel encerado, los primeros dias se colocaron sobre cajas
Petri con papel filtro hiimedo, para posteriormente trasladarlos a una malla
perforada la cual se colocé en la parte superior de vasos de plastico
desechables de 7.5 cm de didmetro y 4 cm de profundidad (12 oz.)
conteniendo 1/3 partes de dieta artificial Shorey, una vez que estos

eclosionan, las larvas migran hacia la dieta para alimentarse (Figura 4.).

La dieta artificial fue reemplazada cada 15 dias, dependiendo del

estadio larvario, depositandose 5 larvas por vaso (12 oz.) hasta que las larvas
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puparon, estas se recolectaron y colocaron en copas con vermiculita para
conservar la humedad y de nuevo en cubetas de 4 litros de capacidad, hasta
obtener los adultos, y continuar con la siguiente generacién. Takeda (2005),
informa sobre larvas de H. cunea, cabeza negra que se alimentan
independientemente del fotoperiodo en el que se encuentren, a diferencia de
las larvas cabeza roja, que durante la obscuridad cesan de alimentarse. Las
estudiadas en el presente trabajo son cabeza negra, se alimentan durante
toda la noche, se desarrollaron bien logrando obtener el establecimiento de la
cria. Gomy et al. 2005, encuentra diferencias cuando las larvas se alimentan
con hojas del hospedero que cuando se alimentan con una dieta, estas
udltimas de desarrollan mejor, en peso y tamano (Takeda 2005; Gomy et al.
2005). La cria de insectos, junto con el seguimiento de los ciclos de vida de
las especies, no solamente permite estudiar los aspectos mas relevantes
sobre su biologia, sino que ademas facilitan los programas de manejo para el
control de plagas en aquellas especies que son de importancia tanto agricola

como forestal.

Estimacion de la toxicidad. Una vez establecida la cria de H. cunea
y contando con 6 generaciones de larvas activas, se determiné la actividad
toxica de las cepas de B. thuringiensis seleccionadas. A cada una de las cepas
se le realizo el recuento de esporas en donde se obtuvieron valores que van
desde 106 hasta 109 En el analisis de proteinas de las cepas de B.

thuringiensis presentan §-endotoxinas en concentraciones que van desde
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0.010 hasta 0.150 ng de proteina por ul de Biomasa, (Tabla 5.) siendo las
cepas GM-2 y GM-43 (0.010 ng/ul) las de menor valor y la HD-1 la de mayor

contenido de proteina (150 ng/ul).

Tabla 5. Cuantificacion de Proteina Activa y Determinacion de la
cuenta de esporas de la Biomasa de las cepas de Bacillus thuringiensis

CEPA kDa Mol wt ng proteina / pl Medias de UFC/ml + DEP
HD-1 131,21 0.150 75.5 £ 21
GM-2 nda 0.010 102.5+ 7.8
GM-7 158,08 0.064 46.0 £ 5.7
GM-10 159,96 0.025 53+1.6
GM-13 165,47 0.055 9.9+2.9
GM-18 132,63 0.066 25.8+ 3.1
GM-33 111,37 0.064 21.1+7
GM-34 52,85 0.025 14.2+5.3
GM-43 nda 0.010 44,7+ 17
GM-58 110,65 0.067 8.9+5.9

abaja concentracién PUFC expresados 108 esporas/ml de Biomasa. n=3

El bioensayo preliminar para la evaluacion de cepas de B.
thuringiensis, nos muestra que a una dosis baja, (30 ng /cm2) siete de las
cepas presentaron mortalidades mayores del 60 %, para H. cunea, asi como
mortalidades de hasta 100% para la HD-1 y GM-10. El analisis estadistico

mostrd diferencias significativas en varias de las cepas probadas. Las cepas
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GM-13, GM-33 y GM-2 observaron valores mas bajos de 6, 8 y 19 % de

mortalidad respectivamente. Sin embargo el resto de las cepas demostraron

buena actividad contra el gusano telaranero, (F = 26.697, gl = 9, P< 0.01) por

lo que estas fueron seleccionadas para determinarles CLso, ClLoo y TLso

(Tabla 6.).

Tabla 6. Prueba preliminar de la mortalidad (+ DE) de las cepas probadas de

Bacillus thuringiensis contra larvas neonatas de Hyphantria cunea Drury.

No. de Larvas muertas + DE

No. de Larvas muertas + DE

CEPAY 300 nga /cm?2 30 ng 2 /cm? % de M
HD-1 24.00 +£0.00 a 24.00 £ 0.00 a 100
GM-2 6.67+4.62b 4.67+23b 19
GM-7 24.00 + 0.00 a 20.67+4.16 a 86
GM-10 24.00 + 0.00 a 24.00 £0.00 a 100
GM-13 2.00+0.00Db 1.33+1.15b 6

GM-18 24.00 + 0.00 a 19.33 +8.08 a 81

GM-33 3.33£2.3b 2.00+1.00 b 8

GM-34 24.00£0.00 a 21.33+231a 89

GM-43 24.00 + 0.00 a 22.67+231a 94

GM-58 24.00£0.00 a 22.00£0.00 a 92

control 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0

N= 1440 larvas, n=72, 2 = nanogramos de proteina de Bt/cm? de dieta, * = mortalidad

expresada en la dosis de 30 ng de proteina de Bt/ cm?2. Valores seguidos por la misma letra

no son diferentes significativamente, P=0,05
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En la cuantificacién de Biomasa no existe relacion de la toxicidad con
el contenido de esporas ya que la cepa GM-2 presenté un alto contenido de
esporas (102.5 UFC x 107 / ml), mientras que la mortalidad solo lleg6 al 19%,
sin embargo la cepa GM-10 tiene uno de los valores mas bajos en el
contenido de esporas (5.3 UFC x 107 / ml), y es la que requiere menor

concentracion para matar el 50% de la poblacién del insecto de prueba.

Yaman et al. (2002) reportaron actividad de B. thuringiensis contra H.
cunea, asi como tres bacterias mas, y le atribuye la actividad insecticida a B.
thuringiensis, mediante bioensayo. Se probaron serovariedades de BT, de la
Coleccion Internacional de Cepas de BT de la Facultad de Ciencias
Biolégicas, UANL, y la mayoria presentdé actividad contra este insecto.
Estudios relacionados con la afinidad de las toxinas a los insectos sugieren
que los receptores en las microvellosidades apicales del epitelio del intestino
medio son un factor clave en la determinacion de la especificidad (Van Rie et
al. 1990). Por lo, anterior H. cunea presenta esa afinidad, o bien la
susceptibilidad para los cristales de B. thuringiensis, por la eficiente
solubilizacion de los mismos en el intestino de las larvas (Hofte y Whiteley

1998).

En el bioensayo para determinar la Concentracién letal media
sobresalen tres cepas la GM-10, GM-18 y la HD-1 con CLso de 0.007 ng/cm?2

(Pendiente = 1.39, X2 = 1.073 y gl = 4), 0.030 ng/cm?2 (Pendiente = 0.85, X2 =
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0.709 y gl = 4) y 0.010 ng/cm? (Pendiente = 1.62, X2 = 1.20 y gl = 4)
respectivamente. La relacion de efectividad se mantuvo para la CLgo, la cepa
GM10 con 0.058 ng/cm2, HD-1 con 0.60 ng/cm?2, en el caso particular de la
GM 18 se observo un incremento mayor de la dosis necesaria a 0.937 ng/cm?2

(Tabla 7.).

El resto de las cepas presentaron CLso y CLgo relativamente altos por
lo que no se consideran adecuadas para el control biolégico de H. cunea. Sin
embargo al observar los datos de TLso destaca la GM-10 con 80.83 horas
(Pendiente = 1.97, X2 = 0.39 y gl = 2), (3.3 dias) mientras que la cepa HD-1
mostré una TLso de 125 horas (Pendiente = 2.57, X2 = 1.1 y gl = 3), (5.2 dias).
Por otro lado los resultados de TL5so no fueron buenos para la GM-18 ya que

presenta una TLso de hasta casi 5 dias (Tabla 8.).

La susceptibilidad de BT contra H. cunea mostré resultados
prometedores para usarse en el control de esta plaga (Tabla 6.), siete de las
cepas probadas presentaron mortalidades arriba del 60%, sin embargo la
GM-58 fue significativamente menos toxica (CLso de 2.407 ng/cm?), y la
mitad del resto mostraron CLso desde 0.007 a 0.030 ng/cm? (Tabla 7.). Al
comparar las CLgo se descartan algunas, pues se requiere de dosis mayores
para eliminar el 90% de la poblacion, destacando tanto en la CLso como en el
TLso la cepa de B. thuringiensis GM-10 con una CLso de 0.007 ng /cm2y un

TL50 de 80.82 h.
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Tabla 7. Susceptibilidad de Hyphantria cunea a la toxina activa de cepas de B. thuringiensis.

