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INTRODUCCTION

EL uso de insectitddas qulnicos para eombatin plagas agricolas, ha ~
sido durnante Los dltimos diez afios una de Las actividades mds discutidas;
Los problemas de contaminacifn contempondnea, derivados de La bioacumula-
ceidn y transferencia biolbgica de Los onganosintéticos recaleitrantes y -
Lipoftlicos, son en nuestros dlad dé un dominio mds amplio. Sin embargo,
fue La nesistencia desarnoflada en insectos perjudiciales, a divernsos pa-
nasiticidas, el fenbmeno que ingluyé directamente en La entomologla econd
mica. Varias alternativas se han propuesto para frwaton de establecer un g
decuado sistema de proteceidn de 'é.u.&ti.vo&; no obstante, todas pueden agru
porse esencialmente en dos clases: aquéllas que 4e basan en un criterio -
econfmico, que consiste en un cuidadoso andlisis de fLa relacibn riesgo-be
neficio, para cada caso en que se utilicen insecticidas; y Las que se fun
damentan en el uso alternativo de distintos métodos de control,

Durante La pasada década, un auge considerabfe se produjo en el cono
cimiento y La prdetica del empleo de microorganismos patégenos de Linsec--
{08 como agentes de contrnol, una vez que fLas téenicas de microscopia e--
Lectnbrica aumentaron el poder de nresolucién a nivel wltracelulan. Baci--
LLus thuringiensis Benliner, a mds 'de. ochenta aiios de su descubnimiento,

tuvo su mayor Lndice de utilidad en ese perfodo; su alta especificidad y
creeimiento saprnofltico, son carnacterlfsticas fundamentales que determina-
hon, )r.e.épec,ti.uamlen.lte, su empleo 44in niesgos ecolbgicos y La factibilidad
de su ph.oduc&'.dn.



EL gusano cogolleno, Spodoptera frugiperda (Smith), es La principat

plaga delf mafz en México y en La que Xodavia, La forma mds generalizada -
de contrnof depende en una ghan proporcibn de La aplicacién de productos

quimicos. La marcada susceptibilidad de muchas especies de Lepdidbptenros,

a distintas varniedades de B. thuringiensis, dan Lugar a La posibilidad de
encontrar alguna LEnea nativa viuwtenta en S. frugipéerda. La cepa GM-1, -
aislada neclentemente en La Faculiad de Ciencias BioLégicas, U.AN.L., --
fue neponrtada como patogénica a Larvas de primen estadfo de esta plaga; -

4in embango, no exisien antecedentes def o Los medios utilizados para su
germentacibn, ni mucho menos La concentracibn Letal media de Los extrac--

2os obtenidos.

EL presente trabajo se planificl con el proplsito de conseguir un es
Zudio global, en el que se registrara el comporntamiento de La GM-1 che- -
ciendo en diferentes medios, La produccibn ginal en peso seco de Los ex—-
trhactos y La actividad de estas rgeuperaciones en Larvas de primern esta-
dio de S. grugiperda; LLevando para cada proceso, un regisirno cuidadoso -
de Las condiciones de Laboratornio y un controf adecuado de Las mismas.
Ademds, durante La fase de fermentacidn, el estudio se sujetb a Las nece-
sidades de investigacidn de !;al misma Fam de BiofLogla.

Los objetivos del thabafo fueron: evaluar mediocs de ferumentacidn pa-
ha La cepa GM-1, compuestos dnicamente con materias primas o subproductos
de onigen vegetal; detenminan La variacién de nendimientos en Los medios,
al modificarn La fuente y/o La concentracién de La fuente de carbono; eva-
Luan La actividad de las necuperaciones eonira _s_ frugiperda, en t&unines
de montatidad Larvat o peso de lowvas sobrevivientes; determinan fa potew



cia de una fonmulacifn con el o Los extractos mds activos; y por Gltimo,
establecer 84 existe variacifn en susceptibilidad de S. frugiperda.



REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades sobre el control michobiolbgico de insectos.
2.1.1. Onlgen,

Esenibin sobre control micnobiolbgico de inbe.c,to; es neferninse, en
nealidad, a un aspecio aplicado de La patologla de invertebrados. Esta --
ciencia, 44in embargo, es demasiado joven pues se Lm.t.btuye_ gormalmente du
nante La década de 1950, thds el dénodado esfuerzo de Steinhaus (1945; --
1949} pon organizan y justifican el conocimiento desperdigado en divernsas
publicaciones, oniginadas durnante el Lapso de 1880 a 1940 pon Los prime--
nos Ainvestigadones avocados a Las enfermedades de insectos, entrne €Lfos -
d'Henelle, Duthy, Fonbes, Glasen, Masera, Metalnikov, Mefchnikof4, Pai- -
RLo%, Walsh y White, entre Los principales. Este grupo de cientlficos fue
influldo indudablemente por La teorlfa microbiana de La endermedad, demos-
trada pon Koch en 1876, La cual prnoporcions Las herramientas experimenta-
Les pana probarn el cardeter infeccioso de Los padecimientos en Los orga--
nismos superiones; asl como por Los estfudios de La pébrina y La flacheria
del gusano de seda, nealizados pon Pasteur durante 1870 (Carpenter, 1979
y Glasen, 1925).

EL contnol microbial, de acuerdo con Sweetman (1963) y Steinhaus - -
{1949; 1968), Liene fambién sus orfgenes en el siglo pasado; Las ideas de
Bassi en 1835 sobre el uso potencial de Los patégencs de insectos benéfi-
cos para controlan plagas, fueron puestas en prdctica con algin Exito por

Metchnikofd en 1880 y Knassilfstschik en 1588, quienes produjeron masiva--

®
En Lo sucesive serd referido como Control Microbial.



mente el hongo Metarrhizium anisopliae (Metch.) y Lo diseminaron en Las

poblaciones naturales de Anisoplia austrniaca (Hernbst.). D'Hernelle indicdi6

en 1911 el control midrobial con bacterdias; aislé de Langeostas enfermas
un bacilo Gram-negativo, al cual £Lamf Coccobaciflus acrnidiorum, concci-

do ahora como Cloaca cloacae var. aciidiorum (d'Henelle), del cual repon

X6 haben sido eficiente para originan epizooiias en £as poblacicnes del
mismo insecto, No obstante, sus observaciones no h;an sido confiumadas en
Lnvestigaciones posteniones (Buche;'c, 1960; citado pon Lysenko y Kucera,
1971). En Francia, durante Los aios de 1930, aparecid una foamulacién co
mercial necomendada como {nsecticida, g base de esporas de una bacte--
nia neportada por Mattés en 1927 como altamente patogénica. Este bacifo
es considenado en nuestros dlas como el :rcea.azamio_n«to de La cepa descu--
bienta por Berliner en 1911, a La que nombrnd Bacillus Thuringiensis ( --

Heimpel y Angus, 1963 y Hall, 1963).

A pesar de Los avances anteriores, Los thabajos nealizados por Dut-
ky me',te.,' en su mayon parte de 1940 a 1950, son, a juzgar por muchos ~
autones, el primer programa en fonma de contrnol microbial. EL Exito que
obtuvienon en La reproduccifn de Bacillus popilliae Dutky, el agenfe cau
sal de £a enfernmedad Lechosa del tipo "A" del escarabajo japonés, Popi--

Leia japonica Newm., y La introduccibn en £as poblaciones naturales del

mismo, asf como de Amphimallon majalis (Raz.), gfue un considerable incen

Livo para el estudio de Los entomopatdgenos (White y Dutky, 1940; Hall,

1963; Steinhaus, 1945; 1949; 1968 y Sweetman, 1963). Steinhaus (1951) y
McConnell § Cutkomp (1954) nevivieron el intenés en B. thuringlensis, -

aunque tLodavla se Le consideraba como un agente esercialmente Anfeccicso.
En 1953 Los postulados de Hannay sobre La inclusibn parasporal modigica-
non el panorama hasta una teonla toxicollgica; en breve, Angus presents



en 1954 y 1956 evidencias experimentales sobre La participacibn de Los -
cristales en La patogénesis delf gusano de seda. Posterionmente, Sfein- -
haus realizd un importante estudio nelacicnade con La pctencialidad de -
La bacteria como enfomopatbgeno y su inocuidad en vegetales y mamiferos,
que ingluyld positivamente en La autornizacibn de Los primeros inseclici--
das biolbgicos, en Los Estados Unidos de América en 1958 (Hannay, 1953;
Heimpel y Angus, 1963; Steinhaus, 1957 y Jacobs & Genstein, 1960).

A pesar de todo, Los nesultados de fLas primeras formubaciones fue--
ron Luvegularnes, adn con el wso de Los métodos de estandarnizacibn desa--
rnollades por Burgenfon y Yamvrnias (1959), Bu)Lgea';Ljon (1952), Fishen ( -~
1963), Burges (19é4) y Knieg (1965). Fue el descubrimiento de La cepa --
HD-1 pon Dulmage en 1967, La que, siendo hasta doscientas veces mids po--
Lente que sus antecesonas, vino a crnistalizarn muchos esfuenzos en el cen
ol microbial. La HD-1, que corresponde a una £Lnea de fa variedad kurs
Aaki, es actualmente el principio activo de La mayornla de Los productos
comenciales y Liene su principal uso en £os culbtivos hortlcolas (Dufmage
1970 y Dufmage & Aczawa, 1982).

2.1.2, En qué consiste el contrnolf microbial.

En su mayor partie, _za Anvestigacibn sobre entomopatlgenocs se ha con
centrado en La bdsqueda y seleceifn de organismos, cuyas propiedades per
.mixan su desarrollo hasta productos, con Las mismas caracternlsticas de -
uso que un insecticida quimico; utilizande ampliamente Lo que se ha dado
en LLamar La tecnologla de La aspersdibn (Hall, 1963 e Ignogdo y Anderson
1979). Sin embargo, el control microbial comprende, en su amplio sentido,
ef uso de entomopatfigenos para contrarrestar poblaciones de insectos per



judiciales, empleando esos agentes de control de acuendo con sus atribu-
2os especlficos; como insecticidas microbiales, aquétlos incapaces de --
dispersarse y persistin en La naturaleza; y como introduceiones, £os que
con un reducido infculo pueden diseminarse y perdurar infectandc cor - -
cienta periodicidad y eficiencia sus poblaciones hespederas. Heimpel, ci
tado por Coppel y Mertins (1977), propuso en 1965 alguras caracterfsii--
cas que deben cumplin Los agentes de control microbial; sus princlpios -
se Ancluyen en La tabla 1 tomada de Burges y Husseu (1971), quienes con-

Adderarnon ademds aspectos econémicos.

Tabla 1. Atributos deseables para entomopatégencs utilizados en el cci--
Aol microbial.

Concepto Métode de aplicacién
def agente

Répida dispensidn. A

Capacidad de dispersién.

Persisfencia.

Tnocuidad y estética -en nesubtados. | [ Inroducciones.

Contnol a niveles subecondmicos.
Control predecible. J
Vinubencia laccibn rdpida que evite
daiios inmediatos). S Insecticidas microbiales.,
Faciltidad de produceién.

Bajo costo.

Que se conserve viable y virulento
durante su aflmacenamiento.
Facilidad de apticacién.




2.1.3. Posihilidades del control microbial en el futuro.

Los necientes adelantos en el control microbial constituyen, induda
blemente, fa base de sus posibilidades de Exito en Los prbximos aios. A-
demds, como Los principales Logros dentro de esie medio de combate de in
sectos estdn circunsenitos, virntualmente, ol desarroflo de biocinsectici-
das®, una apreciacibn prdcticamente completa de sus avances se puede ob-
tenen de Ra tabla 11**; y, aunque Baker & Cook (1974) y Conke & Rilahb@th
(1981) nrevisarnon Los adelantos en el uso de microorganismos para el con-
ol de fitopatbgencs, s6fo se analizan en 'uate caso Las ramas de con- -
ol micrnobial nebacionadas con el combate de insectos, i.e. goumubacio-
nes microbiolfgicas, introducciones y abosimbiosis. Esta dltima, conside
nada pon Burges y Hussey (1971), revisada por Krnieg (1971) e inexplica--
blemente abandonada por Burges (1981).

Porn oina parte, en opinién de reconocidas autornidades en controf mi
crobial como Bunges, Dulmage, Husdey e Ignoffo, es La satisfaccibn de --
Las necesidades de investigacibn, en Los distintos campos de este método
de combate de plagas, el facton central que determinand su potencial en
el futuro. De acuerdo con este crniterio, se ofrece a continuacidn un re-
sumen que aghrupa sistemdticamente, Las necesidades u obfetfivos de estu--
dio de cada nrama del control microbial; anteponiéndoles una Literal, a--
signada previamente a Las namas, y un dlgito que representa su grecuen--

cia en cada una.

Stntesis de Las necesdidades de investigacidn dentro del control mi-
crobials

“Supra. pdg. 3, punto 2.1.2. pass.
‘Ingra. pdg. 9.



A. Insecticidas microbiales

Ramas del Control microb.ial B. Intrnoducciones.

A. 1.

A.2;

Bo’o - A.S.

A. 4.

C. Aposimbioadis.

Resofver para Bacilfus thuringlensis Las sdigulien-

tes Ancdgnitas:

Establfecer £c‘t estwetwra quimica de £os cristales
y de La 4-endotoxina.

Estudian La posibilidad de sintesis de La d-endo-
toxina.

Conocenr exactamente £a nelacifn entrne La espora Y
La f-endotoxina.

Detenminan el valor de La seleccibn de &ineas e -
induccifn de mutaciones en Los nendimientos de
d-endotoxinas (Dulmage, 1979},

Desarnollan Ros sistemas de estandarizacibn en vi
hus, hongos y protozoanios (Ignoffo & Anderson, -

1979).. ;

Determinan La actividad en el campo de Los Linsec-
ticidas micnobiales y entomopatbgenos (Beegle, -
et al., 1982).

Elevarn £a eficiencia y efectividad de Las aplica-
clones de insecticidasd microbiales, desavotlando
La tecnofogia y equipo de aplicacibn adecuados -
(Couch, 1978).



C.1. - B.2. - A.5. Integracibn de equipos multidisciplinarnios, para

darle un s6Lido impulso a La patologfa de insec-
tos (Dubmage, 1979 y Dulmage, et al., 1981).

C.2. - B.3. - Ai64 Manipulacién genética de entomopatlgenos y sim--

c. 3,

C.4.

2.1.4.

biontes, para el meforamiento de cepas (Adizawa,
1971; Dufmage, 1979 y Martin & Dean, 1981).

- B.4. - A.7. EL contlnuo descubriimiento de otras especies y -
Lineas que puedan ser preservadas como un banco
de maternial disponible (Alzawa, 1971).

B.5. Continuarn La exploracién de entomopatbégenos factibles de
introduceidn (Ignéﬁﬁé ¥ Andernson, 1979).

Reanudar Los estudios sobre La utilidad prdetica de La elimina-
cibn de micnosimbiontes en insectos, por medio de desinfecciones

de £0s medios de thansmisién o por quimiotenapia (Knieg, 1971).

Limitaciones def control microbial.

En cienta forma, de Las consideraciones def punto anterior se --

pueden desprender algunas Limitantes eventuales del controf microbial;
no obstante, es conveniente toman en cuenta Las desventajas que han -

sefialado algunos au,tolie,a; entre €88as, Las mds .impontanies son: a) La

variacién comin a todos Los métodos de control; que inducida por fac-

Lones como el espectro de susceptibilidad de Los insectos, Las condi-

ciones ambientales y La distrnibucién de Los materiales, produce en el

control microbial mayon efecto negativo, b) La natunaleza biofégica -

de £os agentes de contrnof, como £as nelaciones con sus hospederos o -



La produccibn de toxinas. Estas carnacternisticas determinan que en fLas
preparaciones insecticidas, La estandardzacién de su activdidad sea, -
mds que necesaria, {mprescindibfe, para que Las predicceiones de €xito
en Las fornmulaciones comenciales a nivel de campo sean mds confiables
y c) La economia de produccién 'de entomopatégencs; es un factorn que -
puede convertinse en Limitante, pues por €o regular su aplicacién co-
mo 4Ansecticidas microblates, nequiere de grandes cantidades de mate--
niak activo. E independientemente de su fonma de aplicacién, La pro-
duceibn de un entomopatfgeno serd o no factible, dependiende de sus -
canacteristions utrnicionales; 84 puede crecer in vitro, es factible

su neproducedbn utilizando ia Lecnologia de 5efunmmtac,66n', desavolla-
da para La industria de Los antibibticos, de Lo contrarnio £a produc--
eibn 4n vivo predenta mayorn digicultad. Ademds, a ambos procesos son
comunes Las necesdidades de preservacidn de fornmulaciones y/o ceparios,
bajo condiciones que favorezcan su viabilidad y potencia, Ampdidiendo
La accibn de factonres como £a Luz wltravioleta, Las altas temperatu--
nas y La presibn, a Los cuales con grecuencia son susceptibles Los -
micnoorganismos. Afortunadamente, muchos nuevos métodos para £a pre-
servacién de es0s agentes, se han desaviollado necientemente {Alzawa,

1971; Bunges y Hussey, 1971; Halk, 1963 e Ignofgo y Andenson, 1979).

2.1.5. Agentes de contrnof microbiak.

En La tabla 11 se mencionana Los microornganismos que representan
a Los agentes de control mfs importantes; no se consdideran Las nicket
Xs4ids ni Los nemldtodos, por Las Algulentes hrazones: Las nickettsias -

ne han sido usadas nunca como agentes de control microbial, debido -
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principalmente a que muestran una mancada Linespecificddad, afectando a
uentebdadob, y a que su naturaleza de patdgenos obfigados dificulta --
Las openaciones de produccdidn comencial, mientnas que Los nemdtodos --
no son propiamente microonganismos, aunque L han sido ya comercializa

dos y tienen sus principales nepresentantes en Romanomermis culiclfvo--

nax (Ross & Smith) como pandsitos de mosquitos y Deladenus sirndicidico-

La contra una plaga forestal def géneno Sinex [Finney, 1987).

2,.1.6. E£ contrnol microbial en M&xico.

Las pubficacdiones en espariof, nefacionadas con estudios de con---
tnof michobial en México, son en nealidad muy escasas; es diffcdf cono
cen su ndmeno y particularmente cud_‘,e. ed su tema. Pon consdigufente, no
existe mucha claridad con respecto af inicic de eate medio de combate-
en nuesino pals; se sabe, de acuerdo con Steinhaus (1949) pon ejemplo,
que d'Hernelle nealizé algunos estudios sobre una bacternia, que se en--

contraba ingectando poblaciones naturales de Schistocenca spp. en Yuca

tdn dunante 1911, s4in embargo no hay antecedentes accesibles sobne es-
fa actividad en México y 8680, 8L acaso, pueden conseguinse £as publi-

caciones en grancés de este invesiigadon.

Un Lapso superion a Los sesenta anos,transcwundld desde enfonces -

para que se registranan algunos esbozos en control microbial. Una for

mulacibn comercial de B. thuringiensis HD-1 var. kunsiaki, fue utiliza
da en pequeia escala en Chiapas durante 1974 a 1976. Asperjando dnrbo-
Les de sombrna del café, conoecidos como "chalamus" o"ingas", para com--

batir un complefo de especies Lepiddpteras de La familia Notodontidae,



1%

en su mayonia del género Hemicera: y en menor proporcibn algunos satin-
nidos, citherénidos y megalopigidos, se pudo observar una alta eficien
cia en La actividad de Las aplicaciones (Dr. Tejfada®, comunicacifn per
sonal); este es probablemente el primer antecedente en forma, sobre el
uso del conthol microbial en México.