Susceptibilidad (95% LC)*

Pendiente + DE X2 (gl) Xz /gl
CEPA CL 50 CL 90
HD-1 1.62+0.48 0.010 (0.004-0.016) 0.060 (0.032-0.435) 1.20 (4) 0.300
GM-7 0.42+0.15 0.113 (0.001-0.604) 118.67 (9.83-216x105) 0.832 (4) 0.208
GM-10 1.39+0.46 0.007 (0.001-0.013) 0.058 (0.029-0.739) 1.073 (4) 0.268
GM-18 0.85+0.28 0.030 (0.011-0.090) 0.937 (0.206-633.7) 0.709 (4) 0.177
GM-34 0.98+0.24 0.099 (0.038-0.261) 2.006 (0.592-47.25) 0.526 (3) 0.175
GM-43 1.41+0.34 0.086 (0.047-0,215) 0.686 (0.256-8.24) 1.588 (3) 0.529
GM-58 1.08+0.24 2.407 (0.482-7.905) 36.67 (10.23-3776) 4.04 (4) 1.010

* Expresadas en nanogramos de proteina activa de Bt/cm? de dieta artificial, LC= limites de confianza. (gl), grados de libertad.

(X2 /gl), heterogeneidad.
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Tabla 8. Tiempo Letal medio de Hyphantria cunea a la toxina activa de
cepas de B. thuringiensis.

Tiempo Letal Medio (95% LC)* Xz (g (X2 /g])
Pendiente + DE

CEPA TL 50
HD-1 2.57+0.36 125.04 (107.15-158.40) 1.10 (3) 0.366
GM-7 3.72+0.41 92.31 (83.48-103.39) 1.63 (2) 0.814
GM-10 1.97+0.28 80.83 (68.43-98.92) 0.39 (2) 0.196
GM-18 2.22+0.31 118.20 (82.17-330.31) 2.13 (2) 1.065
GM-34 2.69+0.31 83.83 (67.90-111.61) 4.03 (3) 1.345
GM-43 1.944+0.31 105.64 (86.54-144.58) 0.31 (2) 0.157
GM-58 2.42+0.30 91.89 (79.56-109.97) 0.96 (2) 0.480

* Expresadas en Horas, LC, limites de confianza. (gl), grados de libertad. (X2 /gl), heterogeneidad.

La cepa HD-1, B. thuringiensis var. kurstaki que es utilizada
comercialmente, no rebasa las expectativas ya que necesita un TLso de
125.04 h para matar el 50% de la poblacién. Por lo anterior la cepa GM-10 de

B. thuringiensis cumple con las expectativas para el control de esta plaga.

Por otro lado las cepas GM-34 y GM-43 también presentan CLso
similares ente ellas, pero al observar la CLgo ésta se dispara en la cepa GM-

34 hasta 2.006 ng/cm?2 (Pendiente = 0.98, X2 = 0.526 y gl = 3) (Tablas 7. y 8.).

79



Bioensayos de Preferencia Alimenticia. Se encuentra bien
establecido que la eficiencia de los entomopatdégenos que actian por
ingestion puede mejorarse mediante el uso de matrices que incluyan
estimulantes de la alimentacién que aumentan el consumo del patégeno,
resultando en mayor prevalencia de la enfermedad y mejoraron el control de
plagas (Fanar y Ridgway 1994). Por lo anterior se utilizé el método de dos
alternativas de Bartlet et al. (1990) para evaluar la preferencia alimentacion
de H. cunea, y posteriormente seleccionar un fagoestimulante 6ptimo para
formular con B. thuringiensis. A las larvas se les permitié elegir alimentarse
de cinco preparados con caracter fagoestimulante y uno de tipo comercial
(Coax®), ademas la Hoja de Nogal Fresca como estimulante positivo y la
mezcla de polimeros Capsul®-Gelatina, como control negativo. El bioensayo
de dos alternativas se basé en 336 pares de comparaciones distribuidas en 28
Tratamientos, y asi realizar el analisis ANOVA para observar caracteristicas
de fagoestimulante contra el nimero de larvas atraidas. Se observé una alta
diferencia significativa entre los Tratamientos utilizados (F= 19.396, gl= 7,
P< 0.001). Posteriormente mediante la prueba de comparaciéon multiple de
Tuckey verifica esta diferencia al agrupar varios niveles de significancia,
donde el polvo de hoja de Cenizo fue el fagoestimulante con mayor
aceptacion por las larvas de H. cunea, después de la hoja de Nogal Fresca,
observandose medias de 6.14 + 0.403 y 8.62 + 0.241 respectivamente (Tabla

9.).
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Por otra parte se realizé un segundo analisis para comprobar el efecto
de la presencia o ausencia de fagoestimulantes en los soportes contra el
numero de larvas atraidas, corroborandose nuevamente una alta diferencia

significativa entre ellos (F= 52.347, gl= 2, P< 0.001); y mediante la prueba de

Tabla 9.- Seleccién de los soportes Granulares con caracter de
fagoestimulante para Hyphantria cunea.

FAGOESTIMULANTE® Media del nimero de larvas + EE RP
HN 8.62 + (0.241a 1°
CENIZO 6.14 + 0.403> 2°
MORA 5.17 + 0.460bc 2°-3°
COAX® 4.64 + 0.425bcd 2°-3°-4°
CASCARA DE NUEZ 4.48 £ 0.396bcd 2°-3°-4°
NISPERO 4.17 £ 0.420d 3°-4°
NOGAL 3.57 + 0.358¢d 3%-4°
POLIMERO 3.05 + 0.4324 4°

n= 336, (numero total de larvas utilizadas en el experimento); los valores en una columna con la
misma letra indican diferencia estadistica entre los Tratamientos. Los Tratamientos que comparten
letras no tienen diferencia estadistica significativa. Prueba de Tukey HSD, P <0,05. HN= Hoja de
Nogal Fresca. RP= Rango de Preferencia.

Tuckey se obtuvieron tres niveles de significancia (Tabla 10.). Estos niveles
corresponden a las diferencias entre agregar un aditivo estimulante de la
alimentaciéon a los formulados (4.69 + 0.174) y sin este (3.05 = 0.432),
diferencia estimada en 1.64 larvas, comparada con el huésped Nogal fresco

(8.62 = 0.241) de 5.57 larvas. Esto comprueba el efecto que tienen los
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fagoestimulantes sobre los que carecen de ellos, justificando el uso de estos,
los cuales garantizan la ingestion del insecticida, y la efectividad de los

formulados.

Tabla 10.- Efecto de la presencia o ausencia de fagoestimulantes
en los soportes de formulaciéon granulares para
Hyphantria cunea.

Media del nimero de larvas + EE

HOJA DE NOGAL~»! 8.62 £ 0.241a
FAGOESTIMULANTES»2 4.69 + 0.174b
POLIMERO®! 3.05 + 0.432¢

nl= 42, n2= 252 (numero total de larvas usado en el experimento); los valores en una
columna con la misma letra indican diferencia estadistica entre los Tratamientos. Los
Tratamientos que comparten letras no tienen diferencia estadistica significativa.
Prueba de Tukey HSD, p <0,05.

Para comprobar que los controles positivo y negativo funcionan como
tales se realizé la prueba de ANOVA con los controles evaluados aqui, y
efectivamente la diferencia significativa entre estos es alta, (F= 126.721, gl=
1, P<0.001); y la prueba de Tuckey nos da dos niveles de significancia (Tabla

11.), una diferencia de 5.57 larvas.

Los insecticidas podrian afectar el comportamiento de alimentacién de los

insectos, evitando la ingestion de dosis letales, sin embargo, el uso de
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agentes entomopatégenos, combinados en una matriz de alimentaciéon
adecuada basada en polimeros biodegradables mejora esta condicion,
(Morales-Ramos et al. 1998, 2000), ademas el uso acertado de cebos depende
de un conocimiento profundo de fagoestimulantes acertados para un
determinado insecto blanco. Los estimulantes de alimentaciéon inducen a las
larvas a ingerir el follaje contaminado con los bioinsecticidas, esto resulta en
mayor prevalencia de infecciéon y control de plagas (Luna-Santillana et al.

2011).

Tabla 11.- Efecto de los controles en los soportes de formulacién
granulares para Hyphantria cunea.

Media del nimero de larvas + EEn

CONTROL POSITIVO 8.62 +0.241»
CONTROL NEGATIVO 3.05 +0.432b

n= 84, (numero total de larvas utilizadas en el experimento; los valores en una
columna con la misma letra indican diferencia estadistica entre los Tratamientos. Los
Tratamientos que comparten letras no tienen diferencia estadistica significativa.
Prueba de Tukey HSD, p <0,05.

El Capsul® que es almidéon de maiz modificado, es especial para la
encapsulacion de sabores o para procesos de aspersiéon en la industria
alimenticia, como saborizantes de especias, aceites, sazonadores y

edulcorantes, acidulantes, lipidos, enzimas, microorganismos, antioxidantes,
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aceites esenciales, aminoacidos, vitaminas y minerales, etc. (Yanez-
Fernandez et al. 2005), caracteristicas que favorecen la encapsulacion del
complejo espora-cristal, resultando en un polvo de facil dispersiéon en agua.
(Rosas-Garcia 2006) La gelatina bovina, es un aditivo con excelentes
propiedades adherentes y bajo costo (Morales-Ramos 2000), de tal manera
que el proceso de formulaciéon es efectivo y facil de producir. Estos
compuestos junto con el Coax® han sido comparados con el comportamiento
alimenticio que causan a varias especies de lepiddopteros, provocando una
alta respuesta, y favorable para el desarrollo de formulaciones (Fanar y

Ridgway 1994).