Ramos (1976) separs tres extractos de cultivos de M. anisopliae,
que produferon mortalidades de hasta 100% en Larvas de tercer estadlo
de Heliothis vihescens (Fabricius), durante fas primeras cuatro horas
dupu& de su ingesiifn. Cuando £as Larvas pobrevivian a este Liempo,

sin embargo, La mortalidad disminufa cons.iderablemente e incluso defa-
ba de producinse; como esta investigadora no especifica el usdo de una
dosificacibfn, Lo anterior pudo deberse probablemente al suministro de
cantidades subletales. Por otna pante, Las conidias def hongo produ--
cen neaceiones de hipernsensibilidad de diversos grados en humanos y en
estudios posteriones se ha encontrado que Las supuestas toxinas, pre--
sentes en necuperaciones obtenidas con La misma metodologia, muesiran
una alta inespecificidad, incluyendo en su espectro a mamlferos (Teja-

da*, comunicacidn pensonal).

Cisneros (1980) y Flonres (1981) estudiaron en el campo, La activi
dad de fonmulaciones comenciales de B. thuringiensis contra Heliothis
zea (Boddie] y Pieris rapae (L.); Los nesultados del primenro fueron -

*Investigadon entombfogo y catedrdtico de Liempo completo del TnsTu-
£0 Tecnolbgico y de Estudios Superiones de Monterrey, Divisibn de - -
Ciencias Aghopecuarnias y Marnitimas.
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iuegubanes y La baja incidencia en La segunda plaga impidis una eva--
Luacibn confiable, aunque La inclusibn de observaciones en poblaciones

de Trichopfusia ni [Hubner} no superaron al testigo. Por.otw parte,

Cuevas (1975), en su "evaluaciSn de La accibn entombfaga de agentes mi
crobianos en Heliothis vinescens”, neponta el parasitismo de dipternos
e HimenSpteros, mds no La incidéncia de hongos o bacterias patbgenas.

Varnios investigadones de La Dineccidin General de Sanidad Vegetal,
en coondinacifn con el Institute Pasteurn de Francia y ef Tnstituto Po-
Litéenico de La ciudad de México, han esiudiado desde 1976 algunos hon
a0s parasiticos en poblaciones naturales de £a "mosca pinta de Los - -
pastos"”, en La negién del Papaloapan en Veracruz. Ayala (1982)* neals
z§ un nesumen de estas {nvestigaciones, que comprende de 1 9.76 a 1980 y
en el que se incluyen alguncs estudios imporntantes; Tornielo y Herndn--
dez '(1982)* e.ﬁe.ofuwwn Anvestigaciones sobre La biologia e inocuidad -

de dos Entomophthorales, Erynia neoaphidis y Conidiobulos major, encon

thande factible su produccibn en masa y una toxicidad casi impercepiti-
bfe a mamiferos, aunque £Los primenos ensayos a nivel de campo en pobla

ciones de £a mosca no avrofaron resultados positivos.

Gatdn y colabonadones* nepontaron Los aislamientos de 13 cepas de
B, thurningiensis, obtenidas de muestras de suelo de distintas regiones
de La neptblica. Ndiez (1980) y Castrno (1982) trabajando con £a GM-1,

wno de Los aislamientos anteriores, encontraron 100 y 44% de mortali--

*Mesa redonda de Contrnol Microbial, T,T.E.S.M., Monterrey, N. L., Fe--
breno de 1982,
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dad en Larvas de primer estadfo de S. fniugiperda, réspectivamente. -
Mientras Matldonado (1981|) con Losd mismos organismos obfuvo una poten--
cia de 10,900 U.1. Avwoyo [1982), Castro (1982) y Murga (1983), al tra
bajar con £a GM-2, encontraron grmcvlr,tcl.l’/t.derx.die.es que variaron de 4 a 32% -
contra T. ni y H, vinescens. Recientemente s¢ han aislado otras cepas
y en La actuakidad son diecinueve,de £as cuafes se pueden obtfener ante
cedentes en ef Laboratonio de Microbiologla Industrial y Suelo de La -
Facultad de Ciencias BiolSgicas de Lo U.AN.L. (Gatdn®, comunicacibn -

personal) .

Todos Los reportes anterniones, en Lo que se refiene a La activi--
dad entomopatogénica, con excepcidn de Las experiencias del Dn.Tejada,
Cisnenos (1980) y Flores (1981), aAon esenciafmente resultfados de Labo-
nratonio; no obstante se puede decir, con reducido ennon, que es Lo -
que ha ccwuviido con el c_onx‘)wi’. microbial en México, pues 8{ se conside
ra el aspecto prdetico, el avance es similan o, a decir verdad, propon
cionafmente {nderiorn. La Dineccidn General de Sanidad Vegetal, en su
manual de plaguicidas para 1982, autoriza el uso de formubaciones co--
merediakes a base de B. thuringlensis, para el control de algunos Lepd-

dépternos imporntantes en diversos cultivos (Tabla 111); Los anteceden--

tes de sus resubtados, sin embargo, no se conocen con certidumbne.

~ Es claro entonces, qﬁe el conbwf. microbial en México esid Lefos
todavia, de una activa participacibn en Los programas de control inte-
gnado que, pon su cardcter ecoldgico, ae Les ha mostrado buen interés
pofn Las au_/toful_dadu. de agricultura. Una buena medida para Ampulsar La

1{1&20.“& Laboratornio de Microbiologla Indusirial y Suefo; F.C.B., - -
AN L,



Tabla 111. Plagas agrnfcolas para Las cuafes La Direcedibn General de Sa-

nidad Vegetal autoniza el uso de formulaciones comerciales, a base de -

Los prineipiod activos de Bacillus thuringiensis Berfinmer.

.

Nombre cientlfico

da mm- Cultivos.

Trichoplusia ni Babeoli, calabacita, col, coliffor, jitoma-
Ze, Lechuga, melén, pepino, sandfa; algodo-
nero, cdntamo, soya y tabaco.

Piernis rapae

Pienis protodice

Leptophobia aripa

Plutella xylostella

Manduca sexta

M. quinquemacutata

Spodoptena exigua

Pseudoplusia includens

Heliothis zea

Colias ewrytheme

Heliothis vinescens

Col y coliflon.

Col.

Jitomate.

Lechuga.

Soya.

Alfatfa.

Tabaco.
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Anvestigacibn, no 8680 en La patologia de insectos y control microbial,
4.4in0 en cualquien otho campo de estudio, es el desarroflo de proyectos
de inuudgacCGn y La fonmacidn de especialistas; considerando, desde
Luego, La nealidad que vive el pais y discernin sus priornidades subs--
tanciakes teecnolfgicas y socioecombmicas. La intencibn indagatonia -
porn ELEa misma, dispersa y sin una planificacién global y congruente,
no Lognand desarrollan La infraestructura adecuada para ef avance cien
2igico y tecnolbgico que se nequiere, por el contrario todo uﬁue)r.zo‘ a
Lo sumo, mientras se siga haciendo de esta manera, se perderd {nmenso
en La complefja problemitica de La planeacién nacional, que influye - -
Anexorablemente en La estrueclura y actividad cientifica.

2.2. Bacillus thurningiensis Bealiner y contrnol microbial.

2.2.1. Descubrimiento.

Tshiwata aisls en 1901 a B. thuringiensis de Larvas enfermas de -

Bombyx mond (L.); ésto es Lo que, con toda propiedad, agirman muchos -

autones, grnacias al trabajo que Aokl y Chigasakl publicaron en 1915 y
en el cual realizaron una detallada descrnipeibn det aislamiento de - -
lshiwata, para el que propusiernon el nombre de Baciflus sotto (Ish.}.

De alglin valor fueron, sin embargo, Las observaciones hechas ya por el
propio Ishiwata durante 1905 y 1906, acerca de que La actividad patogé
nica parecfa exclusiva de £os cultivos viefos bien esporwlados (Aoki y

Chigasaki, 1915). Lo mismo no puede ser dicho def estudio sobre Baci-
L2us bombycis (Auctt.), realizado por Pasteur durante Los aros de 1870,

aunque existe £a duda de 84 se trataba o no de una bacteria eristallfe
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ha, pues en ambos casos se indagaron Las causas de La fLachernia del -
mismo insecto (Glaser, 1925; Steinhaus, 1945; 1949 y Nowris, et al., -
1981). Benliner aisfb en 1911 un bacilo esporulado de Larvas enfermas
de Anagasta (=Ephestia) Kuehniella (ZefL.), al cual identifid6 en 1915

como una nueva especie y dib el nombre de B. thuningiensis, que hoy se

neconoce como especie Ltipo.
_ La similitud entre Los aistomientos de Ishiwata y Berliner fue -
adverntida por Toumanofd y Vago, quienes separaron del gusano de seda,

B. moni, una bacteria gormadora de esporas, refaciondndofa taxondmica-

mente con Las obtenidas pon aquellos investigadores y denomindndofa co

mo una variedad de Bacillus cereus (Frank. y Frank.), de tal fonma - -

que, de acuerdo con Los cientificos franceses, el alstamiento de Tshi
wata debiena sen B. cereus var. sotfo, el obtenido pon Berliner var. -

thmngicmu y el de &LLos varn, alestl (Toumancff y Vago, 1951 y Tou-

manc{f & LeCorrnoler, 1959). Esta propo_sicibn fue mds tfande obfeto de
extensas discusiones para establecer el nombre especifico oficial, c§.,
Heimpel y Angus (1963) y Lysenko (1963). Independientemente de Las -
divergencias de opinibn con nespecto a este punto, pues afortunadamen-

te no ha sido una condicibn 4iné qua non para ef desarrwoflo de este en

Lomopallgeno, se reconocenen el presente, treinta variedades clasifica

"das dentro de La especie ampliamente aceptada de B. thuningiensis, pho

puesta pon Heimpel y Angus en 1958 como La especie principal; un regdis
o de sus aislamientos se proporciona en £a tabla 1V (Hedimpel y Angus
1963 y U.S.D.A., 1982),
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2,2.2, TIdentificacibn.

2.2,2.1. Consideraciones generales sobre La denominacién de B. Zhurin-
giensis.- Si Hedmpel y Angus encontraban, en 1963 ef nombre de Baci--
2Rus thuingiensis muy arvaigado en £a Literatura, en nuestrnos dias -

tas publicaciones nelacionadas con esta especie son incaleubables. -
S.in embargo, todavfa con alguna Mea't.tenc.ia, su decisibn de considerar
a esie bacilo como una especie independiente de B. cereus, Ltomando co
mo caracterlstica distintiva su produccibn de cristales y su patogeni-
cidad a {nsectos, es puesta en tela de fuicio por varios autones - - -
(Knieg, 1981 y Buchanan 8§ Gibbons, 1974]).

Tratarn de aclaran 84 tal decisibn fue o no acentada, estd fuera -
de £08 propbésitos de este escnito, ademis de La falta de pofestad s0--
bre ef tema; porn otno Lado, sernfa §itil enunciarn Asdmplemente fas pro--
piedades y caracterisficas conocidas de fa especie, pues equivaldria a
La cémoda tarea de transcribin informacibn ul supra sin analizarka con
sentido enltico. Mencidn aparte mernece fa cuestibn acerca de La wiili
dad de hacen tal aclanacibn, pues aunque ef Manual de bacterniclogia -
determinativa de Bergey, La mixima autornidad taxondmica en Amérnica, -

objeta en su octava edicifn a B, thuringiensis como especie, La seroiti

pificacibn es retenida como método suplementarnio de clasificacidn y se
han hecho sugerencias para que se £2s conceda ef nango db variedad - -
(Buchanan y Gibbons, 1974 y de Ba)c_f:ac, 1981). Es obvio entonces, que
takes decisioves conciernen a taxénomos; empero dependen de un conocd-
mniento claro del obfeto y porn €LLo es Lmdmnxa el andlisis de Los -
citenios adoptados porn Los cientlficos Lnvolucrados.
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ta disencibn se oniginf en e¢f sentido de 54 B. thuringiensis, re-

une caracterfsticas especificas suficientes para ser considerado como
tal o es tan s6Lo una variedad de B. cenreud. De esta aliima opiniGn,
La cual nona vez es apoyada en nuesdtros dias, fueron £os estudios de
Smith, Gordon y CMke (1946}, Toumanofd y Vago (1951}, Toumanof§ y -
LeCorrollen (1959), Lysenko (1963), Lysenko y Kucera (1971) e incluso
Krieg (1981). Este guupo de investigadones fundaments sus nazonamien-
208, en el hecho de que £as propiedades cultwrales y bioquimicas, asi
como algunas respuestas de sensibilidad, son paralefas en cepas de - -
B. cereus y B. thuringiensis y que Las caracterfsiicad crnistaliferas y

de patogenicidad a insectos, no bastaban para su distincién. ch. tabla
v, incluida por Knieg (1981), pone de mandifiesfo La similitud entre -~
esas bacternias; tambiln, Krnieg indict Las dificultades para obtenern -
una diferenciaciln convincente de Las mismas, entre Las que destaca fa
incidencia de mutantes acnistalifenos, La ocurrencia de Lipos no ento-
mopatogénicos cristaliferncs, La ocwirencia de autoagluiinantes y no -
aglutinantes que impiden La clasificacibn basada en Los antigenos H y
el paralelismo entre seroldipos H de Lineas cn,{'/sta;&tﬁmcu: Yy ho ernlstall

fenas.

Estas altimas observaciones, han sido corrnoboradas necientemente.
por vandios investigadores, entrhe &€LLos: Ohba y Adlzawa (1978), quienes
aislaron bacilos acristallferos que reaccionaron en un 13.8% de Los ca

405, con antisueno H de B, thwilngiensdis e incluso, notaron que esias

fonmas acnistaliferas H aglutinantes se encontraron disirnibuidas en el
ambiente, con mayor grecuencia que £as fonwmadoras de esporas cristali-

feras. Penlak, Mendelshon y Thoane (1979), adislaron del suelo un fago,



Tabla V. Caracteristicas diferenciales del grupo de especies connres--

pand,éer;te,a a La subdivisién TA del géneno Bac‘xﬂm.'

3
S
Canactern {es) RE 3§ 3 g
‘% 3 % 3 3 3 ~§ % &
SHEIEEIE gl 8
Cuenrpo paraspondl - + + - -
Flagelos + + + = d
Chpsula - - - +2 +3
Producedisn de Acetoina + + # + a
Acido a parntirn de manitol - - - . +
Amilasa ¥ + — + P
Proteinasa + + + + d
Hemdilisina + + + - -
Fos folipasa + + + + %
Crecimiento anaendbico en agar + + + + -
Sensibilidad a¥-fagia - - - s .
Sens.ibilidad a Lisonzima - - - - +
Sens.ibilidad a Penicilina G - - = + =

"Fuente: Knieg, 1981.

“Negativo en caracter/reaccibn.
dReacc,c:oneA diferenciales.

*Positivo en caracten/reaceibn.
Zonoducido en agan-bicarbonato bajo CO,.

3Ph.oduc4'.do en agan glucosa.
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TP-13, Ainducton de La formacién de espornas y crnistales en el bacilo y -
aunque no deferminaron 208 mecanismos de convernsidn, presentaron prue-
bas de su transduccibn hasta un nitmo de 1078 y 107°.  Cuando €sto su-
cede, es i{mportaniteivolver La atencibn ados atrds; cuando Lysenko - -
[1963), en su pubficacibn sobre taxonomia de bacternias entomopatégenas,
serala: "...una especie debe ser definida por un complefo y cornrelacidn
de todas sus propiedades, de tal {fonma que no L{mporta 84 un rasgo par-
ticuban se piende o0 es atipico...", método del cual reconocis su digi-
cultad y costo en ese entonces, no obstante ésto 2,6’ Lo nacome:;tdado pon

el manual de Bengey, desde sus primernas ediciones,

Jacobs y Gerstein (1960), Heimpel y Angus [1963), Nornis y Burges
(1965) y de Banjac (1981), nepresentan £a contraposicién al erniterio -
antendion; nespaldada porn una intensa actividad cientifica, en £a cual
se enduentran involucrados una gran cantidad de Ainvestigadones en el -

mundo, que reconocen a B. thuringiensis como una especie aparte. Los

altimos cinco, particularmente, son autores de Los métodos para La de-
terminacién de subespecies de este bacifo, £0s cuales consisien en Las
neacciones biogquimicas propuestas porn Hedmpel y Angus en 1958; Las téc
nicas inmmunclbgicas desarrolladas por Bonnefodl & de Barjac en 1963; de
Barjac § Bonnefol en 1962 y el andlisis efectrofonbtico de esterasas -
dugerido por Nownis en 1964 (Dulmage, 1979 y de Barjac y Bonnefod, - -
1973). En opindién de Heimpel y Angus (1963), La propiedad cristallfe-
ra y patogenicidad a insectos, constituyen caracteristicas suficientes
para considerarn Los bacilos fommadores de cristal como una especie - -

aparte de B. cefeus y €sie es ef consenso que se sigue hasia el presen
-te-.
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2.2,2.2. Posicdibn taxonbmica de Bacillus thuiingiensis Berlinern.-

Con excepcidn del orden y suborden , obtenidos de Brneed, Murnay y - -
Hitchens (1948), el sigulente ftaxdn es el que aparece en La octava edi
cibn del manual de Bergey, de Buchanan y Gibbons (1974).

Redino Procaryotae.
Division 11 Procariotes indiferentes a La fuz.
Clase 1 - Bacterian. Pantes 2-17.
Pante 15 Bacifos y cocod foxrmadores de endosponas,
Orden 1 Eubacteniates.
Suborden 1 Eubacteriineae,
Familia 1 Bacillaceae.
Géneno 1 Bacillus (Cohn, 1872).
Especie thuiingiensis (Berlinen, 1911).

2.2,2,3, Generatidades de La familia Bacillaceae.- De acuendo con Bu-
chanan y Gibbons (1974), existen cuatho c.a)LacJ:e)t,Cas1‘,(0.:::,5i bdsicas que -~
neunen £os miembros de La familia Bacilflaceae, &stas son: a) fa capacy
dad de éomm endosporas, b) el contenido de guanina y citosina. (G+C)

en La molécula de ADN, varla dentro de un rango de 32 a 62 moles % pa-
ha Bacillus y de 23 a 43 para Clostridium, c) La presencia de dcido -~

diaminopimélico en el peptidoglicbgeno de fa pared celular y d) La Lin-
cidencia de fonmadores atipicos de endosporas. Otras caracteristicas

bacterniolbgicas se pueden agrwpar de La siguiente gorma:
4 ) Reaccibn de Gram., Positiva.

LL) -Maftﬁotogf.a. Céetulas en forvm de bastén; en un 8680 género esféni



26

cas. No producen micelio; sus endosporas, a diferencia de Las células
vegetativas, son mds nefractivas, menos susceptibles a feainse, mids re
sdstentes al calorn y otnos agentes destructivos y contienen 5"a 15% de
peso seco de deido dipicolinico. Presentan ademfs una celda central o
coluazr?n, encervnada por una corteza de naturaleza peptidoglicogénica, -
mds una cubiernta esponal externa conocida como exosporio. Pueden sen
méviles, con glagelos Laterales o perfirnicos, 0 no méviled.

i) Fisdologla. Aerbbicos, facultativos o anaersbicos.

Aungue se reconocen ampliamente cinco génerocs dentro de Bacilla--
cede, Nontis, et al (1981) condideran uno mds, el género Thermoactino-

myces, propuesio por Cross y Unsworth ese mismo afio; a continuacibn se
descnibe una LLave para Los miembros de esta familia, obtenida de Bu--
chanan y Gibbons (1974) y La publicacibn de Nonrnis, et al (1987).