El Almidén de maiz modificado, la pectina, quitina, alginato, lignina y
harina de maiz se han promocionado como buenos portadores del ingrediente
activo, ofreciendo proteccién, adherencia y palatabilidad (Dunkle y Shasha
1988; Bartelt et al. 1990; McGuire et al. 1996; Morales-Ramos et al. 1998,
2000; Behle et al. 2003). Otros estudios informaron el uso de estimulantes de
la alimentacién en formulas disefiadas para controlar plagas de lepidopteros.
Estas investigaciones demostraron que la adicion de estimulantes de
alimentaciéon aument6 la ingestion de una dosis toxica de un ingrediente

bioactivo, que conduce a la mayor eficacia de tales productos.
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Formulaciones Asperjables de Bacillus thuringiensis. La
efectividad que presenta la formulacion insecticida de BT depende en gran
medida de la cepa seleccionada y de los materiales inertes y aditivos con los
que fue formulado, estos pueden incrementar la alimentacion por parte del
insecto blanco (Rosas-Garcia 2006). Una vez seleccionado el fagoestimulante
apropiado se elaboraron formulaciones al 4% y se probaron varios aditivos
para mejorar las caracteristicas de adherencia de los formulados, para esto
se incorpord la cepa de BT (GM-10) al 10% el aditivo adherente a probar al
2%, y utilizando como soporte de formulacién, polimeros naturales (Capsul®

Gelatina), (Tabla 4.) cuatro Tratamientos con Bt y cuatro sin él.

Durante el secado por aspersiéon ocurren diferentes etapas para la
deshidratacion de las gotas dentro del Aspersor, a la salida del atomizador
rotatorio donde la muestra se alimenta, produce una nube dentro, con un
pequeno intervalo de tamano de gota para ser secadas por alta temperatura
con aire caliente, los materiales termosensibles se ven favorecidos ya que
estos son protegidos de las altas temperaturas por enfriamiento evaporativo
(Martinez 2009), para comprobar esto se realizé una cuenta de esporas de los
formulados elaborados con BT y corroborar su viabilidad después del proceso
de secado por aspersion, los formulados al 10% no mostraron cambios

durante este sistema de secado (Tabla 12.).
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Posteriormente se procedié a la realizacién de bioensayos de preferencia
alimenticia de los distintos Tratamientos para corroborar la seleccion del
insecto hacia estos formulados. En el bioensayo se incluyeron 9
Tratamientos, 8 corresponden a los formulados para evaluar los aditivos
adherentes y el control que incluye la Hoja de Nogal fresca. Los resultados
obtenidos, sometidos al analisis de varianza presentan altas diferencias
significativas entre ellos (F= 9.214, gl= 8, P<0.001); y la prueba de Tuckey
nos da dos niveles de significancia (Tabla 13). La comparacién de medias
mostré que las formulaciones que corresponden a los Tratamientos 8, 1y 3,
en este orden, son las mas aceptadas por las larvas con 4.78 + 0.470, 4.70 +

0.474 y 4.68 + 0.487 respectivamente.

Tabla 12. Determinacion de la Cuenta de Esporas de los Formulados
Asperjables de Bacillus thuringiensis.

TRATAMIENTOS? FORMULADO Medias de UFC/ml + DEa
1 Bt GG 12.2+5.5
2 Bt GX 13.8+ 7.0
3 Bt GC 12.3+ 4.7
4 Bt S/A 11.6+4.4

a=UFC expresados 10%/ml de Biomasa. n=3

Para analizar la presencia de B. thuringiensis en los Formulados

Asperjables se realizé un analisis comparativo de varianza (Tabla 14.) donde
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Tabla 13.- Evaluacion de los Formulados Asperjables sobre la preferencia alimenticia de
Hyphantria cunea.

TRATAMIENTOS= FORMULADOS Media del nimero de larvas + EEn» RP
CONTROL HN 7.63 +0.4972 1°

8 sBt S/A 4.78 £ 0.470b 2°

1 Bt GG 4.70 £ 0.474b 2°

3 Bt GC 4.68 £ 0.487> 2°

5 sBt GG 3.93 + 0.484) 2°

2 Bt GX 3.70 £ 0.481b 2°

4 Bt S/A 3.48 + 0.442b 2°

7 sBt GC 3.15+ 0.363b 2°

6 sBt GX 2.85 £ 0.503b 2°

n= 360, (nimero total de larvas utilizadas en el experimento) a= Refiérase a la Tabla 3. para la composicién del Formulado. RP= Rango de
Preferencia. Los valores en una columna con la misma letra indican diferencia estadistica entre los Tratamientos. Los Tratamientos que
comparten letras no tienen diferencia estadistica significativa. Prueba de Tukey HSD, P <0,01.



Tabla 14.- Efecto de la presencia o ausencia de B. thuringiensis
en las Formulaciones Asperjables sobre la preferencia
alimenticia de Hyphantria cunea.

Media del nimero de larvas + EE

CON Btn! 4.14 +0.243

SIN Btn2 4.47+0.236

(Numero total de larvas utilizadas en el experimento); n1= 160, Tratamientos 1, 2, 3 y
4. n2= 200, Tratamientos 5, 6, 7y 8. Prueba de Tukey HSD, p <0,05.

muestra que no hay diferencia significativa con la presencia de BT en los
formulados (F= 0.917, gl= 1, P= 0.339). Los resultados de los Tratamientos
muestran que H. cunea consume el formulado tanto con BT como sin este, el
encapsulado no permite distinguir el sabor de BT, lo que facilita la ingestién

del ingrediente activo.

Por otra parte se analizd la presencia de aditivos y sin ellos en los
Formulados Asperjables (Tabla 15.), mediante analisis comparativo de
varianza se encontré que no presenta diferencia significativa de las larvas
atraias hacia cualquiera de los formulados con o sin aditivo. Nuevamente,
H. cunea consume el formulado tanto con aditivo como sin él, el sistema
microencapsulado, facilita la ingestiéon del formulado por parte del insecto

(F=0.536, gl= 1, P=0.465).
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Se realizé también una comparacién entre los formulados con los
aditivos sin BT para medir la aceptacion de un aditivo en particular, por las
larvas de H. cunea, y el nimero de larvas atraidas, muestra la preferencia de
estas hacia el aditivo Goma de Guar, (Tratamiento 5) con 4.31 + 0.338
larvas, (F= 2.393, gl= 2, P= 0.094), aunque sin diferencia significativa, y
corroborado por la prueba de Tuckey, donde solo arroja un nivel de

significancia (Tabla 16.).

Tabla 15.- Efecto de la presencia o ausencia de aditivos en las
Formulaciones Asperjables atractivos para Hyphantria cunea.

Media del nimero de larvas + EE

SIN ADITIVO»1 4.13 +0.359

CON ADITIVO»2 3.83+ 0.196

(Ntumero total de larvas usado en el experimento). nl= 80, Tratamientos 4. n2=240,
Tratamientos 1, 2 y 3. Prueba de Tukey HSD, p <0,05.

Tabla 16.- Efecto de la presencia de las gomas como aditivos en
los Formulados Asperjables sobre la preferencia alimenticia de
Hyphantria cunea.

ADHERENTE= Media del nimero de larvas £ EEn
GG 4.31 +0.3382
GC 3.91 +£ 0.3462
GX 3.28 £ 0.3302

(numero total de larvas utilizadas en el experimento) n= 240, Tratamientos 5, 6 y 7.
a= Refiérase a la Tabla 3. para la composicion del Formulado. Los valores en una
columna con la misma letra indican diferencia estadistica entre los Tratamientos. Los
Tratamientos que comparten letras no tienen diferencia estadistica significativa.
Prueba de Tukey HSD, P <0,05.
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La palatabilidad puede ser un factor importante cuando se utilizan
biopolimeros para encapsular entomopatégenos que deben ser ingeridos por
el insecto para ser efectivos (Morales-Ramos et al. 1998), sin embargo los
Tratamientos muestran que H. cunea consume el formulado tanto con BT
como sin él (Tabla 14), con aditivo y sin él (Tabla 15), y tiene preferencia por
el aditivo Goma de Guar sin BT (Tabla 16), sin diferencia significativa, y
corroborado como el encapsulado no permite distinguir el sabor del

entomopatogeno.

Evaluacion de la Actividad Insecticida de los Formulados
Asperjables. Se determin6é la actividad insecticida a los diferentes
formulados desarrollados con la presencia de los aditivos evaluados. En la
Tabla 17 se muestra la dosis letal media (CLso) causada por las
Formulaciones Asperjables de B. thuringiensis mediante analisis Probit,
donde se observa que la actividad insecticida se mantiene en valores por
debajo de 0.05 ng de Bt/cm?2 esto debido al ajuste de las dosis, sin embargo el
Tratamiento 4 (Bt S/A) presenta un valor mas bajo que los demas (0.016 ng
de Bt/cm?2) (Pendiente = 1.38, X2 = 7.57, gl = 6). Este Tratamiento no tiene
aditivo, por lo que probablemente se incremente la presencia del ingrediente
activo en la dosis empleada durante el bioensayo. Por otro lado los
Tratamientos 1, 2 y 3 (Bt GG, BtGX y Bt GC) presentan CLso similares ente

ellas (Tabla 17)
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Tabla 17. Actividad Insecticida de las Formulaciones Asperjables de B. thuringiensis contra

Hyphantria cunea.

Susceptibilidad (95% LC)*

TRATAMIENTOS= FORMULADO2 Pendiente + DE X2 (gl (X2 /g])
CL 50
1 Bt GG 1.33+0.26 0.047 (0.021-0.126) 5.47 (5) 1.09
2 Bt GX 1.57+0.27 0.041 (0.026-0.070) 4.33 (6) 0.722
3 Bt GC 1.98+0.33 0.044 (0.026-0.092) 6.86 (6) 1.144
4 Bt S/A 1.38+0.32 0.016 (0.006-0.035) 7.57 (6) 1.26

* Expresadas en nanogramos de proteina activa de Bt/cm2 de dieta artificial, LC, limites de confianza. (gl), grados de libertad. (X2 /gl),
heterogeneidad. a= Refiérase a la Tabla 3., para la composicion del Formulado. Tratamientos 1, 2, 3y 4.
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Evaluacion de la Vida de Anaquel de las Formulaciones. Se

monitored la estabilidad de los formulados para determinar vida de anaquel

después de 6 meses de almacén, se efectuaron bioensayos cada 3 meses

durante 9 meses consecutivos, donde se encontrd variaciéon de la mortalidad,

principalmente un incremento en las dosis de mortalidad con respecto a la

original (Tabla 18.), solo el formulado con Goma Xantana Tratamiento 2,

conservo una dosis muy similar a la original (de 0.041 a 0.047 ng de Bt/cm?2)

aun asi el analisis ANOVA de las formulaciones no presentan diferencias

significativas (F= 1.898, gl= 3, P= 0.151), mostrando con ello la estabilidad

del formulado.

Tabla 18. Efecto de las condiciones de almacenamiento sobre la Dosis
Letal media de Formulaciones Asperjables de B. thuringiensis
contra Hyphantria cunea.

Media de CLso+ DE

TRATAMIENTOS= FORMULADO=
1 Bt GG
2 Bt GX
3 Bt GC
4 Bt S/A

0.071+0.025a

0.047+0.014a

0.039+0.041a

0.060+0.032a

n= 34, (numero total de resultados de CL5so usados en el andlisis). a= Refiérase a la Tabla 3., para la
composicién del Formulado. Los Tratamientos que comparten letras no tienen diferencia estadistica

Al analizar la toxicidad de los formulados almacenados a temperatura

ambiente, se conserva su actividad, y al corroborarlo con la prueba de Tukey

que muestra que no existe diferencias significativas entre ellos, (F= 0.628,
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gl= 3, P=0.606) (Tabla 19.). El Tratamiento 2, (Goma Xantana) nuevamente

conservo una dosis muy similar a la original.

Tabla 19. Efecto del almacenamiento a Temperatura Ambiente sobre la
Dosis Letal media de Formulaciones Asperjables de B. thuringiensis
contra Hyphantria cunea.

TRATAMIENTOS= FORMULADO= Media de CLso+ DE
1 Bt GG 0.065+0.024a
2 Bt GX 0.043+0.006a
3 Bt GC 0.048+0.050a
4 Bt S/IA 0.039+0.025a

n= 22, (nimero total de resultados de CL50 usados en el andlisis). a= Refiérase a la Tabla 3., para la
composicién del Formulado. Los Tratamientos que comparten letras no tienen diferencia estadistica
significativa. Prueba de Tukey HSD, P <0,05.

Por otro lado, el efecto de la temperatura de refrigeracién para
almacenaje, si afecta a los distintos Tratamientos, presentando diferencias
significativas entre ellos (F= 8.024, gl= 3, P< 0.001), sin embargo se presenta
de un incremento de la dosis letal media en el Tratamiento 4 (Bt S/A) (0.082
ng de Bt/cm?2) (Tabla 20.) y al analizar la prueba de Tuckey, se obtienen dos
grupos de significancia.

Se efectué también un analisis ANOVA para determinar si existen
diferencias en las CLso de los formulados almacenados a temperatura
ambiente y temperatura de refrigeraciéon, y no se observan diferencias

significativas mediante analisis (F= 0.425, gl= 1, P=0.519), (Tabla 21.).
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Tabla 20. Efecto del almacenamiento a Temperatura de Refrigeracion
sobre la Dosis Letal media de Formulaciones Asperjables de B.
thuringiensis contra Hyphantria cunea.

TRATAMIENTOS FORMULADO= Media de LCs0+ DE
1 Bt GG 0.090+0.025b
2 Bt GX 0.056+0.022ab
3 Bt GC 0.025+0.007a
4 Bt S/A 0.082+0.022b

n=12, (nimero total de resultados de LCso usados en el andlisis). a= Refiérase a la Tabla 3., para la
composicién del Formulado. Los Tratamientos que comparten letras no tienen diferencia estadistica
significativa. Prueba de Tukey HSD, P <0,05.

Tabla 21. Efecto de la Temperatura de almacenamiento
sobre la Dosis Letal media de Formulaciones Asperjables de
B. thuringiensis contra Hyphantria cunea.

TEMPERATURA Media de CLs0=DE
AMBIENTEN! 0.050+0.032
REFRIGERACIONN2 0.058+0.032

nl=22 n2=12, (numero total de resultados de CLso usados en el analisis).
Prueba de Tukey HSD, P <0,05.

La estabilidad de los formulados elaborados con almidén modificado se
hace evidente, ya que las formulaciones a base de B. thuringiensis
encapsuladas en almidén, tienen una actividad residual mayor, ain en

temporada de lluvias, la persistencia de B. thuringiensis en campo depende
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en gran medida del tipo de formulacién, es decir, de los soportes o aditivos

utilizados para tal fin (McGuire et al. 1994).

Determinacion de Suspensibilidad de los Formulados
Asperjables. Para favorecer la suspensibilidad de los polvos humectables, se
utilizan agentes de suspensiéon o dispersantes, estos actian normalmente
elevando ligeramente la viscosidad del agua que sirve de vehiculo,
retardando asi la caida de las particulas al fondo del recipiente, estas pueden
ser gomas, caseinatos, albuminas, carragenanos, almidén, celulosa,
sulfonatos de lignina, naftaleno, o bien substancias sintéticas (Morales-
Ramos 1996). El objetivo de esta prueba fue determinar el tiempo que duran
en suspension los formulados asperjables al ser disueltos en agua y calcular
la cantidad de ingrediente activo suspendido en un medio acuoso después de
un tiempo establecido de reposo en una probeta de altura especifica, el
resultado se expresa como porcentaje de ingrediente activo en suspension, se
establecieron tiempos desde 0 h hasta 8 h, los resultados se graficaron y los
Formulados elaborados presentan arriba del 90% de suspensibilidad, el
formulado comercial Dipel ligeramente por debajo de ellos. También se
incluyé en el analisis a la cepa GM-10 la cual no esta formulada y se utilizo
como método de recuperaciéon del complejo espora-cristal, el método de
Dulmage et al. 1970, que consiste en una coprecipitaciéon con Lactosa
Acetona (L.-A), para compararlo con los Formulados Asperjables; este

formulado precipita hasta el 42% del contenido de la probeta (Figura 13.). El
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peso de las particulas suspendidas en la muestra se someti6é a un analisis de
varianza (ANOVA), asi como una prueba de Tukey y se comparé la media de
las particulas extraidas. En el analisis estadistico presenta que el formulado
comercial Dipel y el formulado con Lactosa Acetona son los que precipitan
mas rapidamente, (Tabla 22.) con el mayor peso de particulas en el fondo,
solo se encontro diferencia significativa con el formulado obtenido (Li-A) con

respecto a los demas formulados (F= 32.224, gl= 10, P< 0.001).

Tabla 22. Suspensibilidad, Media de las particulas reconstituidas (gr/ml)
de los Formulados evaluados.

TRATAMIENTOS= FORMULADO= MEDIA + DE

1 Bt GG 0,0113 + 0.0031a

2 Bt GX 0.0108 + 0.0016a

3 Bt GC 0.0102 + 0.0015a

4 Bt S/A 0.0098 + 0.0011a

5 sBt GG 0.0098 + 0.0018a

6 sBt GX 0.0106 + 0.0025a

7 sBt GC 0.0097 + 0.0011a

8 sBt S/A 0.0100 + 0.0025a

Formulado Comercial DIPEL 0.0126 + 0.0061a
Lactosa Acetona L-A* 0.3891 + 0.189b
Control AGUA 0.000 + 0.000a

n=88, (ntmero total de muestras usadas en el experimento). a= Refiérase a la Tabla 3., para la
composicion del Formulado. * Extracto de GM-10 procesado con Lactosa Acetona. Los Tratamientos
que comparten letras no tienen diferencia estadistica significativa. Prueba de Tukey HSD, P <0,05.
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Figura 13. Suspensibilidad de los Formulados elaborados con B. thuringiensis y el procesado con Lactosa Acetona (L.-A) en porciento de las
particulas suspendidas en la probeta contra tiempo.
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Se realiz6é un andlisis para comparar los formulados elaborados con el
polimero (Capsul®-Gelatina), 8 Tratamientos, y observar si entre ellos
presentaban diferencias significativas (F= 0.625, gl= 7, P=0.733), no hay
deferencias, y la media de las particulas suspendidas con la prueba de Tukey

da un solo nivel de significancia (Tabla 23.).

Tabla 23. Media de las particulas suspendidas (gr / ml) de los Formulados
Asperjables en presencia o ausencia de B. thuringiensis.