Ceaves para Los génenos de fa familia Bacillaceae:

T . Células en fprma de bastén.
‘A, Aenbbicos o facultatives, normalmente productones de catalasa.
. . Género 1 ' Bacillus
B. Microaerogllicos, no productores de catalasa.
Género 11 Sporolactobaciflus

C. Anaerdb.icos. :
1.. No neductores de sulfato a sulfifa.
Génerno 111 Clostnidium
2, Reductores de sulfato a sulfito.
Gnero TV Desul fotomaculum
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11 . Células esférnicas en paguefes,

Géneno V  Sporosarcina

111, Cétulas en forma de hifas.

Génerno VI Thewmoacitinomyces

2.2,2.4. Carnacteristicas del género Bacillus.- Con el mismo eriterio -
descndptivo utilizado pana Los rasgos de La famifia, se agrupan a con-
Ltinuacidn Las carnacteristicas generales de Baci{flus:

£ ) Reaccibn de Gram, Positiva o 36L0 positiva en sus fases indciales

de crecimiento; o negativa.

Al ) Morfologia. Células vegelativas en forwma de bastén, nectas o ca-
84 nectas con 0,3 a 2.2 X de ancho y 1.2 a 7.0 M de Longitud. La ma
yornla mbviles con glagelos perltnicos, Lipicamente Laterales. Una en-

dospora por célula.

AiL) Fisdiologia. Son organismos quimio-organotnbgicos; ef metabolismo
de sus células vegetativas es nespiratornio, fermentative o ambos, wti-
Lizando varnios sustratos ongdnicos. En el metabolismo nespinatonio, -
el electrndn acepfon terminal es oxigeno molecular, aunque en algunas -
especies es sustituido por nitrhato; salvo algunas excepciones son pro-
ductones de catalasa. Algunas Lineas estudiadas, estrictamente aero--
bias o anaerobias facultativas, han awojado nesultados de G+C del ADN
que van desde 32 hasta 62 moles $. La esporulacibn no es suprimida -~

por exposicibn al ainre.

Breed, Mwiriay y Smith, citados pon Knieg (1981), presentaron en -
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Au séptima edicidn del manual de Bergey, una separacién de Baciflus en
dos divisiones; La 1 con veintidbs especies y La 11 con veintiséis me-
nos neconocldas. La divisién 1, a su vez, es separada en subdivisdio--
nes IA y 1B, cuyos principales representantes son B. cereus y B. subti

Lis, nespectivamente. B. thuringlfensis estd comprendida en La divi---

si6n 1 y subdivisibn TA, de Las cuales se mencionan enseguida sus ca--

nactentsaticas genénicas (Knieg, 1981).

a) Divisdién 1.
a.l. Células vegetativas Gram-positivas,

a.2. Monfologia. Esponas de forma elipsoidat a cilindrica, con una
delgada pared esporal cublerta por dos capas: el endo y ef exospo--
nio. Las esporas Lienen una posicién central a terminal en un espg

rangio no siempnre hinchado.

a.3. Fisdiologla. Son productores de dcido, pero no de gas, a par~-
tin de carbohidnatos. UDescomponen 4Las protelfnas oniginando amonia;
son formadones de catalasa y crecen aerbbicamente en peptona-glfuco-

sa- agar.

b) Subdivisdibn 1A,
b,1, Monfologla., EL difmetro de Las células vegetativas es mayon -
de 0.9 M ,

b.2. FisdoLogla. Las especies de £a subdivisibn 1A domparten algu~-
nas caractenfsticas bioqulmicas; La tabla V¥muestra Las neacciones
de estas especies, También Przyborowski en 1964 y Yamanna 8 Jones
en 1961, citados por Krieg (1981), demostraron una relacibn intesres
peclfica para antigenos de Las esporas de Los miembros de este gru-

po.

»
Supra, pdg. 23.
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2.2.2.5, Caractentsticas parnticularnes de Bacilllus thuringiensis Bernli-

new.- Sus células vegetativas son de 1.0 a 1.2 # de ancho y 3 a 5 M
de fongitud; La mayonla de Las cepas son mbviles en Las fases inicia~-
Les de su crnecimiento, con flagelos perftrnicos (Dulmage, 1979). Son -
productoras de un cuerpo parasporal, algunas veces dos, con un didme--
o de Ca. 1M,

Parnte de su gisiologla estd dada por Ras neacciones bioquimicas,
que Buchanan y Gibbons (1974) propusieron para ésta edpecie y que se ~
indican en La tabla VI, en La que se afadieron Las nrespuestas de £a -
cepa GM-1 estudiada pon Maldonado (1981),

2.2.2.6. Canactentisticas subespeclficas de Bacillus thuringiensis.- -

La base de una diferenciacién varnietal o subespecliica, estd dada pon

La efecucddn e interpretfacdibn de thes pruebas fundamentales, Estas son
a) neacciones bioquimicas, propuesias porn Heimpel y Angus en 1958 y mo
dificadas por Krieg en 1961 (Heimpel y Angus, 1963), b} serologla gla~-
gelan, sugenida por de Barjac y Bonnefodl en 19462 (De Barjac y Bonnedod,
1973) y c) electrofonesis de esterasas, propuesta porn Nonnis en 1964 -

{Nowiis y Burges, 1965).

De acuendo con estos trhes métodos, de Barfac (1981) publicd una -
LLave detexminativa en La cual descnibil quince serotipos y actualmen-
te se reconocen veintlocho serovares, nesultado de vednte serotipos -

distintos® identigicados bafo el sistema de de Barjac (U.S. Dept. Agnr.,

“Supna, pdg. 19



'l_'ab&a. VI, Pruebas bioquimicas descrnitas en el Manual de Bergey para -

8. thuningiensis y neaccidn de 2a cepa GM-1 a 622as.”

Producto de £a aceddn

Reaceibn B. thurningfensis GM-1
. 4obre glucosa. ... ... T .. .
Acido + +
Gas - -
Acetolna + ' +
Catalasa & ¥
Hidrolisis del afmidbn + +
Hidnslisis de La casefna + -*
Crecimiento en. agar-dextrosa-Saboraud
con 7% de NaCk., * -*
Acido de a):ﬁbino&d, x{losa ¥y manitol - -
Reduceisn de NO'; a NOE + +
Alhali en agat sales de eitrato + -*

ruente: Matdonado (1981).

*Resultado de una sola observacidn, no coincidentes.
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1982). Pon dLtimo, otnas caracternisticas que han sido propuestas son:
el cnistal tipo (Knywienczyk, 1977), bacteriofagia y distrnibucibn geo-
grifica (Nowrnis y Bunges, 1965), nango de hobpe_de}r.a y produccibn de ~
toxinas (Heimpel y Angus, 1963); de €LLas, el crnistal tipo es el mis -
valioso y factible de estudio pon su relatividad toxicolbgica, como se
demuestra en el estudio de Knywiehczyk, et al (1981), en el que La ~ -
senologla del crnistal pudo detectan 2 tipos de vrnistal dentrno de un -~
mismo serotipo, Yy €sto fue conginmado por una actividad i{nsecticida di
ferencial.

2.2.2.7. B. thuringiensis GM-1.- Algunas caracteristicas bacteriols--

gicas de La cepa GM-1, fuenon descrnitas porn primera vez porn Maldonade
(1981). Se trnata de un bacilo que forma una endosporna ovoide en poai-
cibn subterminal y un cristal bipinamidal con 0.6 M de dncho y 1.6 M
de fongitud. Las colonias, en agan nutnitivo, tienden a sen -cincula--
nes con bondes ondufados, colorn crema, ain pigmentos y de consisten--
cla un tanto seca. Con respecto a sus caracternfsticas bioguimicas, -
Maldonado estudif Las neacciones de esta cepa en once pruebas, sugeri-
das por de Barjac y Bonnefoi en 1973 para Las vardiedades alizawai y ken
yae y encontnd bastante similitud con ambas, sobne todo €ata d€tima.
Pruebas bioquimicas necientes nevelaron nuevamente que fa GM-1 reaccdo
na Lguak que La var. keényae, 8in embargo, cuando se estudid su serolo-
gia, 4e¢ pudo determinan que correspondid al serotipo vedinte de La van,

colmerni (Barba® comunicacibn personal) .

*Tesista deﬁ Laboratornio de Micrnobiologfa Industrial y def Suels, - -
F.C.B., U.AN.L.
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2.2.3. Naturaleza entomopatogénica.

2.2.3.1, Distrnibucidn, habitat y nicho ecolégico.

Con excepeidn de £a variedad aizawa obtenida porn Alzawa en 1961,
def polvo de una granja senicicola, todos Los aislamientos hasia 1976,
fuenon reporntadon en Larvas enfenmas de Lepidbpteros y esto hizo supo-
ner hasta entonces, que el habitat de B. thuringiedsis estaba circuns-

cnito a Los sitios de neproduccién de insectos, inducida o Lneddental,
Y que su nicho ecolfgico erd esencialmente, el producin bacteremias a
Lepidbptencs inmaduros. Porn sitios de neproduccién inducida, se com--
prenden Los insectarios de granfas de fa indusirnia de £a seda y fabora
torios reproductones de Larvas de plagas agricolas; mientras que un -
- centro de reproduccibn incidental, se considera al desarrcllo de Lan--
vas almacenadas involuntariamente con Los productos de cosecha.

Sin embargo La presencia delf bacilo en estos Luganes, no explica-
ba satisfactoriamente su nicho; pues aunque se puede seialar que cum--
plen en general, con el trnidngulo requerido para el desanrollo epizoo-
tlofbgico: hospedeno suscepltible, condiciones ambientales apropiadas y
un inbeulo virntualmente patégeno; son contados Los nepontes de La apa-
nicién de veadadenas epizootias, tales como aquéllas observadas pon ~-
Kurnstak en 1962, Vago y Kurstak en 1965 y Bunrges en 1963 (Burges & Max
Zouret, 1971 y Faleon, 1971). Por el contrarnio son mds frecuentes fLas
e.nzooﬁa,a, como Lo sugienen Los nepontes sobnre incidencias bajas de -

B. thuningiensis agectando poblaciones de B, moni, P. gossypiella, -

Ephestia cautefla (L.), Galleria méllonella (L.}, A, Kuehniella, Plute

L2a macubipenndis (Curntia), ond):a Anténpunctella (Hubnen) y Pyraldis -
farninalis L. (Dubmge 8§ Alzawa, 1982).
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A Lo anterfor es dmportante agregar que, dunque £os esiudios de -
Ohba y Aizawa (1978) y Ohba, Alzawa y Fwwsawa (1979}, revelan una es-
trhecha nelacibn entre Las dneas serniclcolas y B. thuringlensis, éste -

nona vez se conviente en problema para £a produceién; Lo mismo suele - .
suceden con el desarnoblo de insectos de Los Laboratornios de enia mass
va, adn cuando se han criado especies Ltan susceptibles como Ephestia -.

elutella (Hubnen), E. caitella y G. melfonella, suprimiéndose toda cla

se de medidas para impedin apizootias porn B. thuringiensdis, tales como

Las desinfecciones con formalina necomendada por Takasu, Alzawa y cofa
boradones (Dulmage y Alzawd, 1982) y a Las cuales se atnibufa toda La

actividad arutéztéoﬂJcha en B, mori; hipbtesis que fue puesta e.n duda,
cuando Aizawa (1971) demostns £4 independencia entre fa presencia del

bacilo y La incidencia dé dafio en su hospedero. Una explicacién mis -
aceptada ahora, sobre el cardeter enzootico y eventual de B. thurin---
giensdis, es La que se relaciona con su forwma de thansmisidn; La necesd
dad de sen ingenido, en sus formas de espora y cristal, es precisamen-

te La que hace a B. thuringiensis compontarse como un producto t6xico

y natuwwalmente como un onngAma Aneficlente parna diseminarnse (Bunges,
1973; citado pon Dulmage y Adzawa, 1982). Pon otra parte, a pesar de
que. de acuerdo con Burgenfon 8 Martounet (1971), y Dulmage & Adlzawa -
(1982), B. thuringiensis casi nunca piovoca epLizootias en La naturafe-

za, estudios necientes han nevelfado que su disitnibucidn es quizd tan -
amplia coro el habitat dado pon Breed, Murvray y Hitchens (1948), Ja---
cobs y Genstedin (1960) y Knieg (1981), para £os miembros def género.

Ohba y Alzawa (1981) y Ohba et al {1981), en sus inspecciones de sue--

Los de dreas seniclcolas, descubrienon trnes nuevos senociipos®; Delucea,

*Supra. pdg. 20.
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Simonson y Larson (1981), en dos afios de exploraciones en suelos de -

agroecosisiemas no tratados con B. thuringlensis, encontraron alguna -

proponeibn del bacilo; 16.8% de 95 suelos analizados y tan 86Lo b,543

de 46,353 adisfamientos. A pesar de que podrfa suponerse a priornd, que
esta bacteria constituye una cantidad insignificante del complefo mi--
crobial de Los suelos, Lo ciento es que se requiere {ndagar aln mis en
este habitat antes inexplorado.

Otrnas L{nvestigaciones importantes han sldo Las realizadas porn - -
Delucca, Palmgrnen y CLegler [1982), quienes neportan incidencias de -

hasta 55% de B. thuiingliensis, en muestras de polvo en tolvas y sinfi-

nes para ghancsd Y 30% en e polvo aéreo de Los mismos sAltios; asi co-
mo el valioso aisfamiento de Goldberg y Mangalii en 1977, obtenido de
una muestra del suelo de un crladero de mosquitos, Ldentificado, bajo
el &istema de de Barjfac, como serovan 14, Lsn., Esta subespecie mostis
una elevada toxicidad en Chironomus crassicaudatus Malloch., C. deco--

rus Johannsen, Aedes aegypti (L.) y Culex guinquefasciatus Say y en La

actualidad es el principio activo de un producto comerncial recomendado
ampliamente parna mosquitos (de Banjac, 1981 e Ignoffo, et af, 1981).

En nebumen, Los detimos descubrimientos demuestran, al menos par-

clalmente, que B, thuringliensis es un onganismo mucho mds ubicuo de Lo

que,todavia, se consideraba durante pante de La década de 1970; mien--
trhas que su nicho como patfgenc de Lepidfpternos y de algunos coledpte-
nos e himenbpternos, es mds propio neconocern La clasificacidn de Heim--
pel y Angus (1963) y Krnieg (1981), quienes Lo seralan como paiégeno -
obligado o facultativo, este dttimo con hospedernos inespecificos.
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2.2.3.2.Rango de hospederos.

Tnichoplusia ni (Hubner) ha sido pon mds de diez afics, el efemplo

mis conocido de control de una plaga en cultivos hontlcolas con B. thu
ringiensis; otnos Lepidépteros combatidos con frecuencia son H. vire--
scens, Manduca sexta (Johannsen), Piendis brassicae {L.) y P. rapae, Lo

mismo que afgunad plagas forestales como Hyphantria cunea {(Dwuny), - -

Lymantria dispar (L.), Orgya pseéudotsugata {McDunnough) y Choristoneu-

ra fumiferana {Clemens)., Estos son Los casos mds impontantes, sobre. -
La utilidad prndetica de fonmubaciones comerciales a base de La delta-

endotoxina y ubom de La cépa HD-1, serovar 3a3b hur, onistal tipo -
K-1 de esta bacteria (Dulmage y Adlzawa, 1982); no obstante, Knieg =~ -
(1981) nepontd un total de treinta y cinco Lepidfptercs, que son con--
trnolados en palses cormo Alemania, Estados Unidos, Francdia y £a Unifn -
Sovibtica, A fodo €LLo, aflo falta agregar el uso del serovar 14 isn,
para ef contrnol de varnias especies de mosquitos de Los génenos Aedes,

Anophefes y Culex, asl como su probada toxicidad en otros diptencs de.

L0s génenos Chinonomus, Diamessa y Simulium (Ignodfo, et al, 1981 y -

Dufmage, ef al, 19871).

Existe ademds una ghan cantidad de nepontes scbre €a actividad de
edte bacilo, con La dnica particularidoad de que, en su mayon propor---
clbn 4¢ thata de estudios nealizados bajo condiciones de Laboratonio,
en £os que en algunosd casosd pudiera estan involucrado othe prineipio -
téxico, ajeno al complefo espora-cristal, v.gr.: La beta-exotoxina ¢ -

thuningiensin®. Asf,porn ejemplo, Burgerjon y Mantournet (1971) nesumie

“Infra, pdg. 38; inclso b.
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non que alrededonr de cuatrocientas especies de artrbpodes, moasthaban

alguna susceptibilidad a B. thuringiensis, clasificando algunos casos

como: a) especies sensitivas al onlatal solo (principalmente Lepiddpte
nos), b) La aceibn combinada de esporas y cristales (clertos Lepdidbpte
nod), c) sokamente a Las esporas (Lepidbpitenocs e himenbpternos) y d) a
exotoxinas presentes en preparnaciones bactenianas (muchas especies de
Los Gndenes antenionres y varios mids, incluso fuerna de fa clase Insec--

Zal.

Knieg y Langenbruch (1981), nealizaron una extensa nevisifin sobne

La AuAc?.}otébL&dad a B. ihuﬁjngieﬁéu en antnbpodos, a Los que agrupb

en thes secciones de acuendo con ol o Los princdipios involucrados: 354
especied susceptibles al complejfo ubom-mm, 53 a La beta-exotoxi
na y 16 a formulaciones de c,éjoo)uu y cnistales, en Las que probablemen
Te estuvo presente La beta-exotoxina. De estos grupos se pueden reu--
nin adba de 380 e.a}aecieA distintas, con alguna susceptibilidad preba
da, en camba o en Laboratonio, hacia alguna de Las thes variantes acti

vas de B, athu):,c‘.ngi.o.naa.' De esta detima cifra, unas 270 son Lepddbpte

nasd, 50 son dipternas y 20 héme.nd}otuaz;; el nesato Lo comprenden espe--~
cies de Los Sndenes A}ahani.:nzteﬂa, Coleoptera, lsoptera, Mallophaga, On-
thojo'tma Y Tfu‘.cholptem ,l otnos fuera de La clase Indecta como Acard y -
Crwstacea e 4incfuso fuera def Phyllum Anthnopoda como OLigochaeta y -
Nematoda.,

Coma se adviente, existe alguna simifitud entne Los Tnabajos de -
Krnieg 8 Langenbruch y Bungerjon 8 Martounet; esfos dLtimos, adn emban-

go, efectuanon au hevisdidén trnatando de esatablecen una netacddn, entrne
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el especino de actividad de B. thuringiensis ¢y alguna caracterlfstica que

Lo identificara. AsL encontraron que diferentes LLneas exhibfan diversos
grados de actividad entomopatogénica; positerionmente con La int)wducc.{dn
de La senolipificacilfn, obseraron que distintas LELneas pertenecientes -
al mismo derotipo H, mostraban una actividad especffica, como &L se tra-
torna de diferentes serotipos. Dulmage et al. (1981] publicaron Los avan-
ces de un extenso estudio sobre este mismo tema, dentro de un programa -
cooperative internacional y onientado a determinan el espectro de activi
dad de B. thuringiensis. Este proyeclo se fundamenta en que para enten--

der el espectro de aceidn de este entomopatfigeno, se tienen que estudian
muchos aislamientos distintos, serotipificarlos y ensayarlfos contra una
amplia varniedad de insectos.

2.2.3.3. Bacillus thuringiensis Berliner como fuente de Loxinas.

Son al menos cuatrno Los principlos tlxicos, experimentalmente compro
bados, producidos por Las variedades de B. thuringiensis. Heimpel propu-

40 en 1967 una clasificacibn semejante a aquélla, en La que se emplea el
cniterio de su Localizacibn anatbmica para denominarlos; esta nomenclatu
ra send parncialmente utilizada para Las toxinas de esta bactenia, excep-
1o para el factor-malbfaga®, concepto sugerido por Dulmage et af. (1981)
para el principio activo en pilojos del ganade, nreporntado por Gingrich --
et al. en 1974 (Gingrich y Haufler, 1978).