TRATAMIENTOS= FORMULADO= MEDIA + DE
1 Bt GG 0.0113 £ 0.0031a
2 Bt GX 0.0108 + 0.0016a
3 Bt GC 0.0102 + 0.0015a
4 Bt S/A 0.0098 £ 0.0011a
5 sBt GG 0.0098 + 0.0018a
6 sBt GX 0.0106 + 0.0025a
7 sBt GC 0.0097 £ 0.0011a
8 sBt S/A 0.0100 + 0.0025a

n=64, (namero total de muestras usadas en el experimento). a= Refiérase a la Tabla 3., para la
composicién del Formulado. Los Tratamientos que comparten letras no tienen diferencia estadistica
significativa. Prueba de Tukey HSD, P <0,05.

Para hacer una comparacion de los Tratamientos con respecto al
extracto recuperado con lactosa acetona (L-A) de la cepa GM-10, y

determinar si la presencia de BT en los formulados influye en la floculacién
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de las particulas, se efectud el andlisis y este mostro una alta diferencia

significativa, (F= 32.072, gl= 4, P<0.001), la prueba de Tukey muestra dos

niveles de significancia (Taba 24.), observando que los Tratamientos con el

polimero (Capsul®—-Gelatina), favorece la suspensiblidad, no asi para L-A.

Sin embargo en los Tratamientos formulados con BT comparados con el

producto comercial Dipel, se obtuvo que no hay diferencia significativa

aunque este se muestra ligeramente debajo de los Tratamientos con

polimero (Capsul®-Gelatina), (Figura 14.) y el analisis estadistico presenta

un solo nivel de significancia en la prueba de Tukey (F= 0.913, gl= 4,

P=0.467) (Tabla 25.).

Tabla 24. Comparaciéon de la Media de las particulas suspendidas

(gr / ml) de los Formulados Asperjables con B. thuringiensis y Formulado

con Lactosa Acetona.

TRATAMIENTOS: FORMULADO= MEDIA + DE
1 Bt GG 0.0113 + 0.0031a
2 Bt GX 0.0108 + 0.0016a
3 Bt GC 0.0102 + 0.0015a
4 Bt S/A 0.0098 + 0.0011a
Lactosa Acetona L-A* 0.3891 + 0.189b

n=40, (namero total de muestras usadas en el experimento). a= Refiérase a la Tabla 3., para la
composicion del Formulado. * Extracto de GM-10 procesado con Lactosa  Acetona. Los
Tratamientos que comparten letras no tienen diferencia estadistica significativa. Prueba de Tukey

HSD. P <0.05.
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Tabla 25. Comparaciéon de la Media de las particulas suspendidas (gr / ml)
de los Formulados Asperjables con B. thuringiensis y Formulado Dipel.

TRATAMIENTOS: FORMULADO= MEDIA + DE
1 Bt GG 0.0113 + 0.0031a
2 Bt GX 0.0108 + 0.0016a
3 Bt GC 0.0102 + 0.0015a
4 Bt S/A 0.0098 + 0.0011a
Formulado Comercial DIPEL 0.0126 + 0.0061a

n=40, (numero total de muestras usadas en el experimento). a= Refiérase a la Tabla 3., para la
composicién del Formulado. Los Tratamientos que comparten letras no tienen diferencia estadistica
significativa. Prueba de Tukey HSD, P <0,05.

Se realiz6 un analisis de varianza del peso de las particulas
suspendidas de los Tratamientos sin BT y no presentan diferencia
significativa entre ellos (F= 0.292, gl= 3, P=0.831) y la prueba de Tukey da
un nivel de significancia (Tabla 26). La Figura 15. se distingue la trayectoria
que siguen los Tratamientos sin BT y presenta el mismo resultado que
aquellos que se formulan con BT, de modo que estas similitudes prueban
como entre los distintos Tratamientos la caracteristica en comun es la
mezcla de polimeros (Capsul®-Gelatina), y esta clase de formulados
presentados en forma de polvo capaz de ser mojado y mantenerse en
suspension en agua durante tiempos mas o menos razonables, cumple con el

criterio a conseguir la mejor eficiencia del producto una vez aplicado, de
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manera uniforme en el sitio donde va a actuar (Morales-Ramos 1996). El uso
de estos ingredientes asegura que las formulaciones insecticidas sean
efectivamente ingeridas por el insecto y debido a que provienen de fuentes
naturales, los peligros de contaminacién por su liberacién al ambiente son
minimos o nulos. De hecho, las hojas o cascaras o algunos otros residuos
derivados de la industria alimenticia, pueden ser ampliamente utilizados en
el desarrollo de estos productos, evitando de esta manera la acumulacion de

residuos en el ambiente (Rosas-Garcia y Luna-Santillana 2006).

Tabla 26. Comparacion de la Media de las particulas suspendidas (gr / ml)
de los Formulados Asperjables sin B. thuringiensis.

TRATAMIENTOS= FORMULADO? MEDIA + DE
5 sBt GG 0,0098 + 0,0018a
6 sBt GX 0,0106 + 0,0025a
7 sBt GC 0,0097 £ 0,0011a
8 sBt S/A 0,0100 + 0,0025a

n=32, (nimero total de muestras usadas en el experimento). a= Refiérase a la Tabla 3., para
la composicién del Formulado. Los Tratamientos que comparten letras no tienen
diferencia estadistica significativa. Prueba de Tukey HSD, P <0,05.
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Figura 14. Suspensibilidad de los Formulados elaborados con B. thuringiensis y Formulado Comercial Dipel, en porciento de las particulas

suspendidas en la probeta contra tiempo.
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en la probeta contra tiempo.
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Factibilidad de Aspersion de los Formulados. Para determinar si
los formulados atraviesan la boquilla de un aspersor se llevd a cabo una
prueba que consiste en hacer pasar los formulados reconstituidos en agua a
una concentraciéon de principio activo del 10%. La factibilidad de aspersion
se midi6 utilizando un aspersor SMI® de 50 ml de capacidad, el cual tiene
una boquilla de una apertura de 0.5 pm y trabaja a una presion de 5 1b, los
formulados se hicieron pasar bajo estas condiciones. Los resultados
mostraron la factibilidad para todos los Tratamientos, ya que pasaron a

través de la boquilla sin dificultad. (Figura 16.).

Figura 16. Factibilidad de Aspersiéon de los Formulados Asperjables de B. thuringiensis
utilizando un aspersor con boquilla de apertura 0.5 um y 5 1b de presion.

Determinacion de la Adherencia de los Formulados a
portaobjetos. El desarrollo de formulaciones de Bacillus thuringiensis

asperjables y con caracteristicas adherentes, que forme una pelicula con el
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plaguicida encapsulado sobre la superficie de la hoja y con una actividad
residual mayor, aiin en temporada de lluvias, puede ayudar mucho cuando
se trata de cultivos de campo. Se han utilizado diferentes tipos de almidoén de
maiz pregelatinizado y adyuvantes, logrando éxito para estas formulaciones,
ya que presenta ventajas sobre otros soportes. Esta pelicula puede durar de
1 a 21 dias en condiciones de invernadero dependiendo del tipo de almidén
pregelatinizado (McGuire et al. 1994; McGuire y Shasha 1990). Se evaluaron
las propiedades adherentes de los diferentes formulados en portaobjetos. Se
utilizé como control positivo el adherente comercial; Bionex® solo y mezclado
Con BT, en la prueba también se incluy6 el Dipel, los Tratamientos con los
diferentes adherentes Sin BT y Con BT y como control negativo agua. El
Tratamiento 2 (Bt GX), presento la mejor adherencia con el mayor peso de
particulas adheridas al portaobjetos, con un solo nivel de significativa con
respecto al resto de los Tratamientos incluyendo al adherente comercial
(0,00319 + 0,00202). Entre los diferentes Tratamientos existe una alta
diferencia significativa (F= 11.170, gl= 11, P<0.001) y la prueba de Tukey,
muestra tres niveles de significancia (Tabla 27.), donde nueve de los

formulados comparten el nivel.

Al comparar todos los formulados Sin BT se encontré que el formulado
comercial (Bionex®) y el formulado con goma Xantana Sin BT comparten

nivel de significancia, por lo que se puede concluir que la presencia de BT en
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Tabla 27. Determinacion de las propiedades Adherentes de los Formulados Asperjables y comerciales.

TRATAMIENTOS= FORMULADO? MEDIA* + DE Ranquin Adherencia
2 Bt GX 0,00319 + 0,00202 a 1°
Aditivo Comercial sin BT Bionex® 0,00132 + 0,00096 b 2°
6 sBt GX 0,00088 + 0,00101 bc 3°
3 Bt GC 0,00080 + 0,00037 bc 4°
Aditivo Comercial con BT Bionex® BT 0,00068 £+ 0,00109 be 5°
5 sBt GG 0,00048 + 0,00029 bc 6°
7 sBt GC 0,00045 + 0,00035 bc 7°
4 Bt S/A 0,00036 + 0,00013 bc 8°
Formulado Comercial DIPEL 0,00032 £ 0,00010 be 9°
8 sBt S/A 0,00031 + 0,00017 be 10°
1 Bt GG 0,00024 + 0,00014 be 11°
Control AGUA 0,00000 £ 0,00001 ¢ 12°

n= 120. (Numero total de muestras usadas en el experimento) a= Refiérase a la Tabla 3., para la composicién del
Formulado. * Media del peso adherido (g) a los portaobjetos. Bionex® = adherente comercial. Los valores en una columna
con la misma letra indican diferencia estadistica entre los Tratamientos. Los Tratamientos que comparten letras no tienen
diferencia estadistica significativa. Prueba de Tukey HSD, P <0,05.
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Tabla 28. Determinacion de las propiedades Adherentes de los Formulados
Asperjables sin B. thuringiensis, y el adherente comercial Bionex®.

TRATAMIENTOS= FORMULADO= MEDIA* + DE
Aditivo Comercial sin BT Bionex® 0,00132 + 0,00096 a
6 sBt GX 0,00088 + 0,00101 ab
5 sBt GG 0,00048 + 0,00029 b
7 sBt GC 0,00045 + 0,00035 b
8 sBt S/A 0,00031 + 0,00017 b

n= 50. (Numero total de muestras usadas en el experimento) a= Refiérase a la Tabla 3., para la
composicién del Formulado. * Media del peso adherido (g) a los portaobjetos. Bionex® = adherente
comercial. Los valores en una columna con la misma letra indican diferencia estadistica entre los
Tratamientos. Los Tratamientos que comparten letras no tienen diferencia estadistica significativa.
Prueba de Tukey HSD, P <0,05.

los formulados altera las caracteristicas de adherencia del mismo (F= 3.889,

gl= 4, P=0.009) mostrando dos niveles de significancia (Tabla 28.).

Cuando se compararon solamente los formulados con los diferentes
adherentes sin el adherente comercial, se encontr6 que no existe diferencia
significativa en los Tratamientos sin BT (F= 1.908, gl= 3, P=0.146) (Tabla
29.) y la prueba de Tukey presenta solo un nivel de significancia, esto
comprueba que la presencia de un adherente en la formulacién es necesario
y por otro lado la presencia de BT afecta las caracteristicas de adherencia en
los formulados, aun asi la goma Xantana (sBt GX) muestra mayor

adherencia.
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Tabla 29. Determinaciéon de las propiedades Adherentes de los Formulados
Asperjables sin B. thuringiensis.

TRATAMIENTOS= FORMULADO? MEDIA* + DE
6 sBt GX 0,00088 + 0,00101 a
5 sBt GG 0,00048 + 0,00029 a
7 sBt GC 0,00045 + 0,00035 a
8 sBt S/A 0,00031 + 0,00017 a

n= 40. (Numero total de muestras usadas en el experimento) a= Refiérase a la Tabla 3., para la
composicion del Formulado. * Media del peso adherido (g) a los portaobjetos. Los valores en una
columna con la misma letra indican diferencia estadistica entre los Tratamientos. Los Tratamientos
que comparten letras no tienen diferencia estadistica significativa. Prueba de Tukey HSD, P <0,05.

Por otro lado al analizar los formulados Con BT y compararlos con el
Tratamiento que contiene el adherente comercial Bionex®, mostro que hay
una alta diferencia significativa (F= 14.010, gl= 5, P<0.001) (Tabla 30.) y dos
niveles de significancia, donde el comercial Bionex®, queda en tercer
posicion. Se repitié este analisis, ahora sin el comercial y presento el mismo
efecto con una alta diferencia significativa (F= 18.433, gl= 4, P<0.001) y dos
niveles de significancia en la prueba de Tukey, (Tabla 31.) donde el primer
lugar de adherencia esta nuevamente el Tratamiento 2. Esto demuestra
como los distintos Tratamientos compiten el grado de adherencia con el

comercial Bionex®.
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Tabla 30. Comparaciéon de las propiedades Adherentes de los Formulados
Asperjables, el comercial Dipel y el adherente comercial Bionex®.

TRATAMIENTOS? FORMULADO= MEDIA* + DE
2 Bt GX 0,00319 + 0,00202 a
3 Bt GC 0,00080 + 0,00037 b
Aditivo Comercial con BT Bionex® Bt 0,00068 = 0,00109 b
4 Bt S/A 0,00036 + 0,00013 b
Formulado Comercial DIPEL 0,00032 £+ 0,00010 b
1 Bt GG 0,00024 + 0,00014 b

n= 60. (Numero total de muestras usadas en el experimento) a= Refiérase a la Tabla 3., para la
composicién del Formulado. * Media del peso adherido (g) a los portaobjetos. Bionex® = adherente
comercial. Los valores en una columna con la misma letra indican diferencia estadistica entre los
Tratamientos. Los Tratamientos que comparten letras no tienen diferencia estadistica significativa.
Prueba de Tukey HSD, P <0,05.

Tabla 31. Evaluacion de las propiedades Adherentes de los Formulados
Asperjables con B. thuringiensis y Formulado comercial Dipel.

TRATAMIENTOS= FORMULADO= MEDIA* + DE
2 Bt GX 0,00319 + 0,00202 a
3 Bt GC 0,00080 + 0,00037 b
4 Bt S/A 0,00036 + 0,00013 b
Formulado Comercial DIPEL 0,00032 £+ 0,00010 b
1 Bt GG 0,00024 + 0,00014 b

n= 50. (Numero total de muestras usadas en el experimento) a= Refiérase a la Tabla 3., para la
composicién del Formulado. * Media del peso adherido (g) a los portaobjetos. Los valores en una
columna con la misma letra indican diferencia estadistica entre los Tratamientos. Los Tratamientos
que comparten letras no tienen diferencia estadistica significativa. Prueba de Tukey HSD, P <0,05.
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Evaluacion de la Persistencia de las Formulaciones en
Invernadero. La persistencia de una formulaciéon, ante la lluvia o la
radiacion solar es favorecida por el uso de adherentes y las formulaciones a
base de B. thuringiensis encapsuladas en almidén, tienen una actividad
residual mayor, aun en temporada de lluvias (Rosas-Garcia y Luna-Santillana

20086).

La finalidad de este bioensayo fue la determinacién de la persistencia
de los formulados en las hojas de nogal bajo condiciones de lluvia simulada y
sin lluvia. Se cortaron 10 trozos de hojas de aproximadamente lcm? c/u de
cada planta asperjada con los Tratamientos por dia, cada trozo fue colocado en
caja de Petri de 5 cm de diametro con el fondo cubierto con papel filtro
humedo y a cada trozo se le adicionaron 5 larvas, a las cuales se les permiti
alimentarse de la hoja, posteriormente se evalué la mortalidad media, esto se
realizo cada tercer dia. Los resultados del bioensayo con los diferentes
formulados, en ausencia y presencia de lluvia, muestran que la mortalidad
disminuye en presencia de lluvia, se afecta la persistencia del formulado

debido al lavado por la lluvia.

La Figura 17. esquematiza el efecto de la presencia o ausencia de lluvia
sobre el Tratamiento 1 (Bt GG), el cual no persistié sobre las hojas desde el
primer dia con lluvia simulada con 4.1 + 0.433 sin lluvia bajé a (2.4 + 0.618)

con lluvia (dia 0), y con los dias continué lavandose de sobre las hojas.
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Figura 17. Efecto de la ausencia o presencia de lluvia simulada sobre la Mortalidad de
larvas de H. cunea alimentadas de trozos de hojas asperjados con el Formulado Bt GG.

Bt GX

3.7+ 0.300a
3.1+ 0.458a 2.9+ 0.567a
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Figura 18. Efecto de la ausencia o presencia de lluvia simulada sobre la Mortalidad de
larvas de H. cunea alimentadas de trozos de hojas asperjados con el Formulado Bt GX.
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Con lluvia (F= 3.47 gl= 3 P= 0.026) y Sin lluvia (F= 6.88, gl=3 y P=
0.001) y el analisis de varianza mostro diferencias significativas y la prueba

de Tukey, alinea dos niveles, uno compartido en ambos.

En el Tratamiento 2, con Goma Xantana (Bt GX) en presencia de lluvia
la mortalidad es constante (F= 0.33, gl= 3 y P= 0.805), sin diferencia
significativa tanto en presencia de lluvia como en ausencia de esta (F= 0.67,
gl= 3 y P= 0.579). La mortalidad se mantiene ain con lluvia y la prueba de

Tukey muestra un solo nivel de significancia (Figura 18.).

Con el Tratamiento 3 (Bt GC), (Figura 19.), mantiene un buen
recubrimiento del ingrediente activo Sin lluvia (F= 2.02, gl= 3 y P=0.129), e
inclusive no hay diferencia significativa, pero Con lluvia también se deslava
llegando a tener una mortalidad de 1.6 + 0.400 en el ultimo dia, con una alta
diferencia significativa (F= 4.20, gl= 3 y P= 0.012) y la prueba de Tukey

presenta dos niveles de significancia y uno compartido.

En el caso del Tratamiento 4, el cual es sin aditivo (Bt S/A), (Figura 20.)
contrasta de los demas y muestra la ventaja de anadir aditivo adherente a los
formulados ya que en este caso se fue perdiendo la mortalidad con los dias e

inclusive en ausencia de lluvia (F=0.67, gl= 3 y P=0.579), con alta diferencia
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Figura 19. Efecto de la ausencia o presencia de lluvia simulada sobre la Mortalidad de
larvas de H. cunea alimentadas de trozos de hojas asperjados con el Formulado Bt GC.