]
Traducido del inglés "Louse facton” en base a que el onden Mallophaga,
se conocce generalmente como piofos masticadores.
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Aunque se encuentrhan en fa Litenatunra neportes de otrnos productos

de B. thuwungiensis, e.g. La gamma-exotoxina, enunciada por Heimpel --

1967; Las proteasas, pox Buchern en 1960 e incluso, La pobibiﬁidad de -
antibiosis estudiada por Vankovd en 1957, no existen estudios que con
finmen su parnticipacibn en La patogénesis de hospedenros susceptibles -
(Lysenko y Kucera, 1971). Pon Lo tanto, 8680 sendn tratados La o y -

f -exotoxinas, La delta-endotoxina y el gactor-moldfaga.

a) Alfa-exotfoxina. Fue Ldentigicada pon Toumanoff en 1953 como Lecitd
nasa-C; es producdida también pon B. cereus, sofuble en agua, tenmoLd- -
bil y de actividad enzimdtica y estructural. Aunque ha probado sen 2§
Xica en clentos insectos, e.g. Lepidbptenos, es £a menos estudiada de
bido quizd a que no tiene una actividad consdistente (Lysenko y Kucena,

1971 y Dulmage et af., 1981).

b) Beta-exotfoxina. En Lo sucesivo, el nombre de B-excioxina send sus
titulido pon el de thuringlensin, a sugenencia def cuendo adoptade pet
Anvestigadones amenicancs, checoslovacos y franceses, en base a que Su
neconocimeento como una estructuwra andloga del ATP, ne ccarespende ei
caracten y e{ecto a una exofoxina (Sebesta et af.). EL thurningiensin
es sotuble en agua, Ternmoestable y de bajo peso moleculan; fue neponta
do pon McConnelf y Richands en 1959, quienes demostraron que Aobrena--
aplicados pon Lnyeceibn. Buagerjon y de Banjac en 1960, Hall y Anaka-
wa en 1959 y Briggs en 1960, neprotaron también este princdpio aciivo,
el cual recibi6 calificativos como el facton de MeConnell y Richanrds,
Loxina tenmoestable y facton-diptena®, entre Los mds conocidos (Bond -
et ak., 1971; Dulmage et al., 1981 y Sebesta et al., 19&1)

¥ Trnaducido del ingfés "4Ly-facton” bajo el mismo critenio adoptade an
Lenionmente, cf. pdg. 37. ’
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Bond et af. (1971) y Sebesta et af. [(1981), revisaxcn -
ampliamente Las caractenisiticas y propledades quimicas del -
thurningdiensin; Farkas y colaboradones, propusdicron en 1969 -
su §6amula estructural y Pais y de Barfac establecieron en -
1974 su f6rmuka sintétical C22H32N5019P.3H20. De Barfac v --
Dedonden, en 1965 y 1968, purificaron e Lidentificaron af thu
ninglensin como un nucledtido de adenina y algunos andlogos
han sido sintetizados necientemente (Sebesta et af., 1981).

EL fhuringdlensdin es, ademds, altamente Lnespecifico; ma
ta especies de Los Ondenes lepidoptera, Diptera, Cofeoptenra,
Hymenoptera, Isoptera y Onthoptera. EL princdipal signo de su
accdibn, es gue a dosds subletales produce anonmafidaaes o --
cambtos tenatolbgicos, durante el desannollo de Los indectos.
Su generalizada toxicidad afecta también a mamifencs, en fLos
que inhibe La biosintesis del ARN, .intennumpiendo La transfe
nencia de informaciédn gené€itica. Estos nasgos han nestrdingui-
do sus posivifidades de uso, afl menos en ef presente; aunque
existen antecedentes de que ha sideo utillzado ampliamente en
Pa Unibn Soviética (Knieg § langenbruch, 98! y Dulmage & --
A{zawa, 1981).,

tado pon Gingnich et af. en 1974, es alin de caractenisticas
quimicas y toxicolbgicas desconocidas. En varios bioensauos
produjo morntalidad en plofos masticadones de mamifencs, ta--
Les como Bovicola bovis (L.}, B. ovis (L.), B. Limbatus (Gen

vais) 4 B. crassipes y se obtuvo de fLa vaniedad khunstakdi, --

HD-1. Llos estudios de Gingnich, dentro del pregrama coopera

tivo de Pulmage y colabcradones®, sugienen que su actividad -
es algo complefa y al parecern se pueden Ldentifccan cuatrno t4i
pos de toxinas distintas, de acuendo con su espectrno de acti-
vidad ¢ tenrmonnesistencia (Dufmage et al, 1981).

* Supna, pda. 37, punto 2.2.3.7.
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e} Delta-endeloxina. Esta toxina nepnesenta el caso con--

trastante al thuninglensin; nreune caractenisticas Aingularn
mente opuestas; por ejemplo, aunque fue Lhdisrectamente re--
pontada por Lo menos cincuenta afios antes que Este, su esd--
thuctuna quimica no ha sido determinada del todo. Los "cul-
tivos viefos bien espornulados" nepontados porn Aori y Chiga-
sari (1915), connesponden en parte a Ros extractos produci-
dos en Ca actualidad; €sto es aln mds claro A4 se conside~-
nan Los filtrnados t6xicos oblenidos por Mitani y Watarad en
1916, de B. sotto Ish., (Heimpel y Angus, 1963). EL cuenpc
adicional nombrado "nesthorpen" pon Benlinen {1915) y Ma- -
ttés en 1927, es una descrnipcibn mds aproximada al cuenpo -
parnasporal o cnistal proteinico, hredescubiento y estudiado

por medio de microscoplfa electrabnica por Hannay en 1953 ( -
Cooksey, 1971; Hannay, 1953). Su espectro de actividad es -
nelativamente neducddo; es activa contra especies de Lepi--
doptena y Diptena, Lo que ha permitido su uso comencial con
sequridad ecolbgica por mds de vedinte arios (Bunges, [981).

2.2.4, EL crnistal panasponal y La toxina preteinica.

Los conceptos cuerpo panrasponrnal, cristal proteindco, -
toxina ¢ proteina cnistalifera, son sinénimos adecuados del
cristal producido porn Las Lineas de B. thunringiensis, duran
te su esporulacibn. Mientras que el concepto d-endotoxina,
cuya nomenclatura es crniticada porn Lysenro y Kucera (19711,
debe neservanse para La graccibn activa nelacionaaa con el
cnistal, que ademds resufta sen atdxice hasta no sen disuel-
to. Su solucifn mediante amonticuadones de pt, neductones -
alcalinos, &Lcalis y algunas enzimas, produce mollcufas de
distintes tamancs, unas téxdicas ¥ otras no, Sin embarao, la
toxicidad no es 86€o0 cuestidn de sclubilizacién, pues cuan-
do La toxina adsuelta con dLcali, se ha aplicade mediante -
{nyeccabn ha nesultado atéxica, pero netiene su toxdcadad o
nak (Dulmage y Adizawa, 1982).
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2.2,4.1. Quimica y estabilidad del cristal.- Hannay y -
Fitz-James postularon en. (955 La naturaleza proteinica del -
enistal; desde entonces, una sende de estudiosd sobre el con-
tenido de aminodeidos, en el cueapo parasporat de B. Zhurnin-
giensis, han 8ido nealizados pon divensos invesiigadores. -
Cooksey (1971) y Fast (1981) efectuaron sendas rnevisiones --
sobne Ra quimica del cnistal, en distintas vaniedades delf -
bacilo; en sus esiudios concluyernon que ningdn aminoficido a-
tipico fue detectado; que nada en RLa estructura primardia de
La protefna explica sus propiedades téxicas; que La metiondi-
na y La cistina son Los aminodcidos presentes en Las propch-
cLones mds reducidas; y que, aunque La nelacibn de Los puen-
tes de disulfuro con La insolubiliaad, es puesta en duda pon
Cooksey (1971), debido precisamente af bajo contendido de cis
tina, su papel en Ra estabilizacibn es muy probable, como Lo
sugdenen Ros estudlos de Young y Fitz-James, 1959 y Lecadet,
1966, 1967, 1970, citados pon Fast [1981), quienes demosira-
non que La adicidn de agentes reductores de disulfuro, dismi
nuyeron el pH nequenido pana disolucibn hasta dos unidades.
Ahona, aunque no ha sido neportado algin estudio sobre el pa
pel, el ndmeno o La Localizacibfn de Los puentes de disuljuno,
se acepta amplLiamente que ef cristal es mantendido unido, ponr
intensubunidades hidrnofbbicas de cadenas de disuf guno (Fast,
1981 y Burges, 1982).

La ausencia de una unibn covalente a La cadena protéica,
su Lndependencia a La toxicidad y Los contrastantes neporntes
sobrne su presencia en el cnistal, mantienen adn £a duda del
contenido de carnbohidratos en ef cuenpo parnasponral de B. thu
ningiensis |Cooksey, 1971 y Fast, 1981). Lo mismo parece o-
curnin con fas concentracioaes de Ca, Fe, Mg y S&, pues con
excepcdibén del neponte de Faust et af. en 1973, citados pen -
Fast {1981), no exdiste alguna otra evidenc{a de Asu presencia.

La masa del cnistal nepnesenta poco mds def 30% delf pe-
s0 seco def esporangio maduno; su peso mofecular fue calculc
do en 730,000 daftons pon Holmes y Monro en 1965 y se trata
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de un agnregado bipirnamidal, con moléculas polipeptidicas de
forma elipsoidal, con Longiiud y didmetro Ca. 15am y 5am, --
nespectivamente (Nonrn.is, 1971 y Fast, (981). No es Lnactiva-
do atn a temperaturas de 80°C por 20 minutos, ni PON exposL-
ciones superioned a una hora a La accibn dinecta de La Luz -
solan, aunque La toxina solubifizada es desnaturalizaaa pox
el calon (Watanabe, Tsutsud e Iwahana, 1967; Cantwell, 1967
y Cantwell y Franklin, 1966; citados por Prasad y Shethna,
1967). Hannay (1953) demostré que precipitantes de protefna,
como el deddo tndidcloracético y el clorurno de merncunilo, Lnac-
Livanon tanto a Los cnistlales como a £as proteinas disueltas
¥ que muchos de Los solventes onrgdnicos, tales como el clo-
rogormo, el metanof y La acetona, inactivaron a Las protei--
nad cnistalifenas disueltas.

2.2.4.2, Solubibidad, aistamiento y caractendzacibn de Ras -
subunidades t6xicas del cnistal.- Angus demostnb en 1956 que
Los cnistales inyectados en el hemocele de Larvas de B. moad
nesultaron inocuos; en base a esta obsernvacidn, sugirdid que

el crnistal es una protoxina que nquiane sen activada en el

intestino de Los 4Lnsectos (Prasad y Shethna, 19761. Desde en
tonces, el intenés de muchos Lnvestigadores se concentrl en

La o Las subundidades tblxicas del cristal. Sin embargo, La 4o
Lubilizacién del crnistal ha sido, por ELLa misma, el princd
pal obstdculo para Los quimicos, quienes deben tenen presen-
te ta netencibn de La estructura y La toxicidad de La mofécu
La o moléculas fundamentales. Esto rnequdiere que el cristal -
debe sen disuelto, s4in nompen Las cadenas covalentes & bilen

con el nompdmiento especifico en algunas de é8Las (Fast, - -
- 1,981). Distintos métodos de solubitizacibn, quimica o enzimd
tica, han sido utilaZados para La disofuciln de Loa cnista--
Les; entne ELL0os el uso de so0lucdones alcalinas de ditiotned
Lok, cistelra, unea, amentiguadones alecalinos de pH diluldos
Y fugos intestinales de Larnvas susceptibles {Cooksey,. [971).
Prasad ¢y Shethna {1976) nealizaron una sistemftica neviaibn

de Las investigaciones mds sobresalientes, acernca def adsta-
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miento e identificacibn de La subunidad téxica del cristal.

En sus observaciones nesumienon que La disolucibn ael cndis--
tal, produce subunidades protéicas de pesos moleculares que

van desde . 1,000 hasta 200,000 daltons, segtin ¢f método em- -
pleado, aunque algunas subunidades no fueron probadas en su

toxicidad.

Por otna pante, se ha observado que el wuso de sclucio--
nes alcalinas parna disolven £os cristales, con o sin agentes
neductores, ha afectado ta toxicidad de Las subunidades puo-
teinicas {Fast, [981). Y ha sido en base a este hallazgo, --
que mucho se ha avanzado en La quimica def cnistal en poco -
mds de un afo, toda vez que Huber y Luthy, citados pon Bur--
ges {1982), demostnaron en- 1981 que bafo cordiciones cuidado
samente controladas, se puede evitar el pH alcalino para fa
disolucibn de Los cnistales y activacidn de La endotoxina.
Asl, necdientemente se ha Logrado estavlecen que £a subunidad
elipsoidal, estd antegrada pon un gran nimero de cadenas pep
tidicas, entre Las cuales se Lidentifica una con un peso mole
culan de- 120,600 daltons pon electnofornésis con sodio-dode--
cll-subfato {SDS) y 80,000 daltons por centrifugacién. Estas,
son también mandenidas unidas pon intencadenas hidrnofébicas
de disul gurc {Burges, 1982).

La toxina de todos Los tipos de cristales, hasta ahonra
analizados, es una protoxina tenmoldbil de 134,000 daltons -
que es activada por hidn6lisis; cuando €ato ocunne, se produ
ce un péptido t6xico nesdistente a La accién de La proteasa,
con un peso molecuban de Ca. 60,000 daltons {Fast, 1981). -
Sin embargo, existen evidencdias de que péptidos tlxicos meno
nes de 10,000 daltons, son producidos durante La hidrn6lisis.
Fast y Mantin, citados por Bunges {1982), encontfrarnon en 1950
que Los ft4ipos de cristales de kua-1, thu v s0ft, se aisocdia--
non en péplidos de Ca. 1,000 daltoms con ura completa nreten--
cibn de su toxdec.didad.
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Después de diversos estudios sobre La biosintesis del -
cenistal, se ha Logrado establecer con clarnidad, que Ca maron
gormacibn de cristales ocurnre durante Los estadfos 111 u IV
de La esporulacidn, L.e. cuando £a espora joven estd siendc
nodeada por su membrana, al Andcio de La fase estacionania -
{Prasad y Shethna, (976 y Fast,. 1981). Una pequeiia cantidad
de proteina, estrechamente nefacionada con La subunidaa bdsi
ca del crnistal, ha sido encontrada en el intenion de La pa--
ned celulan, Lo mismo que en £a cubienta esponral {Arnonson, -
et al., 1982; Delagield, et al.,. 1968 y Somenville, et af.,

. 1968). Lo antenion ha hecho pensar que La phroteina crnistati-
gena, es un constituyente noamal de esta bactenda Yy que es -
so0breprnoducida para proveense de un nicho ecolbgico, como pa
tégeno de insectos [ Somenville, 1978; citado porn Fast, 1981).
La similitud enine La proteina del cristal y La de La cubien
ta esporal, no s8Lo ha sido en sus propiedades quimicas y se
nolbgicas, sinoc que han demostrado una toxdicidad andloga; --
aunque, fLas espornas completas son unas mil veces menocs tlhxi-
cas que Los cnistalfes, debido a £a neducida proporneibn de La
unidad prnoteinica en La cubienta esporal {(Somerville y Po- -
chett,. 1975; citados pon Fast, |981; Schessen y Bubla,. [978).

2.2.4.3, Modo de accsbn.- La inhibicibn de La alimentacibn -~
en Larvas, que han Lingenddo cristales de B. Xhurningiensis, -
es el sintoma univensal de La actividad de esta bacteria en
Lepidbpteros; de hecho, €sto ha sido una propiedad de gran -
utilidad en Las aplicaciones de campo {Burges, [,982). Simul-
tdneos a ese sfnitoma, se producen desbndenes fisiofbgicos u
patolfgicos. Dentro de Los primenos, se encueninan el aumen-

fo en La permeabilidad del mesentenén y Los cambios de pH de
La hemolinfa uy del contendido del tubo digestivo, que en con-
junto provocan s4gnos de pandlisis intestintaf, Letarngo y pa
ndlrsis general de La Larva; mientras que L£os sequndos, Ae -
caracteritan pon un incremento de RLa {Lona intestinal y La -
destrucedbn de Las células epitefiales del mesentendn, onigd
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nando un sfndrome de gfLacidezr rePacionado con una septicemia
con consecuencias Letales {Angus, 1962; Cooksey, 1971 y Hedm
pel £ Angus, 1963). A pesan de estos conocimientos y de una

grnan cantidad de esfudios sobre el modo de acecibn, nevisados
ampliamente pon Cooksey (1971), Fast {1981) y Heampel y An--
gus (1963), no se ha Logrado estavlecer con toda clLanidad el
sitio prdimanio en el que actida La toxina, para desencadenan

La senie de eventos bioquimlcos y fisi0f6gicos, que originan
La destruccibn de £a membrana penitrbfica y de fas cflulas e
piteliales del mesentenén. La hipStesis mds reciente e¢s La -
que 20s8tuvo Fast (1981); 4ue formulfada en base a La *oma de

glucosa que se observa, en Las célfubas epiteliales del intes
tino, dentro del primen minuto posteniorn a La dosificacibn -
con cnistales (Fast y Donaghue,. 1971; citados pon Fast, 19 -
- 81). Los puntos bdsicos de &€€La son: "...La foxina actda en

La supenfdicie de Las células epiteliales y provoca una fénd{
da ndpida de ATP de &2Ras, estimufando La respinacibn y toma
de glucosa. Poco después el crecimiento bacterianc aumenta y
Los dplces celulfares empiezan a proyectanse hacla el Lumen.

La alimentacibn es Lnhibida dunrante el abultamiento celulan

y La interrupcidn metabblica de Las cflulas eplfeliales ae -
produce, uintua@menie, para Los diez o qudince minutos desp--
pués del tratamiento, cuando ocurne el escape de Lones def -
Lumen a La hemolinfa. Lk pardlisis yfo La muerte se produce
porn el desbalance {6nico en £a hemolinga..." EL mecanismo de
cémo es activada La toxina y neduce el ATP intnacelulan, e¢s-
T4 adn s4in explican. La hipbtesis de que La toxina actda di-
nectamente sobne £as mitocondnias de Las células epitefiales
fuf necnatada por estudios especialmente disefados, pana de-
mosthan &4 La toxdina penetraba o no a Lla célula; mientras --
que £a supcsicidn de que Los L{ones, pon su funcilbn engimdti-
ca dunante el proceso oxdidativo de fLa nespiracidn, podaian -
orniginan La péndida de ATP como nesuliado de una actividad -
homeostdtica de Las célufas, a medida que €sLos enan thans--
porntades pon La toxina def internion al extenion de 8lLfas, es
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descartada debido a que La pérdida de {ones ocurre 1.0 a 15 -
minutos después del tratamlfento, mucho después de La toma de
glucosa.

2,2.,5., Produccidn de un insecticida a base de Racillus Lthu--
ningiensis Berlinen.

La genmentacibn sumengida es La tecnologia mds utildiza-
da en La actualidad, para La biocsintesis comencial de espo--
nas y cristales de B. thuringiensis {(Bunges,. [982). EL proce
s0 completo comprende principalmente tres {mpcatantes etapas
(Figura 1); éstas son: Las actividades de fLaboratondio, en --
vlantas piloto y en plantas comerciales. Las tres vueden - -
thaslaparnse en el tiempo, y €ste puede prolonganse por cua--
trho o cinco anos, antes de La comencializacibn del bioinsec-
ticida (Ignoffo y Andenson,. 1979). No obstante, Dulmage 1971),
en un concdenzudo andlisis de costos, estimé en un 20% mds ¢
conémica La produccibn de un Lnsecticida microbial que un --

quimico. De acuendo con La figuna 1, La fase en que se en- -~
cuentran Las Linvestigacdiones sobre todas Las cepas de B. thu
rningiensis, aisladas en La Facultad de Biofog{ia de fa U.A_.N.
L., es La de Labonatordio. Asi, La nevisibn de Liftenatura en
este punto se onienté a £os antecedentes en pruebas de me- -
dios y bioensayos a ese nivel.

2.2.5.1, Medios de fermentacidn.- Los medios definidos y se-
midefinidos son imporntantes para Los estudios de metabolismo
Yy crecdmdento de R. Lhuringiersdis; sin embango, para £a pro-
ducecibn comencial de cristales y esporas de esta bacteria, -

como de cualquien agente de contnol microbi{ial, se nequiere -
el uso de susatratos econdmicos que reduzcan y hagan neditua-
bfe el {Linanciamiento tecnofbgico (Morndis, ¥1971)., Materias -
primas como melaga, LLquido de nemojfo de mafz, harina de pes
cado y hanina de soya, proveen L£os elementos nutnifivos, e--
nengéticos, vitamindicos e Aincluso algunos factones de crecd-
miento para £a biosintesis cristallifera Anbnimo, [960; cita
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do por Briggs, 1963; y Nonnis, 1971},

ObLigatorniamente Las células microbianas requienren de carbono como -
sustrato enengético bdsico, para La sintesis de huevo maternial celularn; -
ademds, el carbono determina ef nivel de £os compuestos de nitrnbégeno en -
el medio(Dulmage y Rhodes, 1971). Schenrer, Luthy y Trumpi {1973) encon-
tuanon que distintasd concentraciones de glucosa, influyeron en el Lamaiio,
el contenido protelnico y La actividad insecticida de B. thuringiensis y
concluyenon que el rango Sptimo de glucosa fue de 0.6 a 0.8%. Sin embar-
go, La actividad tdxich, medida en ndmero de cristales necesarios para £n
hibin en un 100% £a alimentacién Larvaria de P. brassicae, no aumenid en
La misma proporedlén con que Lo hizo el contenide de protefna enistallfera
Yy el mejor medio fue en el que s¢ utilizaron 0.8% de glucosa.

Singen, Goodman y Rogoff {1967) observaron una pobre esporulacibn --
con La misma variedad thuringiensis, utilizando 1% de glucosa; mientras -
que al sustituirla porn una mezela de aminodeldos Lograron un 80 a 90% de
esporulacion a Las 24 horas, aunque el crecimiento disminuys hasta el 50%
en nelacién al obtenido con el carbohidrato. Los resultados de este estu
dio, aparentemente contradictorios al anterior, en nealidad nreafirman Las
necesidades de carbono para La sintesis celular, como puede deducinse de
La neduccidn en e crecimiento al suprimin La glucosa. Lo que tal vez --
ondgind La pobre esporulacién en el medioc con glucosa, fue que Singer y -
colaboradores no utilizaron un adecuado balance en La fuente de nitrégeno,
0 quizd el uso de 0.2% de extracto de Levadura, un impontante complejo de
vitamina B, en ef medio de Scherren y colaboradores y no en Los de Sdngen,
influys en La diferencla parcial de sus nesultados, pues el resto de 5
componenies de sus medios fuenon casi Los mismos.

Pendleton, citade pon Noanis (1971), neponts en 1969 un exitoso me--
dio a base de hanina de pescado, 2%; almiddén, 1%; carbonato de caleio, --
0.1%; niacina, 0.001% y una mezcla de sales. Ademds Dulmage y Rhodes - -
1971) nealizaron una nevisidn de varias §6nmulas, patentadas durante La -~
década de 1960; entrne éllas La de Megna en 1963, compuesia por melaza de
betabel, 1.86%; harnina de semillfa de alagoddn, 1.4%; Kiqdido de remojo de
malz, 1.7% y carbonato de caleio, 0.1%. Un proceso patentade pon Dnake -
y Smithe en 1963, se {fundaments, a diferencia con el de Megna, en que se
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pueden utilizar hasta 3 y 4 veces mds La canlidad de s68idos en ef medio.
Ademds, Ros componentes utilizados por Drnake y Smythe fueron distintos: -
almidén de malz, 6.8%; sacarosa, 0.64%; caselna, 1.94%; nemojo de malz, -
4.7%; Levadura, 0.6% y amontiguadores de pH a base de gosfatos, 0.6%. No
obstante, en ambos medios, en ambos procedimientos se obtuvienon nesulta-

dos similanes en nendimientos, aunque no proporcionaron datos de sus prue
bas de actividad.

Dutmage, citado pon Dubmage y Rhodes [1971), estudié en 1970 £a prno-
ducedén y actividad de doce vardiedades de B. thuningiensis, desarnolladas
en dos medios distintos (Tabla VII), De este estudio, Dubmage concluys -

.

Tabla VII. Mediod utilizados por Dulmage en 1970, parna La fermentacidn -
de doce variedades de Baciflus zhuningienaib.a

Sustratob Medio de trhiptona  Medio de semilfa de algoddn
i A —
Triptona 1.0 %
Proglo 1.0
Baclo-peptona ; 0.2
Dextrosa 0.5 1.5
Almiddn de malz 0.5
Extracte de Levadura 0.2
KZHP04 0.1
KH§P04 0.1
MgS0,.7H,0 0.03
F&SO4.7H§0 0.002
Zn804.7H§0 0.002
CG,COB 0.1

CFuente: Dulmage y Rhodes (1971).
bEn 100 mt. de agua destilada.

que £a activddad Lnsecticida dependid tanto de La vandledad como def medio,
aunque. ningin medio y ninguna LLInea fue superion, Sin embargo, fa mayo--
e de Las vaniedades o LLneas produferon mayor cantldad de cristales en
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Los medios a base de harina de semiflas de algodén, perc La produccidn no
estuvo relacionada con La actividad insecticida. Rogoff et al., citados
porn Dulmage (1971}, hablan cbservado ya resultados aimilares a fLos ante--
riones.

Dulmage (1971) demostns que La variacidn en Los nendimientos de espo
nas y eristales y La actividad insecticida, se dd ain en alsfamientos del
mésmo serotipo. Usando bdsicamente Los misAmos medios, evalud La produc--
cidn de La d-endotoxina en dieciocho aislamientos; diecis€is de La varie
dad afestl y dos de La variedad kunstakd, demostrando ademds que ef ndme-
no de esporas no reflefa £a potencia de Los extractos. Un tercen medio -
probado por Dulmage en 1970 y 1971, a base de harnina de soya, 1.5%; dex--
trosa, 0.5%; almiddn de maiz, 0.5% e Lguales concentraciones para ef nes-
to de Los componentes del medio de harina de semillas de algoddn, fue des
cariado pon este auton. En esta ocasién Dulmage y de Barjac, encontraron
que un medio a base de handina de semifla de algodén, peptona, nemofo de -
malz, glucosa, extracto de Levadura y £€as mismas concentraclones de sulfa
Zos y CaCO; det medio de algodén de La tabla VIT*, produjo Los rendimien-
tos mds elevados, nunca antes obtenidos, sobre todo con La cepa HD-187 se
notipo 5a5b, que nesultd superion en rendimientos y potencia que La HD-73
y La HD-1, ambas def sernotipo 3a3b (Dufmage y de Barnjac, 1973).

Satama et al. (1981) probaron medios compuestos con subproductos on-
gdnicos sin ningtin otro sustrato, neportando 80 a 100% de mortalidad en -
Heliothis armigera (Boddie), con dosis de 500 Mg/me de dieta, de prepara
ciones con el complejo esponra-endotoxina oniginadas pon La var. kurstaki,
fjermentada con Levaduras de forrafe, sangrade de nes y nesiduos casernocs -
de canme, También gbsenvaron que £a mayonfa de Las formulaciones deafva-
das de gfermentacdiones, cuya dnica guente de nitnégeno fuenon semiflas de
Leguminosas, contuvieron altos nendimientos y una actiividad relativamente
alta; porn efemplo, £as CLSO contra Spodoptera Littoralis [(Bods.) de prepa
rnacdiones de La var. entomocidus, producidas en medios con garbanzo, harni-
na de frijol y cacahuate, gueron respectivamente 93.4, 93.4 y 110.0 Hg/mk
de dieta.

‘}uph.a, pdg. 49.
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Sdnchez Marrogquln (1971) encontns que medios de cultivo a base de -
fugo de agave, 30L0 o enrbquecido con sales nitrogenadas, produjeron una
aceptable cantidad de protefna celfular con cinco especdes de Pevaduras.
En base a €sto, Maldonado (1980} experimentds La produccidén de esporas y

crnistales con £a cepa GM-1 de B. thurningiensis, utilizando 1% de fugo de

agave y 1% de harnina de soya. EL crecimiento, La esporulacibn y La acti
" vidad se comparé contra ef medio B-4b def Dn. Dulmage, encontrando nesul
tados de crecimiento un tanto similanes y potencias no mayores de 10,900
UT en extractos de Los medios con fugo de agave, pon 6,960 en el medic -
B-4b.

Murga (1983) ensayd un medio a base de harnina de soya, 1%; agua de
cocimiento de Levadura, 0.01%; MgSO4,
0.002%; Zn304, 0.002%, con el cual encontrd una actividad mdxima de 32%

0.002%; CaCO,, 0.01%; FeSO,, - - -

de montatidad en Trichopfusia ni. Anrnoyo (1982) utilizé 0.2% de peptona,

0.05% extracto de Levadura, 0.03% MgSO4, 0.1% CaCOS, e Ldénticas concen-
thaciones que el antenion pana el )Lé?,é»to de Los sulfatos, para producin -
esporas y cristales de La GM-2, con £a cual encontrd actividades tan ba-
fjas como 4% de montalidad en T. E‘i Ampardn (1982) encontnd 44% de mon-
talidad en S. frugipenda, con extractos producidos en un medio a base de
melaza, LLoquido de nemofo de malz, harnina de soya y otno medio a base de

hanina de soya, agua de cocimiento de Levadura, fugo de agave.

2.2.5.2. Recuperacién del complejo espora-cnistal.- Dulmage, Connea u -
Mantlnez (1970), estudiaron ampliamente La efdiciencda para necuperanr es-
pornad y crnistales, de Las germentaciones de diez varniedades de B. thu- -
ringiensis, desanrolladas en dos medios distintos. Su método, conocddo

como "copreclpitacidn con Lactosa”, demostrné un promedio de necuperacidn
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del 60% y eliminé Los problemas de apelmazamiento de Los extractos, co-
munes er otrnos métodos hasta entonces nepohrtados. Dulmdge y sus colabo-
hadones, observaron también que el peso seco de Los extractos auments -
hasta en cuatrno veces, el peso de La Lactosa usada y Los §iltrados de -
La concentraciln mds alta fueron resuspendidos con mayor facilidad en -
agua. Este método de hrecuperacidn ha sido el mds empleado hasta ahora;
sin embargo, conthanio a Lo que se habia supuesto, ef proceso de extrac-
cdbn parece no eliminan Las exotoxinas sofubles en agua, secretadas noh-

mafmente pon Las Lineas de B. thurningiensis duwrante su crecimiento, se--

atn Lo han demostrado £os estudios de Gingnich, citado por Dulmage, et
al. 1981, quien encontrd que varnias gormublaciones de La HD-1, extrnai--

das mediante tal método, fueron activas contra Haematobia innitans L.},

debido quizd a £a presencia de La f-exotoxina, pues La {-endotoxina de -
HD-T no es activa contra malbfagos (Dulmage, et af. #981). Esto podnia -

hacern necesarnio que se indaguen nuevos procedimientos de extraccibn en -

el futuno,

2.2.5. 3 Estandarnizacibn de Las recuperaciones.- Bunges y Thomson {1971)
definienon La estandarndizacién como La adopeidn de £as unidades mds apro-
piadas, para medin £a potencia insecticida de una preparacibn patogéni--

ca. Durante el desarnoflo de B. thuringiensis hasta .(nsecticdida micrc- -

bial, se emplearon trhes métodos para tratan de cuantdifican su principio
activo y relacionarlo con su actividad entomopatfaena; &stos han sido:
microblolbgicos, el conteo de esdporas; quimicos, La detenminacibn del &-
cldo dipicollnico; ¢ senolbgicos, reacciones antigeno-anticuerpo con fa
protefna cristaliferna {Fishern, 1963). De Los anteriones, sofamente La se

nologifa de Los cristales conserva una gran posibilidad de ser utilizade
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en un futuro no Lejano, gracias a Los estudios de Knpwienzeyk, 1977 y --
Knywienczyk et al., 1979. Mientras que ef conteo de esporas, s6L0 es em-
pteado en el presente como método auxilian, en extractos de una misma --
ferumentacibn, ya que el nimero de esporas no estd nelacionado con £a ac-
clfn del complefo en distintas formulaciones, aunque &€stas procedan de -
un medio similar (Burges, 1966). V pon otra parte, La determinacibn de -
dedido dipicolinico ha sido de poco valon, ya que se thata de uh consiitu
yentg nommal de fa cubierta esporal y por Lo tanto puede sen nelacionado
con el ndmero de Estas, mds no con La actividad t6xica (Fishen, 1963).

EL bioensayo con una edpecie de insecto Ssusceplible, es el mejorn me

canismo para medin La pofencia de diversos extractos de B. thurningiensis

(Bunges, 1966 y Burges y Thomson, 1971). De acuerdo con Finney (1977) --
bioensaye o ensayo biolbégico, es La medida de La potencia de Las reaccdo
nes que produce en materdia viva, cualquier estimulo gfafco, quimico o --
bioLbgico, §{siolbgico 0 psicolbgico. La potencia del complejo espora- -

cnistal de B. thuiingiensis, puede ser determinada por medio def bloen-

sayo, debdido a que su actividad es nesultado de una toxina, La cual se -
componta cémo insecticida estomacal (Burnges, 1966). EL bioensayo consis-
fe en una prueba que incluye una serie de dosis, avadidas a un medio ar-
tificdal o natunal en el que deben alimentarnse Libremente Los insectos,

cuyo ndmeno por dosis puede sex de 15 a 30. Las nespuestas son registra-
das esencialmente en porcentajes de montalidad, Los que posterndionmente -~
son trhansformados a unidades "probit", para graficarse contra Los Loga--
nitmos de Las dosis, en el eje "X", La Linea nesultante es dpaoximadameg
Le necta y creciente, Lo que permite predecir €a potencdia del producto -

en una dosis determinada. la feornia de esta metodofogia fue ampliamente
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thatada por Finney (1977); La funcionalidad de La &L{nea de regresidn en
unidades "probit-Log", se basa en que La distribucibn de frecuencias de
La tolerancia en insectos a un estlmulo dado, e.g. un insecticida, cuan-
do se grnafica como una curva de nespuesia cuantal, 4L.e. de ocurnencia o
no ocwirencia, es asimétrnica pero fdcilmente trhasformada a una normal.
AsL, La distrnibucifn binominal de probabilidades, caracteristica de s6le
dos eventos posibles, de que ccwrra ¢ no La muerte de "n" Linsectos de un
gapo "n" , nespondiendo independientemente a una dosis "x" de un estlmu
Lo dado, se puede poner a prueba con Los pardmetros negularnes de La curn-
va de Gauss o nonmal; &stos son: media =0 y varnianza =7. De esta manera
La cunva que se ebtiene al grafican Los datos en su escala original, % -
de montalidad y dosis(*), se conviernte primeramente en una sigmoide non-
mal, cuando son utilfizados Los Loganlimos de Las dosis en £a abscisa y -
Los poncentafes de montalidad como ordenada. Cuando estos d€timos son --
trnans formados a una escala conceida como probit -unidades de probabilfi--
dad- por medio de La §6nmuka Y = 5 + 1/q (x -X), modificada por BLiss
en 1934, de La orniginalmente propuesia porn Gaddum en 1933, como ¥ = (x -
M)/6 , Los puntos se disponen en una £Lnea necta con La cual se facili-
Za La interpretacibn de Los datos y se puede estimarn Ra DLg, con acepta-
ble precisién (Finney, 1977 y Hoskins & Craig, 1962).

La susceptibilidad a un estimulo dado puede ser influfda porn otrnos
factones, independientes a La dosis; tales como el tiempo de exposicién,
condiciones ambientales, estado §isiolbgico del organismo, estado nutrni-
cional y genotipo, entre Los mis impontantes (Hoskins y Craig, 1962). To
dos &stos y cualquiern otno faclor que 4e sospeche internfierna durante un

l'%nm. pdg. 113.
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bioensayo, deben ser controlados; de hecho La mayonla se puede regulanr,
con excepeidn 44 acaso de La variabilidad genética, tanto de La especie
de insecto como de Las Lineas de B. thuringiensis. Es prectsamente en es
1e aspecto del bi.oe.nAa.yo-en el que se tuvieron que introducir y/o mejo--

narn varnios procedimientos; desde Los métodos de estandarizacién propues-
tos por Bungernfon y Yamvnias (1959) y Burgerfon {1962), para desarrollanr
un estdndarn europeo -tEéb1 contra Piendis brassdicae-; hasta el bioensayo de

La HD-1 con Trichopfusia ni, propuesto por Dulmage et al. (1971}, que o-
riginé el estdndan amenicano HD-1-S-1971. La formulacién de un estdndan
debfa tener obLigatoriamente Las siguientes caracterlfsticas: una activi-

dad alta y bien determinada, consistente y que fuera capaz de conservar
sus propiedades pon tiempe indefinido, bajo condiciones de almacen. De -
esta manera podrnfan sen estudiadas Las actividades de distintas formula-
ciones, cornespondientes a diferentes LLneas y en condiciones:variantes
de una fecha a otra. EL estdndar funto con La formulacién prueba eran --
bioensayados simultdneamente y se obtenfa un Lndice de actividad para La
preparacién probada, at nelacionarn La DLSO o Clg, del estfndarn con La su
ya. Este Indice permite absonben La variabilidad intraespecliica de £Los
Ansectos ensayados, asf como Las desviaciones en ambiente, pues una pro-
porcibn entre La CLg, del estdndar y La de La formulacibn probada, varia
28 menos a Lo lango de Ras distintas nepeficiones, que cualquiera de Los
datos por separado (Sun, 1950)}. Para nepresentar La potencia fue necesa-
rio codiflcarla inicialmente de manera arbitrania; asf, al primen estdn-
dar inteanacional, Eé1 var. thuringiensis, Le fue asignado un valor de -
1,000 unidades internacionales [UI) por milighamo, bioensayado con P.

brassicae (Burgenjon, 1962 y Bunges, 1966), posterionmente La cepa HD-1
var. kutstaki fue estandarizada contra el E61 y se Le estiml una poten--
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cia media de 18,000 UI/mg, denomindndosele HD-1-S-1971 para ser usado en
Los Estados Unidos de Am&rica (Dulmage, el al.,1971 y Dulmage, 1973).

2.3. Bacillus thuringiensis Benliner em relacifn con Spodoptera {rugiper-
da (Smith).

Aunque B. thuringiendis ha sido pLenamente identigicade como patfge
no de fepidfpteros, su actividad contra S. frugiperda af igual que en o-
tros noctilidos, es discuiible. Antes de trhatan Los contados antecedentes

sobre este tema, se presentan a continuacibn algunos aspectos importan--
tes, nelacionados con esta plaga agnlcola.