Bt S/A

1+0.348a
4.0+ 0.258a

3.6 £ 0.476ab

2.2+ 0.359b

MORTALIDADMEDIA

DIAS
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Figura 20. Efecto de la ausencia o presencia de lluvia simulada sobre la Mortalidad de
larvas de H. cunea alimentadas de trozos de hojas asperjados con el Formulado Bt S/A.
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significativa, y en presencia de lluvia ocurre lo mismo (F= 0.33, gl= 3 y P=

0.805), Tukey con hasta tres niveles de significancia.

El Formulado Comercial Dipel (Figura 21.) Con lluvia también
presenté la disminucion de la mortalidad con los dias, hasta 1.7 + 0.448
larvas muertas de las 5 que se colocaron originalmente con alta diferencia
significativa (F= 5.91, gl= 3 y P= 0.002) y en ausencia de lluvia también la
mortalidad se ve que disminuye con los dias (F= 4.43, gl= 3 y P= 0.009),
presentando alta diferencia significativa. Esto tratandose de un producto
comercial, donde probablemente no contenga alguna substancia que actie
como adherente, ya que este también se deslava, hasta obtener una

mortalidad de 1.7 +£0.448.

Para verificar el efecto de lluvia simulada en los Tratamientos en los
formulados Sin BT, estos no presentaron mortalidad y la que se expresa es
minima sin diferencias significativas entre estos (P>0.05). Las pruebas de
Tukey de los formulados sin BT, presentan un solo nivel de significancia, y la
mortalidad se debe a perdidas mas que a la presencia del formulado de sobre

las hojas (Figura 22.).
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Figura 21. Efecto de la ausencia o presencia de lluvia simulada sobre la Mortalidad de
larvas de H. cunea alimentadas de trozos de hojas asperjados con el Formulado DIPEL.

Se llevé a cabo otro analisis de varianza para determinar si existian
diferencias entre los Tratamientos con lluvia y sin lluvia (Tabla 32.) con los
formulados con BT. Los que se trataron Sin lluvia no hay diferencias
significativas (F= 1.49, gl= 4 y P= 0.205) con un solo nivel de significancia de
la prueba de Tukey. Pero en el caso de la presencia de lluvia si muestra
diferencia significativa (F= 4.03, gl= 4 y P= 0.004) y dos niveles de
significancia, uno compartido, por lo que se observa que en presencia de
lluvia simulada los formulados se deslavan después de 9 dias sin embargo
los Tratamientos presentaron buena proteccion contra el lavado ya que aun

después de 9 dias con lluvia mostraron mortalidad, donde con 5 larvas

115



TRATAMIENTOS sin BT

5,0

4,0 AGUA

AGUA  CON
8 S/A SIN
CON
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8 S/A
7 GC  SIN
7 GC  CON
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0,0 SIN

MORTALIDAD MEDIA

Figura 22. Efecto de la ausencia o presencia de lluvia simulada sobre la Mortalidad de larvas de H. cunea alimentadas de trozos
de hojas asperjados con los Tratamientos 5, 6, 7, 8 sin B. thuringiensis, y el control AGUA.
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expuestas en cada trozo de hoja, seguian matando los formulados con BT
(Tabla 32.).

Y en el caso de los formulados sin BT existen entre ellos diferencias
significativas tanto en ausencia (F= 3.20 gl= 4 P= 0.014) como en presencia
de lluvia (F= 4.56, gl= 4 y P= 0.002) debido al Control con solo Agua, con dos
niveles de significancia de la prueba de Tukey para ambos (Tabla 33.). La
mortalidad presentada en los Tratamientos sin BT, es debida mas a la
perdida de larvas que a mortalidad, ya que la cuenta de esporas de los

Tratamientos Sin BT resulté negativa (dato no mostrado).

Tabla 32. Evaluacién de la Persistencia de las Formulaciones Asperjables
con B. thuringiensis en ausencia o presencia de lluvia simulada de sobre las
hojas contra Hyphantria cunea.

Sin lluvia Con lluvia

TRATAMIENTOS2 FORMULADO2 Mortalidad Media + EE  Mortalidad Media = EE

1 Bt GG 3.4 +£0.222a 1.4+ 0.217a
2 Bt GX 3.3+£0.212a 2.4+ 0.208b
3 Bt GC 3.8+ 0.193a 2.5+ 0.235b
4 Bt S/A 3.5+ 0.215a 2.1+ 0.258ab
Formulado Comercial DIPEL 3.1+ 0.197a 2.5+ 0.253b

n= 200 (Numero total de muestras usadas en cada experimento, sin y con lluvia) a= Refiérase a la
Tabla 3., para la composiciéon del Formulado. Los valores en una columna con la misma letra indican
diferencia estadistica entre los Tratamientos. Los Tratamientos que comparten letras no tienen
diferencia estadistica significativa. Prueba de Tukey HSD, P <0,05.
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Tabla 33. Evaluacion de la Persistencia de las Formulaciones Asperjables
sin B. thuringiensis en ausencia o presencia de lluvia simulada de sobre las
hojas contra Hyphantria cunea.

Sin lluvia Con lluvia

TRATAMIENTOS2 FORMULADO2 Mortalidad Media £+ EE  Mortalidad Media = EE

5 sBt GG 0.4+0.118a 0.3+0.071ab
6 sBt GX 0.4 + 0.098a 0.3 +£0.075ab
7 sBt GC 0.7+ 0.198a 0.5+0.119a
8 sBt S/A 0.2 + 0.064a 0.2+0.071b
Control AGUA 0.1 +0.048b 0.1 +0.035b

n= 200 (Numero total de muestras usadas en cada experimento, sin y con lluvia) a= Refiérase a la
Tabla 3., para la composicion del Formulado. Los valores en una columna con la misma letra indican
diferencia estadistica entre los Tratamientos. Los Tratamientos que comparten letras no tienen
diferencia estadistica significativa. Prueba de Tukey HSD, P <0,05.

Eficacia de los formulados para controlar la plaga en nidos de
telarana ya formados. La presencia de grandes redes, antiestéticas en los
arboles infectados con H. cunea, los hacen desmerecer, pudiendo hasta matar
una rama completa del arbol. Las larvas recién eclosionan se giran, para
inmediatamente tejer una tela rodeando el follaje del que se alimentan. A
medida que crecen las larvas, van agrandando la telarana para incluir mas
follaje. Puede haber mas de una bolsa por arbol (Keith 1997). El control mas
eficaz es por quema, esto debido a que los pesticidas usados para su control,
se les dificulta pasar por la telarana hasta el insecto. Esta prueba e realiz6
con la finalidad de determinar si los formulados presentaban la capacidad

para controlar la plaga en arboles pequenos los cuales se encontraban

118



infestados con H. cunea, formando pequenios nidos al asperjar los formulados
al 10%. Cada arbol se infesté con 50 larvas de H. cunea, y se logré que los
nidos se formaran en 7 dias, posteriormente se asperjaron los diferentes
formulados y se determiné el % de sobrevivencia de las larvas de H. cunea a
las 24 y 48 h. En el analisis de varianza ANOVA, de los resultados
encontrados con los formulados con BT, (Tabla 34.) a las 24 h ya se
presentaba hasta un 70 % de Mortalidad (15.0 larvas vivas + 2.0) para el
caso del Tratamiento 1 (Bt GG) hasta un 33% de mortalidad minima para el
Tratamiento 4 (Bt S/A) con (33.5 + 0.5) larvas vivas. Sin embargo no
presentaron diferencia significativa en las primeras 24 h (F=4.16, gl=4y P=
0.075), con un nivel de significancia. Por otro lado en 48 h se logré el control
de los nidos hasta una media de sobrevivencia entre (1.0 + 1.0) para el
Tratamiento 4 (Bt S/A) y hasta (26.0 + 4.0) para el formulado Comercial
Dipel, y en el analisis de varianza si hay diferencia significativa entre ellos
(F= 6.88, gl= 4 y P= 0.029) y dos niveles de significancia en la prueba de
Tukey. Los Tratamientos mostraron ser efectivos para controlar los nidos de
telarana ya formados, desde el primer dia presentaba ya larvas muertas, por
ejemplo el formulado comercial Dipel, mata rapidamente en las primeras
horas pero después la mortalidad se detiene, esto por el hecho de que las
larvas paran su alimentaciéon de sobre el follaje antes de ingerir el
ingrediente activo, ya que alcanzan a degustar el bioinsecticida, sin embargo
los distintos Tratamientos mostraron que las larvas no lo detectan,

incrementando el grado de mortalidad de los mismos, la eficiencia de la
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presencia de fagoestimulantes en las formulaciones puede ser la razén de la
mayor mortalidad observada con la formulacion que con el producto
comercial. Ciertamente el fagoestimulante cuidadosamente seleccionado da
una ventaja a la formulacién comprado con la formulacién comercial (Rosas-

Garcia et al. 2009).

Tabla 34. Eficacia de las Formulaciones Asperjables con B. thuringiensis
para controlar Nidos de telarana de Hyphantria cunea.

24 HORAS 48 HORAS
TRATAMIENTOS: FORMULADO Sobrevivencia Sobrevivencia
Media + EE Media + EE
1 Bt GG 15.0 + 2.0a 3.0 + 3.0ab
2 Bt GX 33.0+ 0.0a 19.0 + 8.0ab
3 Bt GC 19.5+ 7.5a 4.0 = 1.0ab
4 Bt S/A 33.5+0.5a 1.0+ 1.0a
Formulado Comercial DIPEL 30.0 + 5.0a 26.0 + 4.0b

n= 10 (Numero total de muestras usadas en el experimento) a= Refiérase a la Tabla 3.,
para la composicién del Formulado. Los valores en una columna con la misma letra
indican diferencia estadistica entre los Tratamientos. Los Tratamientos que comparten
letras no tienen diferencia estadistica significativa. Prueba de Tukey HSD, P <0,05.