2.3.1. Genenalidades sobre Spodoptera gragiperda (Smith).

2.3.1.1. Impontancia econdmica, Lipo de dadio y distribucibn gecgréfica.-
EL gusano cogollero, S. frugipenda, ocasiona sué mayores dafios en malz y
dongo, en Los que origina diversas péndidas segtin el &rea que e trate,

sdiendo mas intensas en Las zonas tropicales a subtropicales (Direceiln -
General de Sanidad Vegetal, 1979; 1980). EL Instituto Nacional de Inves-
Xigaciones Agrnlcolas, citado porn Ndiez (1980), hreponts en 1977 que Los -
darios econdmicos provocados por esia plaga en malz, en el Estado de Quin
tana Roo, alcanzaron poncentajes def 46.6, mientrhas que asociada con o--
hos insectos en songo, en Los Estados de Guanajuato, Jalisco, Nayarit,

Sinaloa, Sonorna y Tamaulipas, ocasion§ pérdidas def onrden del 30 af 50%.
Aunque 2a Direceibn General de Sanidad Vegetal (1980), aseguré que en di
versas evaluaciones de dafios en sorgo, se encontrd que €ste nesistis bas
Zante bien £La defoliaciln por cogollero y no disminuyé su nendimiento.

Niiiez (1980) concluys en su revisibn de plantas hospederas de S. frugi--
perda, que é€ste nedujo Los rendimientos desde un 10 hasta 100%, segdn La
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oporntunidad con que se practicaran Las medidas de control y el cultivo -

en que incidiera.

Los anteriones datos son dn cienta forma explicables, 44 se conside
na La observacidn con nespecto al tiempo de aplicar Las medidas de comba
Zte, asl como el hecho de que se trata de datos nacionales, en muchos me-
dios propicios para La biologla de S. frugipenda. Sparks y Mitchel (1976)
estimaron que esta plaga orniginb pérndidas del 2%, en Las negiones maice-
nas de Los Estados Unidos de América, afn cuando se aplicaron medidas de
control. Esta cifra, relativamerte baja, representd el 16.6% def total -
de péndidas, ocasionadas porn un complefo de mAs de 15 especies de insec-
Zos perjudiciales en este culilivo. S. frugipenda ocupl el segundo Lugar,
junto con Los gusanos de Las nafces del género Diabrotlica, y el bawrena~
don europeo, Ostrninia nubifalis (Hibnern) y s6Lo después de Heliothis zea
(Boddie) con 20.8% del total de daiios.

Quizd Lo que hace que el gusano cogollero sea La plaga mds Lmporntan
te def mafz en Mxico, es que se presenta un ciclo thas otro y el inten-
40 daiio que ocasiona en este cultivo. Conocido noumalmente como defolia-
don en hojas extendidas de pLdntulas o del cogollc, durnante sus dos pri-
mernos esdiadfos; para el tLercero a quinto puede destruin el corazén de --
Las plantas o La espiga temprana; Lambién puede ocasionar daiiv en el elo
Ze, penetrando por La base & del mismo modo que Lo hace el gusano elote-
no {Dirneccilbn General de Sanidad Vegetal, 1980; Metcalf y Flint, 1965).
Sin embango, el perfodo crnltico de su ataque es durante Los primenos 40
a 50 dlas, 4i.e. cuando fLa planta Ziene de 30 a 40 cm de altura.
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A pesarn de que S. frugiperda es una especie neotropical, se puede -
dispersan muy al norte y al sur del ecuadorn y es capaz de sobreinvernan
en estas Latitudes a Lo Largo de Las zonas costeras y en regiones donde
el invierno sea benigno y no endurezea ef suelo por efecto de hielo [ --
Little, 1972; Manghenitis § Rizzo, 1965 y Metcalf & Flint, 1965). De a—-
cuendo con La Direceilldn General de Sanidad Vegetal (1979), el gusano co-
golleno causa mayores daiios en Los esfados del sur de La Repidblica Mexi-
cana, desde Michoacdn, Guanajuato y Veracruz, hasta Los peninsulares en
Yucatdn, Campeche y Quintana Roo, excepluando de este grupo a Tabasco, -
Puebla, Tlaxcala, Querftano e Hidalgo; mientras que en el norté, Los vs-
tados de Bafa California Surn y Norte, Coahuila, Chihuahua y Durango, son
Los mds pernjudicados.

2.3.1.2. ldentificacibn,~ La descripeidn, La identificacién y La nomen--
clatura, son pasos secuenciales y bdsicos de La taxonomla; el objetivo -
de esie punto, sim embango, es solLamente el de reunir Las caracterlati--
cas morfolbgicas del adulito y el estado Larvario de S. frugiperda, en or
den de corrobonarn La identidad del organismo estudiado en el Labonatorio,

en La investigacibn con B. thuringiensis. De acuerdo con Bomnror, Delong

y Trniplehonn (1976) y Petenson (1962), La categorla taxonbmica de S. fru
gipenda (Smith) es La sdiguiente:

Phyflum Arthrnopoda
Subphytlum Mandibulata
Clase Insecta
Subclase Pterygota
Diviaibn Endopterygota
Onden Lepidoptera
Suborden Frenatae

Divisibn Macnolepidoptena
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Superfamilia Noctuoidea

Familia Noctuidae
Subfamilia® Acronictinae
Tribu* Prodeninii
Géneno " Spodoptera

Especie frugipenda

Holland (1968) serals cuatro sinbnimos de La especie grugipenda, --
descritos porn diferentes autores: macra Guenée, dignifera Walker, pla- -
giata Walken y autumnalis Riley.

a) Familia Noctuidae.

La diferenciacién de £os adultos de Las familias de Lepidoptera, se
basa fundamentalmente en La venacidn de sus alas; asl, La principal ca--
racternlstica de La familia Noctuidae se encuentra en sus alas posternio--
nes, en £as que La Sec y Rs se encuentran unidas durante una conta distan
cia, después de una reducida areola basal, separdndose ampliamente antes
de £a parte media de La celda discal. La Sc con base normal, no ensancha
da; La vena del cubito, en Las mismas alas posterniores, ramigicdndose 3
0 4 veces. la Mz presente o ausente, con grecuencia débilfmente marcada.
Otra caracterfstica de La venacibn, no exclusiva de esta familia, €& que
La M, en tas alas anteriores, nace mds cerca de fa My que de La My ¢y La
del cubito se namifica 4 veces (Bornror, Delong y Triplehonn, 1976).

b) Spodoptera frugiperda (Smith).

EL adulto del gusano cogollero es una palomilla muy semejante, en ~
coloracidn y tamafo, a La de Los gusanos corntadores; tiene una exfensidn

®
Proporedionados por Doporto, 1964; citado por Gémez (1980).
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alar de Ca. 3.75 em; Las alas posteriones son de color blanco grisfceo y
Las anteriones ghis odcuno, presentando manchas claras y oscuras que Le
confleren una apariencia moteada. En Los exthemos superiores de Las alas
frontales, presentan una notoria mancha blanca o casi blanca. (Little, -
1972; Marghenitis § Rizzo, 1965 y Metcald § FLint, 1945).

Peterson (1962) y Rings & Musick (1976) describieron La morfologla
de La Larva, completamente desarrollada, de S. frugipenda; su cuerpo eru

ciforme es de Ca. 3.5 cm de Longitud y de 4.5 mm de ancho. Aunque su co-
Lonacibn puede varian desde nrosdceo hasta casi negro, pasando por tonali
dades amaillentas, verdosas, grisdceas y cafés, ef color café-oscuro es
el mds tlpico, Tres LEneas blanco-amarnillentas, angostas y tenues, una -
en el centrno y otra en cada regibn dorso-Latenral, necorren Longitudinal-
mente su cuerpo; fa £Lnea del centro, mds pdlida y angosta. EL dornso, cu
biento con setas y pindculos cafe-oscuros o neghos, es mds pdlido que el
drea supraespinacularn, La cual es mds oscura en Los mlrgenes prnéximos al
dornso y tiene La aparniencia de una banda negra intevwumpdida en cada seg-
mento abdominal. Una banda ancha amarniflenta o blanquecina, débifmente -
deginida y motfeada con pequeiias manchas cafl-rojizo, recorre La regibn -

subespinacular.,

Su cabeza grisdcea, crema, amarnillenta o café, con dreas adgronta--
Les y mérgenes adyascentes de color blanco; cubienta con reticulaciones
oscunas en su mayor supergicie, y crhemas o blancas en La negidén adgron--
Zal. La piel presenta muy pocos grdnulos convexos ¢ nedondos; Los espi--
adealos pdlidos, nodeados con blanco. Tubénoeulos setfgeros grnandes, casd
planod y pigmentados con oscuro. Petenson (1962) proporncionf, ademds de
La descripeibn cefdlica, caractenlsticas morfoldgicas de unas Zarsales -
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en patas anteriones, del drea mesial de fa mandfbula derecha, del. mesoté
nax y del cuanto segmento abdominal en sus regiones Laterales, para dife
renciarn a S. grugiperda de Cirphis unipuncta Haw. y Nephelodes emmedonia

Cnham.

Por otrha parte, Levy y Habeck (1976) establecieron un grupe de cla-
ves para distinguin Larvas de siete especies de Spodoplera. Esias claves
se elaboraron con Larvas provenientes de adultos plenamente Ldentifica--
dos -y han sido probadas satisfactoriamente, para reconocer Larvas hasta
de cuarto estadfo colectadas en el campo, resultando dtil para Las siete
especies, aunque ho para todos Los especimenes, debido a La variacibn 4in
traespecliica. Las caracterlsticas morfolbgicas en que se basan Las cla-
ves, son f{dcilmente percibidas con Lupa o esteneoscopio; asf, por efem--
plo, S. grugiperda presenta pindeulos dornsales condpicuos, con un didme-
0 mayon o igual a La amplitfud espiraculan; nasgos anatémicos que Las o
tras sedls especies no Los presenian.

2.3.1.3, Hospedernos, ciclo biolbgico y hdbitos.

Aunque fas Larvas de S. frugiperda se alimentian de una gran varie--

dad de plantas suculentas, muestran una marcada preferencia por Las ghra-
mineas, dariando muchos cereales y zacates a tal grado que en ocasiones -
4e Le ha Llamado "gusano de Los pastos™ (Holland, 1968 y Metcald & Flint
1965). EL hdbito Larvario de emignran cuando el supfemento alimenticio se
agota, hace que el gusano cogollero provoque darios en cultivos hortlco--
Las como nabo, espinaca, fifomate, col, pepino, cebolla y en otnos culli
vos de campo como alfalfa, olgcdonerc, grijol, cacahuate, papa, comoie,

chlekarne, tabtaco y trnébol [Pavidson § Peairns, 1966 y Metcalf § Flinkt, --
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1965).

EL Liempo que nrequiere una generacibn de S. frugiperda puede variar,
segdn Las condiciones elimdticas, desde menos de un mes hasta dos. La vi-
da de Los adultos puede durar 10 a 14 dlas, pero en este corto perfodo -~
pueden volar cientos de kRilémetros y Las hembras depositarn en promedio --
1,000 huevecillos, en masas de unos 150 sobre Las plantas hospederas o --
cerea de E8las. Las palomillas son esencialmente nocturnas, mientras que
Las Lanvas desawviollan una ghan actividad durante el dfa. EL perfodo de -
Ancubacibn de Lo0s huevecillos en clima caliente, puede sen de tan 8680 --
dos dfas. EL estado de Lanva puede variarn de 12 dlas hasta un mes, de a--
cuendo con Las condiciones ambientales. EE estado de pupa, bajo clima cd
Lido, tarda de 8 a 10 dlas, L6s que nowmalmente permanece unos 3 cm en -
el intenion del suelo. En Las nregiones del nonte o sur del ecuador, con
inviennos {nlos, sofamente una generacibn es abundante, pero en Las sub-
tropicales a tropicales se pueden presentar desde 5 hasta 11 generacio--
nes ( Little, 1972; Manghenilis & Rizzo, 1965 y Metcalf & FLint, 1965).

2.3.1.4. Métodos de contrnol.

De acuendo con Los hdbitos de dispersién y pupacibn de S. frugipesri--
da, Los factones climdtolbgicos de bafas temperaturas y Lluvias, aslf como
La gran cantidad de enemigos naturales reporntados (Tabla VIIT) que segu--
Lan sus poblaciones, es razonable Anfernin que Los métodos culfunales y --
biol6gicos son Los Ldbneos para el combate del gusano cogoflerno. EL Insii
tuto Nacional de Investigaciones Agnlcolas (CIAGON) y La Academia Nacio--
nat de Ciencias de Los Estados Unidos, citados por Nidiez [1980), necomien
dan diversas prndecticas aghonbmicas, entre Las mds importante: araduras, -



Tabla VITI. Insectos depredadores y pardsitos de Spodoptera frugipenda

(Smith).®

Nombre cientlfico Onden Familia
Ophion bilineatus (Say) Hymenoptera ‘Braconidae
Chelomus Texanus (Cress) Hymenoptera Braconidae
Meteorus Laphuygmae (Vier.) Hymenoptera Braconidae
Apateles marginiventnis (Cress) Hymenopiera Braconidae
Trichogramma minutum (Riley) Hymenoptera Trichoghammatidae
Euplectrus Spp. Hymenoptena Eulophidae
Winthemia guadripustulata {Fab.) Diptera Tachinidae

W. nufopicta (Bigot) Diptenra Tachinidae
Calosoma calidum Fab. Coleopterna Carabidae

C. scrutaton Fab. Coleoptena Carabddae

C. sayi Deg. ColLeoptena Carabidae
Harpalus pennsylvanicus Des. Coleoptena Carabidae
Tetracha carolina L. Coleoptena Cicindelidae
Cicindela sexguttata Fab. Coleoptena Cicindelidae
Nabis ferus L. Hemipitera Nabidae
Podisus maculiventris Ssy Hemiptera Pentatomidae

UFuentes: Davidson § Peains (1966) y Hofmastern & Greemwood (1949).
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fechas de siembra, eliminacién de hospedenos alternantes, uso de varieda
des nesistentes y notacién de culiivos. Por otna pante, Hofmastfern y - --
Grneenwood (1949) repontaron un case natural tfpico de control bioldgico
en S. grugipenda, por diversos insectos depredadores en un sembradlo de

diecislis hectdrneas de Aon.go.. Las especies observadas fueron Larvas de -

2a familia Carabidae: Calosoma éakidum Fab., C. scmutaton Fab., C. sayi

Deg. y Harpalud pénn.&yﬁvé.nécub Def., con La prnimera de éstas, encontndn-

dose en una proporncidn de 75%. Chapman y Glasen, citados porn Sieinhaus -
(1949), neportaron en 1915, que'lapﬁygma'@u_lgx_ipuda (A. & S.) fue suscep

Lible al viws de La polihedrnosis, al observar una epizooiia de Larvas -
del Getimo estadfo colgando de Los dpices de hojas de zacates.

No obstante el potencial biolbgico y cultural para contrarrestarn ~-
Las infestaciones de S. grugiperda, £a realidad es que ef uso de diver--
404 productos quimicos ha sido el sistema de control mds utilizado. AsL,
en mafz, songo y divensos zacates forrajeros, el combate de S. frugiper-
perda se ha practicado con sevin al 5% en dosdis de & a 12 kg/ha 6 para--
Li6n metllico al 50% en dosis de 1 a 1.5 L/ha. En hon,tg,uza.é el uso de -
Lannate al 90% a nazén de 0.3 a 0.4 kg/ha 6 azodntn al 54 y 1 a 1.5 £/ha
(Direceidn Genernal de Sanidad Vegetal, 1979; 1980; 1982).

2.3.2. Estudios de La actividad de B. thuringiensis contra S. grugiper-

da.

Son nealmente muy escasos Los antecedentes sobre La actividad de B.
thurnigiensis contra S. grugiperda. Aparte de Los estfudios de Ndrez | - ~
1980) y Castro [1962), tratados con anteriornidad*, 5680 existen Los ne~-

‘._S(_LEI_LE._, plg. 12; punto 2.1.6. pass.
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pontes sefialados por Krnieg y Langenbauch (1981) de Los sigulentes auto--
nes: Fugueinedo ef al. en 1960 y Dulmage en 1973 encontraron susceplibi-
Lidad de S. grugiperda, a Ras variedades thuringiensis y darmstadiensis
duwwante puwebas de Laboratornio; Fugueinedo ;_e,_t_i_w_t_ en 1960 y Credighton --

et al. en 1972, reportaron actividad en campo en Las variedades Zhurin--
glendis r_.{i‘ kww.tak,c, mientras que Dulmage reportt en 1973 que La variedad

Loumanog 4iL fue totalmente Lnactiva en pruebas de Laboratorio. Por otra

pante, La cepa HD-129, serovan SaSb‘gdUéﬁ&é, aislada porn Burges, de Gal
Lenia mellonetla, fue reportada en Egipto como activa contra S. frugiper

da (R. Rivas*, comunicacibn personal). Sin embargo, no exisien anteceden
tes sobre el uso comercial de alguna variedad de B. thuringiensis contra
esta plagd. '

*
ARS, SR, Subtropical Texas Area, Coitton Insect Unil, Brownsv.ille, Tx. -
78520, U.S.A.



MATERTALES ¥ METODOS

3.1. Localizacibn del esitudio.

La investigacién comprendi6 dos etapas, que consistiernon en produc-
cdén de Los extrnactos y pruebas de toxicddad. La primera se £Levs a ca-
bo en el Llaboratornio de Microbiologfa Industrial y def Suelo, de La Fa--
cultad de Ciencias BiloLlgicas de La lUniversdidad Autdnoma de Nuevo Ledn;
mientrhas que La segunda, se realizd en el Labornatornio de Crnla Masiva de

Insectos, de La Facultad de Agronomla de £a mésma wilversdidad en Marin,
N. L.

3.2, Materniales utilizados.

Aunque durante fa deseripeibn de Los procedimientos en el desarro--
L20 def estudio, se mencdionan algunos de £0s materlales empleados, a con
tnuaeibn se presenta un Listado de todos BLLos.

a) Aparatos y materiales.

Agltadon cirncular, lab-Line Jn. Mod. 3520
Agitadon-Lncubadon, Lab-Line Mod. 3595
Agltadones feamo-magnéticos, Molda Lindberg
Autoclave y olla de presddn

Balanza analltica, Sartoniud Mod. 2432
Balanza granataria, Sarterlus Mod. 1206

Bomba de vaedo
Cafas Petrnd
Centrifugadora Beckman, Mod, J2-21



b)

67

Contador bacteriolbgico de colonias Quebec
Copas de pldstico de 10 ml.

Embudo de Buchnen

Equipo bacteriolbgico

Incubadonra

Kitasatos de 1000 me,

Matraces Enlenmeyen, 500 y 250 ml.
Mezcladon, Vortex Mod. 8223

Microscopdo §68ico Cank Zediss

Papel Whatman Ndm, 1

Pipetas de 1, 5 y 10 ml.

Potencifmetro Corning Mod. 5

Probetas de 50, 100, 250 y 1000 mL.
Recipientes de cartén; 40 em., h y 35 om,
Termbémeitno

Tubos de ensaye Ndm. 9820

Vasos de precipitado, 100, 250 y 500 mE.

Ingreddientes y neactivos.

Agar-agan

Acefona

Acido clorhldrico

Agua destilada

Alcohol

Bacto-peptona, trnipltosa o trniplona
Carbonato de calelo

Clonuno de sodio
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Crnistal violeta
Dextrosa

Fosfato deido disédico
Glucosa

Harnina de soya
Hidnbxido de sodio
Ingnedientes de La dieta Shonei modificada; tabka XI *.
Jugo de agave

Lactosa

Lugol

Miel de abeja

3.3. Metodologfta.

EL estudio de B. thuningiensis GM-1 contra S. frugiperda, consistid

de dos etapas fundamentafes: La produceilbn de extractos def complejo es-
pora~cnistal y Las pruebas de toxicidad de esos extractos. La &L’gwna 2
esquematiza Los principales pasos def trabajo; sin embango, durante La -
segunda etapa, el proceso se amplié para incluin actividades de neproduc
cibn de S. grugiperda y evaluacidn del método de crla. A continuacibn -
se explican Los procedimientos segudidos en cada fase del estudio.

3.3.1. Produceidn de Los extractos.

Los pasos seguidos en La obiencibn de Los extractos, fuenon esen- -
clalmente thes: desarnoflo del inbeulo, fenmentacibn de Los medios estu-
diados y recuperacibn del complefo espora-crnistal. Un diagrama de §Lugo

de esta fase del estudio s2 muestra en La figura 3, La cual se explica -

¥lnfra, pdg. 77 -



Etapas del estudio Pascs de cada ¢ tapa
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de Indculo
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Fermentac cenres
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Pruecbas , 2
4
de Enscaurc

prelindnates

toxceddad

Expeqvdimente
en blogues

)

Biveisae s

Figura Z. Diagrnara de §lujo de fa metodoloala seaudda ew fa produce (b

de extractos y pruebas de toxicddad.
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en el sdlguiente desglose,

3.3.1.1. Desarrollo del inbeulo.- Este proceso se Lnieil con La congin-
macion de £a pureza de fa cepa GM-1*, crecida sobre agar nutritivo incli-
nado en tubo de ensaye, mediante observacién microsclpica de un §rotis; -
corwborando ademds, Las caracterlsticas morfolbgicas proporcionadas por
Maldonado (1981). Para reactivar £a cepa, se sembnd en agar nutritivo in
clinado pon 24 horas a 32° C; al cumplinse este plazo se conginmé su cre-
eimiento y pureza**, para posteriormente nesembrarse utilizando el mésmo

procedimiento e Liguales condiciones y medio., La §inalidad de La nesiem--
bra gue unifonmizar Las fases de erecimiento vegetativo y aunque fas reco
mendaciones en Literatunra, sefalan también 24 hnr. de incubacibn, se obsen
vé que en todos Los casos en que se prepararon infeulos, 18 a 20 hr. fue-
non duficientes para obtener c€lulas en su fase vegetativa; apropiadas pa

na Los gines de siembra.

Parna el desarrollo del indeulo, La bacteria se hizo crecen en caldo
tniptosa-gosgato (CTP); Las composiciones de éste y ef medic de agar nu--
tultivo, se sefiakan en La tabla IX. Cincuenta mililitrnos de CTP, a prue-
ba de estenilidad y en un matrnaz de 250 mf., fueron sembrados con una o -
dos asadas de fa nesiembna, EL matraz inocubado se incubs pon 15 a 18 ha.
a 28° C y 180 a 200 n.p.m. en un agitadon onbital. A pesar de que tam- -

bién en este caso se suglene Lncubar 24 hn, se obsenud que el intenvaloante

*Proporcionada por J,L. Gakdn W. (Ingra pdg. 15 )

**En Lo sucesivo estand implleito que cada indeio y ténmino de una siem--
bra 0 proceso similar, tenla como actividad obligatonia £a confirmacién
de crecimiento y/o pureza.
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rion fue el mejfor, para Logrhar una mayor proporcién de células fdvenes,
cuya reproduceddn era Splima para £a inoculacidn de Los medios experimen

tates.

Tabfa IX. Medios pana siembra y produceién def indeulo. ¢

Nombre def medio Sustrato Concentraciones”

Agaﬂ. RWUO (AN) se 8o snw AQM (LC 2% 20.0 g
Agan-agan al §% 8.0 g

Caldo TNLPLOSA svesasesses THipLosa . 2.0%

gos gato (CTP) Dextrosa o glucosa 0.2%
Na, HPO4 : 0.25%
NaCL 0.5%

aAjuAtudoa a pH 7.0 y estenilizados a 121° C y 6.§81 Kg/cmz durante 15 -
min,

ben 100 me. de agua destilada.

3.3.1.2. Sdiembra y fermentacién de Los medics estudiados.- Para La fen
mentacién de Los medios investigados, se diseid un expernimento completa-
mente al azarn con seis thatamientos y cuatho nepeticiones, pana un total
de veinticuatno unidades de observacibn, EL rendimiento en gramos de pe
50 seco de Los extractos fue La dnica variable de estuddio; aunque ademds,
se tomaron dates sobre Las vardiaciones de peso en Los medios, para tra--
tarn de helacionanfas con sus rendimientos. Los trhatamientos correspon--

den a 208 mediod experimentales que e describen en La tabla X, en £a --
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que se {ndican aus componentes y La proporeidn usada de cada uno. Con -
excepcddn del medio 1, utilizade como testigo, £Las concentraciones de ju
go de agave se hicieron varian de 1 a 3%, en Los medics 11 al 1V y fue -
sustituido pon dextrosa, en cantidades de 1.5 y 3.0 g/100 ml. de medio,
en Los ndmenos V y VI, La adicibn de CaCO3 en estos dos dltimos, fue pa
ra confeninles una accifn amontiguadora, para fLas variacioned exinemas -
de pH que se produferan durante Las primeras horas de fermentacidn, pon
tan elevadas cantidades de dextrosa, La fuente de nitrdgeno, a base de
harnina de soya, Ae mantuvo condtante en fodos Los medios con excepcddn -
del testigo, para estiman La {influencia de Las varlaciones de £a concen-
thacibn de fuge de agave y dextrosa, sobre £a esporulacidn y produccdibn
crnistallfena de £a cepa GM-1 en Los distintos medios.

Tabla X. Compoaici&n de Los medics expernimentales. 4

Sustratos Ndmeno de meddo

1 11 111 v v Vi

Proporcién de sus componenites

Hanina de soya (g) 1.0 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
Jugo de agave (mg) 1.0 1.0 1.5 3.0 - -

Dextrosa  (g) - - - & =5 3.0
CaC0; (g) = - - - 0.1 0.1

Upjustados a pH 7.0 y estenitizados a 121° C y 6.81 Kg/om’ dunante 15 -
M,

bPoh cada 100 m€.. de agua destilada.
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Los medios de estudio se prepararon con volidmenes de 100 m€. en ma-
thaces de 500; nonmalmente se corndienron dos medios y subd neApec:xqu du-
plicados, cada siete u ocho dlas. Los medios, tras una prueba de estersi
Lidad pon 24 honas, fueron bqocu,eadoa con un mililitno de cultivo puro -
de células vegetativas, desarwolladas en el CTP; para Lo anternior, se --
utilizaron pipetas esténiles de 1 mb. Los mediods se fermentaron pon 72
he. a 32 L 2° C, en un Lincubador-agitador Mod. 3595 y se oxigenaron con
notaciones de 250 a 300 n.p.m.. Durante este perfodo, se hicienon obsen
vaciones cada 24 hn. para defectar contaminantes y obsenvar ef desanro--
Lo celulan.

3.3.1.3. Recupernacién del complejo espora-crnistakl.- Cuando se estimf -
que La Libenacdbn de esporas y cnistales en Los medios ena superion a -~
95%, se ftomb nota de sus potenciales de hidndgeno finales y se ajustaron
a 7.0, De inmediato se realizd La separnaciln de s68idos, mediante cén—u
nifugacidn con 10,000 n.p.m. durante 15 minutos; La "pastitla" se sus--
pendié en Lactosa y precipitld con acetona; se §i€trnd con vaclo o succdbn
y 2 a 4 Pavados con acefona. Estos pasosd condtituyen el proceso bdsice

del método de nrecuperacién de crnistales, propuesto pon Dulmage, Correa y

Mantlnez {1970} y que se conoce como "coprecdipitacdibn con Lactosa”.

3.3.2. Pruebas de toxicidad.

Como se menciond inlcialmente, en esfa segunda efapa se Lncluyeron
procedimientos para reproducin S. grugiperda y poden confar con publacio

nes undgormes, saludables e Ldentigicadas, de Larvas de esta especdie, pa

na fas distintas pruebas de actividad.
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5.3.2.1. Reproduccién de Spodoptera frugiperda (Smith).- La preduccdéy: -

de Larvas de primer estadlo, para realizan Las phruebas de potencia de --
Los extractos, se inieif desde La cofecta de huevecillos de "gusano cogo
Llero" en el campo experimental de La Facultad de Agronomfa, U.A.N.L.. -
En La gigura 4 se bosquejan Los procedimientcs centrales, realizados du-
hante La neproduccibn de S. frugiperda; aunque en ElLa se senalan ciﬁc.o

funciones bdsicas, posteriores a La colecta de campo, en realidad pueden
agruparse en dos pasos que comprenden actividades bien diferenciadas: La
cila Larvarnia y el manefo de adultos. Acerca de &stas inatan Los purtos

siguientes.

3.3.2.1.1. Incubacibn y desawwnollo Larvario.- Las masas de hueveeillos -
colectadas en malz de 20 dias, fueron LLevadas a condiciones de Laborato
nio pana incubarlas. Se Les proponcions temperaturas de 271 2°C y hume--
dad nefativa de 80%6%. AL eclosionan, Las Larvas de primer estadlo fue--
ron dispuestas, a razén de una o dos, en recipientes de pldstico de 10ml
con 3 a 5me de La dieta de Shorel modificada (Tabla XI). EL desarrollo -
Larvarnio, que en promedio dund 13.4 dfas®, mudb 5 veces y presentd 6 es-
tadlos, estuvo bajo condiciones Ligeramente distintas: 28f3°c, Lempenatu
na; y 505108, humedad nefativa. La preparacibn de La dieta se £2evs a -
cabo, de acuerdo con Las medidas seiialadas en La tabla X1 y Los pasos se
guidos fueron fundamentalmente tres:

a) En 50% del zotal def agua destifada, segdn el volumen de dieta que -
se desee preparan, se agregl el agar-agan para disolverlec con Lemperatu-

ras superdiones a 80°C pero menones de 95,

*
Datos &in publican; Laboratonio de Crla Masiva, F.A.U.AN.L.



Colecta de huevecillos
en el campo

Inocubacidn
> Y
eclosiln

Desarnollo de Larvas

Pupacién y sexado

COuha de adultos

Ouiposiciones

Fiaura 4. Diagrama de flujo seguddo en £a neproduccdén de S. grugipenda.



Tabla XI. Ddeta de Shorel modiflcada, usada en La crnla Larvaria de
S. frugdperda. a

Ingrediente Cantidad b
Agar-agar 34.8 g
Harina de soya 241.8 g.
Germen de thigo 106.0 g
Sal Wesson's 3.0 g.
Azidcan morena 43.8 g
Parnametilhidroxibenzoato 5.4 ¢
Acido s6nbico 3.24 g.
Acldo ascbnbico 14.4 g.
Awromicina 0.48 g
KOH (22%) 18.0 mL.
Solucién vitaminica © 12.0 me.
Clonuro de colina (15%) 24.9 me.
Formatldehtdo (10%) 15,0 me
Acido acetico (25%) | 39.9 me,
Agua destilada 3000.0 me

Cruente: Nuiiez (1980).
bConcenMac,iJn sugicdente parna preparar 300 copas con 3 ml. cada una,

Compuesta pon: Pantotenato de calelo, 12 mg; ndacina, 6 mg; niboglavina,
3 mg; dcdido §6Lico, 3 mg; tlamina HC 1, 1.5 mg; pinddoxi
na HC 1, 1.5 mg; biotina,0.12 mg; B 12, 0.006 mg; todos
por eada mf. de agua,
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b} A La otna mitad def agua destilada, fe fue disminuida £a propor
clbn que constituyen Los mateniales €Lquidos de £a dieta. En -
este nuevo volumen de agua se aghegaron todos Los componentes -
de La dieta, incluyendo Los Ligquidos con excepelén de fa sofu--
cldn vitamlnica.

¢} La mezcla de Los componentes se vintib en el agan disuelito y es
ta nueva mézefa se agité porn 5 a 10 minutos, hasta que su tempe
ratuwa estuvo entrne 55 y 60° C; intenvalo en ef cual se¢ aitadid
el volumen fndicado de solucibn vitaminica. Lla agitacién conis
nué pon 60 segundos mds v el tiempo suficiente para un mezclado
unigonme, culdando que La femperatuna no scbrepasara el umbnaf

de 54° C.

3.3.2.1.2. Emengencia de adullos y oviposicibn.- Las pupas fueron sexa
das y se dispusieron en una proporcibn de 3 hembras por 2 machos y un to
tal de 25 palomillas por cdmara de emengencia. Las condiciones ambienta
Les en que se colocaron Las pupas y Los adultos, fueron Ldénticas a Las

sefaladas pana La Lncubacdidn de Los huevecdllos. EL penlodo de pupacién

due en promedio ___ 5.3 dias, mientnas que £os adultos vivienon 17.4%.

La dieta para €as palomiflas de S. grugipenda, consist{d en una - -
guente sencilla de azdcanres [(mief de abeja) y solucibn vitaminica, di- -

sueltas en una proponrcdibn de 1:1:20 en agua destifada; es decin, 1 mh.

FDatos sin publicar; laboratonio de Cria Masiva de Insectos, F.A.U.AN.L.
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de miel y 1 ml. de solucddn vitaminica por cada 20 mf. de agua destifada.
A esta mezela se Le agregaron como conservadornes 0.04 g. de parametilhi-

drnoxibenzoato y 0.1 g. de deido asednbico.

EL nimero de huevecillos prnomedic por masa fue de 340 y se obtuvie-
non a Los 3 6 4 dlas después de emerngidos Los adulfos; una segunda recu-
peracibn se hizo al Abptimo dla. Los hueveciffos, cuyo perfodo de incu-
bacibn durd un promedio de 3.0 dfas, se colocaron en cafas petndi bajo --
Las condiciones seialadas antenlonmente, para ecfosidn e inicio de un ~-

nueve cickto.

3.3.2.2. Ensayos preliminanes.- la fdgura 5, muestra £a nelacibn que -
tuvo La reproducedibn de S. frugipenda, con £as pruebas de toxicidad para

B. thuringdiensis GM-1. Los ensayos preliminanes fueron el indcic de es-

tas pruebas y se nealizaron a partin de La segunda generacibn Larval de
Labonatonio; el primeno de €2Los fue con cada uno de Los extractos, utd-
Lizando La dosis de 500 HMg/mb. de dieta, §{fjada como mdxima para detec-

tarn actividad, en todos Los estudios con B. thuringlensis. Sin embargo,

no fodas £as recuperaciones gfueron probadas contra S. grugipenda; La prni
mera mitfad de Las extracciones fueron enviadas a La ciudad de Brownsvi--
£Le, Tex., donde personal del Deparntamento de Agiriculiunra de Los Estados
Unidos, Las ensay6 contra T, nd y H. vinescens con el gin de indagar al-

gtn indicdo de patogenicidad de £a cepa GM-1.

En todos estos ensayos preliminanes, £as observaciones se nealiza--
ron con Lotes de 75 Larvas de primen estadfo, con excepedbn de S. frugd-
penda en La cual se emplearon grupos hasta de 50. En fa tabla XX, de £a

seceddn de resultados, se nesumen Los porncentajes de montaldidad de Las -
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trnes especies mencionadas para Los distintos extrnactos.

3.3.2.3. Expenimento con un disefio de bloques al azar.- Este estudio

se healiz6 dnicamente con S. frugiperda y sus obfjetivos guenon: deten
minar estadlsticamente La actividad en Los extractos en Los medios —-
eflcientes, para producin esporas y cristales, y detectar mediante el
bloqueo Los distintos grados de susceptibilidad en esta especie. Los
antecedentes del expernimento fueron:

Ndmero de thatamientos: sels. Cuatrno extractos de £a cepa GM-1
obtenidos de Los medios 1, 11, 111 y 1IV; el estdndan internacional --
HD-1-S-1971 y un testigo en blanco. Dosis dnica: 500 Mg/ml de dieta

Nitmero de nrepeticiones o bloques: seis; cada uno con un determi-

nado ghupo de Larvas, proveniente de una misma masa de huevecillos.

Tamaiio de La unidad expernimental: quince ALanvas de primen esta-

dfo. Variables de estudio: % montalidad y peso Larval.
Total de unidades experimentales: theinta y seds.

Disesio: bloques completamente al azan; cuyo modelo estadlstico -
es Vij =+ Ti + Bf + Eif, donde:

Vij es La obsenvacibn del tratamiento 4 en el bloque 5.

Ti es el efecto delf trhatamiento L; posditivo en thatamientos con

valones Auperniones a La media, y negativo para aquéllos menones.

Bf es el efecto def bloque f; Zambién con valores positivos y ne
gativos. (M es un efecto de La media genenaf).

Eif es un ennon aleatorio, que sunge por ef efecto de Lodos Los

factones no controlados en el diseio y que causan heterogeneidad en da
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tos observados.

3.3.2.4. Bioensayos.- Como orniginalmente se habla proyectado, ef estu-
dio prosiguil hasta su consecucddn y Los bioensayos se realizanon con La
ginalidad de explonar, cualquiern posibilidad de aumento en La actividad

de La cepa GM-1 contra S. grugiperda, al Lincrementarn fLa dosis sobne el -
umbral de 5004g. Se nealizaron dos bioensayos utilizando una mezela de
Los mateniales nemanentes, de Los extractos 11, 111 y IV, contrna el es--
tdndan internacional HD-1-S-71. De ambas formubaciones se probaron cin-
co dosis: 500, 1000, 1250 y 2000 Mg/mk. de dieta, en Lotes con 25 Larvas
de primen estadfo. Para obtenen Las distintas concentraciones, se adop-
10 el patnén de diluciones propuesio por Dulmage gt al., (1971). Este -
método consiste en un procedimiento que Linicia con Lapreparacidn de una

so0lucdidn tope, convencionalmente £a mayon conceniracibn que se desee pro
bar, usande una cantidad de eMdo y volumen de solvente segin Las difu
cdones que se requienan., De esta solucibn madre, cempuesto en una retfa-
cibn 1:1, se toman dos allecuoitas previamente calewladas, para obtenen --
Las diluclones 3:4 y 1:2 al mezclarnse en el solvente usado. Ef neato

de Las allcuotas se Toman de estas (Getimas dilucdones y Las posteniones,
siguiendo el patnén 3:8, 1:4, 3:16, 1:8.

3.4, Recoleccibn de datos,

EL esquema de La figurna 6 muestra el onden de La toma de datos, que
e Aigudd durante Los avances del estudio. Como se puede aprecdan, a ex
cepeidn de £as obsenvacdones de erecimiento, esporulacibn y formaciln de

crnistales, el nesto de Los dates son cuantitativos, Lo que peaxmdtis ha--
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cen andlisis estadisticos de Los nesultados. Durante Las fermentacicnes
para producih Los extractos, ademds de Las anotaciones cualitativas men-
clonadas, se negistraron Las heducciones de peso en Los medios durante -
La fermentacibn anotando el peso fnicial y ginal de cada medio y el nran-
dinionto en peso seco de Los extractos finales.

Durante £as pruebas de potencia, e tomaron datos de porcentaje de
de Larvas muertas, después de haberse colocado en dieta {noculada con
distintas  dosis del complejo espora-crnistal, durante siete dias; tanto
en Las pruebas preliminares, como en el experimento en blogques y Los --
bioensayca., Otra variable de estudio fue considerada en Los ensaucs y el
expesrimente en blogues: el peso de Las Lanvas sobrevivientes. Este dato
se neqistnd cobteniendo el pesc promedio del nimero de Larvas que mostaa-
won movimiento, en cada unidad experimental despulés de fos mismos sdicife
dias.