Por otro lado los Tratamientos Sin Bt, no mostraron diferencias
significativas entre ellos tanto a las 24 h (F=1.37, gl= 4 y P=0.364) como a
las 48 h. (F= 0.5, gl= 4 y P=0.736), ambas con un solo nivel de significancia
en la prueba de Tukey (Tabla 35.), las larvas de H. cunea permanecen en los

nidos de telarana de los arboles tratados.
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Tabla 35. Eficacia de las Formulaciones Asperjables sin B. thuringiensis
para controlar Nidos de telarana de Hyphantria cunea.

24 HORAS 48 HORAS
TRATAMIENTOS: FORMULADO: Sobrevivencia Sobrevivencia

Media + EE Media + EE

5 sBt GG 47.0 £ 0.0a 43.5+ 0.5a

6 sBt GX 43.5+£0.5a 43.0+ 1.0a

7 sBt GC 43.5+0.5a 41.5+0.5a

8 sBt S/A 47.5 + 2.5a 46.0 + 4.0a

Control AGUA 45.5 £ 2.5a 45.5 £ 3.0a

n=10 (Ntmero total de muestras usadas en el experimento) a= Refiérase a la Tabla 3., para la
composicion del Formulado. Los valores en una columna con la misma letra indican diferencia
estadistica entre los Tratamientos. Los Tratamientos que comparten letras no tienen diferencia
estadistica significativa. Prueba de Tukey HSD, P <0,05.
La Figura 23. muestra el porciento de Sobrevivencia de las larvas de
H. cunea en los arboles tratados con los formulados Con BT, observando la
evoluciéon de los nidos de telarana después de la aspersiéon, como la
sobrevivencia de las larvas desciende con los dias, mostrando con esto el
desarrollo de los nidos en presencia de los Tratamientos. Por otro lado en el
desarrollo de los nidos asperjados con los formulados Sin BT, las larvas de H.

cunea permanecen sobre los nidos, por el porcentaje de sobrevivencia de las

larvas (Figura 24.).
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Figura 23. Porciento de sobrevivencia de las larvas sobre los nidos de telarafia de H. cunea
después de la aspersion con los formulados Con B. thuringiensis.
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Figura 24. Porciento de sobrevivencia de las larvas sobre los nidos de telarafia de H. cunea
después de la aspersién con los formulados Sin B. thuringiensis.
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Hoy en dia, la industria comercial del control bioldégico esta bien
organizada, ha desarrollado la producciéon en masa, asi como la orientacion
adecuada para los agricultores, ha colaborado intensamente tanto en el
sector publico como en el de investigacién en el disefio y calidad programas
de control, que se aplican durante produccion de enemigos naturales, ha
participado en la preparacion y evaluacion del riesgo ambiental de agentes
de control biolégico. En varias areas de agricultura el control biolégico ha
obtenido éxitos considerables y ahora es un elemento confiable y apreciado
de los programas de Manejo Integrado de Plagas. Desafortunadamente a
pesar de todos estos avances, el control biolégico se aplica en una superficie
pequena. La industria de los plaguicidas considera el control biolégico como
laborioso y de uso restringido, la mayoria de los agricultores tienden
convertirse en adictos a los plaguicidas. Recientes desarrollos pueden, sin
embargo, conducir a un futuro prometedor para incrementar el control
biolégico. Ademas del desarrollo de resistencia siempre constante de las
plagas a los pesticidas lo que resulta en la necesidad de métodos alternativos
de control, dando prioridad al uso de MIP, esto podria resultar en mejores
posibilidades de control biolégico (Lenteren 2012).

El uso actual de biopolimeros y de materiales de origen vegetal,
permite disefiar matrices microencapsulantes mas especificas para la plaga
que desea combatirse, éstas reducen las posibilidades de que un insecto no
blanco la ingiera, se vuelven muy efectivas para el control de insectos en

presencia de un ingrediente activo, ademas al ser completamente
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biodegradables se reduce en gran medida el impacto ambiental adverso
(Morales-Ramos et al. 2000; Luna-Santillana 2002; Rosas-Garcia et al. 2004;

Luna-Santillana et al. 2011).

En este trabajo se ha considerado que la mejor matriz esta compuesta
por Capsul®-gelatina y Cenizo, debido a que un mayor numero de larvas
respondid positivamente a la ingestion. Los niveles de mortalidad observados
en bioensayos de laboratorio e invernadero pueden considerarse
satisfactorios. El desarrollo de matrices puede contribuir a la elaboracion de
mejores productos que pueden ser mas competitivos en el mercado de los
plaguicidas. El desarrollo de formulaciones bioldgicas para controlar las
plagas de insectos es un aspecto fundamental en la preservacién del medio
ambiente, por lo tanto, deberia explorarse esta area especifica de
formulaciéon contra plagas blanco, donde no represente ninguna amenaza
para especies benéficas. La formulacion altamente especifica disenada
contra H. cunea dio resultados exitosos; sin embargo, todavia queda mucha
investigacion en este campo para obtener mas alternativas a controlar las

plagas de insectos.
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CONCLUSIONES

Las condiciones de temperatura (26-28°C), fotoperiodo (14:10), HR (70-
80 %) y dieta nutritiva Shorey (1965), fueron apropiadas para el
establecimiento de la cria masiva de Hyphantria cunea.

Hyphantria cunea es susceptible a las toxinas de BT puesto que siete
de las cepas probadas mostraron arriba del 60% de mortalidad.

La cepa GM-10 de BT presento la menor CLso contra Hyphantria
cunea, a una dosis de 0.007 ng/cm?2, y un menor TLso (80.83 h) para
matar el 50% de la poblacién.

La Preferencia Alimenticia de Hyphantria cunea fue para el polvo de
hoja de Cenizo, ya que presento el mayor numero de larvas sobre el
(6.14 = 0.403).

De los formulados microencapsulados con el estimulante de
alimentacion seleccionado y adherentes, Hyphantria cunea prefiri6 los
Tratamientos 8 (sBt S/A) con 4.78 = 0.470 larvas, y 1 (Bt GG) con 4.70
+ 0.474 larvas atraidas hacia este.

Hyphantria cunea prefirid, como aditivo a la Goma de Guar, (4.31 +
0.338) larvas atraidas, sin distincién si esta con BT o sin el.

Los tratamientos microencapsulados mantuvieron su actividad
insecticida aun después de 15 meses, tanto a temperatura de
refrigeracion cono a temperatura ambiente, sin diferencia
significativa.
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La suspensibilidad de todos los Tratamientos se mantuvo arriba del
90 % de particulas suspendidas por un periodo de 8h y sin diferencia
significativa.

Todos los Tratamientos, reconstituidos en agua, atravesaron la
boquilla de un aspersor con una apertura de 0.5um a una presién de 5
1b.

El Tratamiento 2 (Bt GX) demostré mejor adherencia, con el mayor
peso de particulas adheridas al portaobjetos, arriba del aditivo
comercial Bionex®.

La persistencia de los formulados de sobre las hojas de nogal bajo
lluvia simulada y sin ella, fue para el Tratamiento 2 (Bt GX), persiste
tanto Con lluvia como Sin lluvia.

El control de la plaga en los nidos de Hyphantria cunea ya formados
en los arboles pequenos, el Tratamiento 1 (Bt GG) fue el mas eficaz, ya
que a las 24h ya se observaba el 70% de Mortalidad.

El porciento de sobrevivencia de las larvas de sobre los nidos de
Hyphantria cunea después de la aspersién con los Tratamientos con

BT, baja hasta menos del 20%.
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PERSPECTIVAS

El uso y aplicacién de cepas de BT que presenten capacidades toxicas,
es una de las principales ventajas del control biolégico, que podria ser
explotado para desarrollar nuevas formulaciones insecticidas para el control
especifico de plagas de importancia econémica, ademas de ser considerado
como una alternativa cuando el principal interés es reducir costos y
resistencia a insecticidas. Las matrices microencapsulantes desarrolladas a
base de productos 100 % biodegradables brindan propiedades ecolégicamente
benéficas, como la especificidad hacia un insecto plaga, la nula o baja
residualidad y la inocuidad para el hombre y los animales, estan
especificamente disefiadas para una plaga de insectos, siendo atractiva como
una alternativa al uso de los plaguicidas quimicos, que pueden considerarse
como una amenaza contra el ambiente y la salud humana. El uso
ingredientes estimulantes de alimentacion, asegura que las formulaciones
insecticidas sean efectivamente ingeridas por el insecto y como provienen de
fuentes naturales, los peligros de contaminacion por su liberaciéon al
ambiente son minimos o nulos, pueden ser ampliamente utilizados en el
desarrollo de formulaciones. Hay varias funciones de la formulacién: la
estabilidad del producto, la aplicacién efectiva, facilidad de uso y seguridad,
y una mayor persistencia después de la aplicacién, aunque hay poca
Investigacion en esta area, existen tecnologias disponibles que proporcionan

opciones prometedoras.
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