3.5. FEvaluaciones.

EL diaghama de §lujo de La figura 7 presenta Los métedos utilizados
para fa evaluacibn de Los resultados obtenidos. A continuacibn se desglc
san £2A estimacdiones arnitméticas y estadisticas a que hace refenencia --
tal esquema y en e ctden cronolbglco del estuddo.

3.5.1. Evafuacibn de Las fermentaciones.

Para evaluan el compontamiento de fLas 4ermentacionca en Loa distin-
fos medios de cultivo, se analizaron dos vandiabfes aleatorias:

al Rendimiento en peso seco de Los extractos finafleh.

Para deteaminan &4 fodos Los medios tuvicrnon ef mismc nendimiento,
4¢ rnealiz§ un andlisis de vanianza, consdiderando un expenimento comple-
tamente al azan con e nimero de tratamientos {gual af ndmerc de medios
expendmentales y cuafno nepeticiones. La hipSteais a probar fue:

He: Ne exdste alauna diferancdia en £os efectod pon tnatamiento.
Ha: Al menos alguno de Los med{os es diferente af nesto.
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b) Poncentase de reduccidn def peso de £os medios.

Los datos obsesvados en esta vaniable se agrnuparon con Los de nen
dimiento y se realizd wn andlisdis de comelacddn para detfenminan s4 es
tas varniables muestran dependencia, para asi poden inferin el comporta
miento de wia fermentacidn con hrespecto a su nendimiento; La hipdtesis

a probar fue:

[ﬂ=0 Vs /#0

3.5.2. Evafuacién de La toxfedldad de Los extracitos.

Durante £as pruebas de toxicidad de Los exitractos de B. thurin- -
giensis GM-1, se siguienon varnlos mecanismos. Para indicarn cufles jue
ron Los méfodos de andbisis empleados durante esta fase, se presenta -
continuacion un resumen de £as evaluacdones, encabezando cada punto --
con el enunciado def método, a diferencia de Za .de.écw{pc{ﬁn analliica

sobre Las fermentaciones, en La que cada evaluacdidn se intituld con €a

variablfe estudiada.
a) Pruebas de actividad.

Para determinan La actividad de fLos extractos se negistraron Las
proponrciones de Larvas muentas durante Los ensayos preliminanes, ufdld
zando 500 K g/ml de dieta, en Lotes de 25 Larvas, La actividad se es-

tudié en Heldlothds virescens y Trdchoplusia nd, ademds de Spodoptena -

grug (perda.
b} Expevimente en blogues al azan.

Pana establecen 54 Los extracltos provendientes de diatintos wedios,

poselan La misma actividad, Are nealizaron dos andfisis de varianza: uno

para el ndmero de Larvas sobrevivientes y el otno para su pesc promedio,
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utilizando un diseio en bfoques al azan, con cinco thatamientos y sedis

repeticiones. Llas hipbtesis probadas para ambas variables fuenon:
Ho: Todoa Los efectos pon thatamiento son estadlsticamente iguafes.

Ha: AL menos alguno de £os efectos por tratamiento es diferente a Los
nestantes.,

Y La hipbtesis probada sobre fa susceptibilidad de S. frugiperda

a B. thurningiensis fue:
Ho: Ningdn grupo Larval mostrand digerencias en suscepfdbilidad.

Ha: AL menos wio de Los grupos de Larvas mostrarnd una susceptibifidad

diderente.
c) Andlisds "probit".

Pana determinan La pofencda de Los extractos se analizaron en und
dades "probit", fos nesultados de poncentajes de montalidad en Larvas
“‘I) de S. frugipenda en respuesta a cinco dosis tanto de Los extrac--
tos, como del estdndarn internacional HD-1-S-1971, Se caleuld La con--
centrhacibn Letal media y se transgormaron Los nesullados a unidades in

ternacionales,



RESULTADOS vV DISCUSION

Sigulendo el onden establecido en La seceidn de materniales y méto--
dos, a continuacibn se presentan Loas nesultados obtenidos durante el es-
tudio, agregando para cada caso su andlisis estadlstico, grdficas y dis-
cusidn que expliquen su comportamiento.

4.1, Fenmentaciones.

De Los medios experimentales citados en La tabla X, Los ndmeros V
y VI que contuvienon dextrosa, como fuente de carbono, no produferon - -
cnistales, ni esporularon convendentemente y mostraiion un creeimiento ce
Lularn anonmal, en comparacdidn con Los medios a base de jugo de agave que
8L ondginaron ¢sponas Y calstales. En La mayonla de Los casos Los chis-
Lales fuenon notonios en Los medios con fugo de agave, desde Las 4§ ho--
ras después de indclada La fermentacidén. La tabla XI1 describe Las ca--
nactenlsticas mongoldgicas observadas en Las células, producddas en Los

dos ghupos de medios.

Se puede explicar que el atrnogiamiento, en ef desarnncllo de Las cé-
Lulas obtenidas en medios con dextrosa, no es realmente anonmal 54 se --
considena que pudo habense oniginado pon una Lnadecuada proponcibn en La
fucnte de nitrbgeno, ya que para ambas concentraciones de dextrosa, 1.5
y 3.0%, se utilizd tan 88Lo 1.5% de hanina de soya como dndica fuente de
nitndgeno. Algunos nepontes bibliogndficos apoyan Lo anterndior; pon efem
plo, Megna, citado por Dulmage y Rhodes (71971), establecis que cualquien
desbalance en el aﬁptemento de nitnégeno y carbohidratos, nesulta en una

Aincompleta esporulacidn, fractura celular, germinacién de esporas y/o au

*Supna, pdg. 73.
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T6Lisds.

Estas trnes dltimas observaciones de Megna, {ueron congirmadas en el
presente estudio, en cuatro de Los medios con dextrosa, cuya germenta- ~
cddn se continud hasta 120 horas. En estos medios se encontrd que a fLas
96 horas se produjo una nueva generacidén de céfulas, pudiéndose notar --
también germinacdidn esporal. Estas nuevas células al sern Tefiddas con --
cristal violeta, no presentaron Las caracterlfsticas monfolbgicas de fLas
dQACMLIﬂA:a Las 48 horas y gueron semejantes a Las producidas en jugo de
agave, aunque su nimero fue muy neducido, A fLas 120 horas se pudo notar
una gran cantidad de fragmentos celulares, ocasionales esporas Libres y

cuenpos teiddos amorfos.

Schennen, Luthy & Thumpd (1972) encontraron que concentraciones de
glucosa supendiones a 0,8%, orniginarnon La gommacién de cuerpos paraespora
Les que perdlan su forma que .nhibieron el crecimiento, reiniclado A6L0
cuando se agregd hidréxido de sodio. Estos nesultados también explican
ghan parte de Los obtenidos en el estudio; siendo extremadamente imporn--
tantes Los cuerpos amorngos, que pudienon habense oniginado a Las 48 ho--
rasd s4n haben sido advertidos y Las negionesd sin teain, andfogas a Los -

grndnulos de Sehennen y cofaboradones.

uﬂa explicacidn §Lsica de Lo que pudo haben ocurnido en Los medios
con dextrnosa, fue que La elevada concentracidén, sobre todo elf medio VI -
con 3%, efencdf una efevada presdidn osmbéiica sobre fLas células vegetati-

vas, Lisdndolas.
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4,1.1. Andlisis estadlstico de Los rendimientos en peso seco de ex- -

thactos finales, obtenidos en Los medios a base de jugo de agave.

AsL, habdendo obtenido resultados positivos para £a produccdldn de
cristales, tan s46Lo en Los medios a base de jugo de agave, en La fabla
XI11 se presentan Los datos observadod en Los medios 1 al 1V; Los nime
nos 11, 111 y IV fueron Las fermentaciones, en que se thatd de deteami
nax La {ngluencia de diferentes concentraciones de jugo de agave, micn
trhas que La 1 se utilizd como Lestige y se trata de un medio similan -
al que Maldonado (1981), encontré com una dceptable produccibn de cris

tales con fa cepa GM-1 de B, thuringiensis.

— — e -t

Tabla XI1I. Peso seco de Los extractos producidos pon La cepa GM-1 de

B. thuningdiensis, en cuatro medios a base de fugo de agave y harina de

Aoya.a
Medios R e p e £ 4 ¢ £ 0 n e &4 v
de y'{: DMS*
Cultivo 1 2 3 4 .
I 0.3117 0.3257 0.45813 0.4099 0.3822 a
11 0.6654 0.6943 0.6920 0.6503 0.6755 b
111 0.6739 0.6820 0.6080 0.7529 0.6792 b

v 0.8055  0.7988  0.8550  0.7750 0.5086 ¢

ASe incluye prueba de medias.

*AL nivel de significancia del 5%, Las Litenales diferentes seitalan
medias distintas.
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EL andlisis de vanianza de estas observaciones en La Labfa XIV, -
muestra que existid una alta sdignificancia en Los efectos porn trata- -
miento, por Lo que se rechazd La hipttesis nula de {qualdad de medias
Yy se aceptd La altenativa de efectos digerentes. Esto se explica fd-
cilmente con La prueba de medias de La tabfa XI1I, en €a que se apnre--
cla que todos Los medios fueron superndores al testigo, em una propon--
cidn promedio de casi el deble de su pesoc. Cabe serialan, s4in embango,
que La hanina de soya fue £a nresponsable indiscutible de esta drdstica
digerencia, pues ésta se adviente desde el medio 11, con 1% de jugc de
agave, igual al medic 1; mientras que La hauina de soya fue de 1.5 ¢v --
1.0% nespectivamente, Lo que af parecer origind una mayorn acumubaciin
de s6Lidos en el medio 11, dando Lugan a extractos mds pesades, come -

se puede observar en La misma tabla X111,

Tabla XIV. Andlisis de varianza de Los nendimientos, en peso seco de

extrhactos ginales, obtenidos con La cepa GM-1 en Los medios a base de

jugo de agave y harnina de soya.

Fuﬁgtea angoA Sﬁga Cuadnados FCafc. FTab.
variacién Libentad cuadrados medioa 5% 1%
Tratamientos 3 0. 3906 0.1302 4.65** 3,49 5.95
Ernon 12 0.0341 0.002¢8
Totak 15 0.4247

**Diferencda altamente s{gndficativa. C.v. = 0.083
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Lo anterion se conginmé parcialmente durante el conteo de esporas
que se presenta en La tabla XV, en el que ae enconthd que Los medios 1
y 11 produferon cantidades similares de esporas, estimadas come co€e--

nias pon caja, thas una difucitn de 1079,

Tabla XV. Conteo de esporas de £os extractos finales, producidos cn -
Los medios a base de jugo de agave y harina de soya porn fa cepa GM-1 -

de B. thutdingdlensdis.

- ——

Fearmentacdion e s Promeddos Esponas/
Meddos (cofondas/caja) gramo
1 2 3 4 ghane
1 *x I 4 * 2.5 x 10° 5 X 107
11 i 3 2 * 2.0 x 10° 4 x 107
111 e 2 3 7 4.0 x 10° £.0 x 107
1V 3 * 6 9 6.0 x 10° 12.0 X 10°

*Contaminacibn.,  **Matendial insuficiente.

Pon otra pante, de acuerdo con £a prucba de medias de £a misma fa
bla X111, Los meddos 1T y TIT fueron Lguales; mientias que el 1V Cogrd
un nenddmiento medio sugicicnfe para difenin de todes Los demds, neaul
tando sen el meforn nivel de jugo de agave, para fa producc<n de ex- -
tractos del complejo espora-cnistal, medides en pesc secc. Esto fue -
apoyado pon ef conteo de esponas de La tabla XV, en ¢l que se cbsenva
que el ndmeno de €stas se Lncrementld, a medida que sc aumentd fa fueu-
te. de canbono en Los medios 1T af IV, con 1.0, 1.5 y 3.0% de juge de -

agave. Nco cobstante, toda conclusidn hasta aquf e relacduna con un A6-
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Lo aspecto de La cepa GM-1, ef de La produccién de extractos; de Lo
que, Lndependientemente de su peso, es mds Lmporntante su actividad ---
toxdlca contha Ansectos. Esto es necesanio aclaranlo, puesio que fa --

producedibn de protelna cristallfera en B. thuringiensis, no siempre es

t& connelacdonada con su toxicidad (Scherrnen, Luthy y Trumpd; 1973).

4.1.2. Andtisds de fLas neducciones en Los pesos de Los medios durante

su fermentacidn.

En La tabla XVI se muestran Los datos observados en ﬁq vard acd én
de pesc de Los medios, en nelacibn con sub nendimxenroaf En ese iasg
men se puede notan que en todos Los casos, tomando pon separado cada
fecha de fermentacién, Los medios en Los que Ae negi{rtrd mayon neduc-
eddn de su peso, originanon extractos mds pesados. Este hecho, dif€-
el de Aintenpretarn, puede tener variosd sdignificados; si{n embango, es
muy posible que se haya debido a una actividad metabblica difenencial,
consumibndose mds cantidad de s6€idos en Los medfos con mayor reduc- -
cddn en su peso. No fue posible realizan un andfi{sis de correlacdiin
entne estas obsenvaciones, debido a que fas varniaciones entrne neduc--

ciones y nendimientos no fuenon proporcionales en distintas fechas;

ésto ocwunid en todos Los casos, v.gr, en ef medio 11, fermentacibn

.

el duplicado nedujo su peso 1,6 g. y adindis un extnacte de 0.6943 g.

méentras que en la fermentacdbn 2, el medio principal disminuyd - -

0.6 g., de su pesce <nicdal y produjo 0.6920 g. de extracto, cantddad
casé {(dfntica a La anternion con una reduccl{dén mis de dos veces 0.6. A

pesaa de tode, s¢ gue factible un andfisis de connelacién de Loa ne--
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sultados promedio, ponr cada medio de cultivo, expresadost en poncenta--
jes de La forma que se muestra en La tabla XVII, manejando el % de ne-

dueccidn como varniable "X" y el % de nendimiento como "Y".

Tabla XVII. Promedios de fas neducciones de peso por medioc y sus nen-

dimientos, trhansformados a porcentajfes.

Medios Reduccdones ‘ Rendimientos
Promedio Porncentafe* Promedio Poncentafe**
{g) XL (g) Vi
11 0.875 43.8 0.6755 67.6
111 0.825 41.3 0.6792 67.9
IV 0.55 27.5 0.8086 §0.9

*Se calewld considerando una escala arbitraria de 0 a 2 g., suponiendo
que 2 senfa La reduccdidn mdxima esperada, es decin 2 = 100%.

*¥Se consdidend una escala de 0 a 1 g., con un gramo como 100% de rendd
miento miximo esperado. B

EL andlisis de conrelacidn se LLevd a cabo con Los nesultados de
Les medios 11 al 1V, ya éue duenon E€stos en £05 que se hizo varlan La
concentracdidn de jugo de agave, manteniendo fLa misma cantidad de. haxi-
na de soya, 1.5%. EL estimadon "r" del coeficiente de connelacibn "P".

se caleuld mediante La ecuacidn:

£ gixi - SELD(ZX0)

: £4i)* : )
Jkﬁ%z—( 4 ‘JEZXf—L%éj

=

n
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la prueba de hip6tesis de Ho: f = 0 contra Ha: f# 0, se hizo con

el estadistico:

tc= i n- 2 .

Jvl-nz

el nesultado que orlgind este andlisis fue:

no= - 0.99234 Y 'tc = §.087

Como el valor absoluto de "t" caleculada fue menorn que ef de "t" -
tabubada, al nivel de significancia de P= 0.05, ya que t (0.05/2, - -
n-2) =% (0,025 1) =12,706, s¢e acepts La hipétesis nula de f = 0
y se concluyd que no existid nelacibn significativa, entre €as varia--
bles nendimiento y neduccdidn de peso en Los medios. No obstante, es -
Ampontante seiafarn que al nivel de significancda de P= 0.1, hubo cien
Lo grnado de conrelacibn puesto que t (0.05, 1) = 6.314, aunque La phro-
bab.ilidad de ernor es en este caso de 10%. Si Lo anterion es cdlento,
Los medios se compontanon de La siguiente fonma: el substrato consumd-
do 4ue nreemplazado pon La acumulacidn de nueve maternial celulan asinte-
tizado, en nespuesia a mayores concenfraciones en La fuente de canrbone,
Existen pocas bases pana tal hipétesds, salvo el conteo de espornar™*, -

as{ como el incremento en protedna cristalifena Logrado pon Schennen,

Luthy ¢ Thumpd (1973), con el serovarn l-thuningdensds ew distintas con

centraciones de glucosa. Aunque, por otrno Lado, esta hipdtesis y Los

resultados obtenddos en el presente estudio, incluyendo fa prueba de -

¥Supra: Pdg. 93. Tabfa XV.
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medias de Los extractos finales*, son opuestos a Los observados por Mur-
(1983) en La primera de sus conclusdiones, en que aginmé que La variacidn
de Las concentraciones de fuge de agave, no modificé el peso seco de Los

extractos, ni el conteo de esporas de €a cepa GM-2.

La §igura 8 muestra el histoghama de Lcs porcentases de nreduccibn
y nendimiento de Los medids, para ilustrar La supuesta cornefacifn entre
e.g;taA variables; en €L  se observa claramente que el medio IV, con el -
nendimiento mds alto, 80.'3%; disminuyé moderadamente su pesdo, 55.0%; - -
mientras que ef medio I, con el rendimiento mds pobre, 3£.2%; iuvo una -
reduceidn promedio en el peso de sus fewmentaciones de 35%, casi igual -
al porcentaje de su rendimiento. EL medio IV incrementd Ligeramente su -
producceibn con respecto al 111 y redujo mds el peso de sus caldos que €&
Ze.

4.2. Pruebas de toxicidad,

Secuencialmente Los nesultados de Las pruebas de toxicidad zon tha-
tados a continuacibn, de acuerdo con el orden establecide en La metcdolc

gla.
4.2.1. Emsa%oz.s preliminanes.

La :Cab.Ea XVI11 presenta Los resultades de montalidad ondiginada vo4
Las extracclones , contrha trnes especies de Lepidbpteros. En estos ténmi--
nos, se observa que La cepa GM-1 fue dnactiva para todos Los medios 1 —-
sus fermentaciones; sin embargoe, Los medios I, 1T y TI1 {ueror unifor-. -

mes en su "activdidad" .y algo superiores al IV, como se puede aprediar

®
Supra, pdg.97. Tabla XIIT.
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en Las fermentacdiones 3 y 4. Aunque estas observaciones no son confid
bles debido a el ennor humano y £a ausencia de andlisis estadlstico, -
L0s datos de La tabla XIX, sobre el porcentaje de neduccidn del peso -
de Las Laxvas de S. frugiperda, conginman que La cepa GM-1 34 posee --
clenta actividad, pues pon efemplo, Los extractos de £os medios T y 11
nedujenon hasta en un 73.5 y 85.6%, nupectéuamente, el peso de fLas --
Larvas con nelacibn a Las del testigo en blanco. Esta influencia nega
thva en el desarrollo de Las Larvas de S. grugdpenrda, phoducido porn La
GM~1, fue casi similarn a La ejencida porn el extracto de La HD-1 varndie-
dad kurstaki, usada en £as formulaciones comerciales de B. thuningden-

544 .

Tabfa XIX. Reduccidn del peso en Larvas de S. frugiperda, observada -
durante el ensayo preliminarn de Los extractos necuperados en Las fern--
mentacion tres, de La cepa GM-1%,

Ndmeno de  Mortalidad Peso promedio Reduccdibn

M%c:",;oa Larvas %y {mg) del peso (%)
I 47 25.5 6.071 73.5
11 44 29.5 © 3.309 85.6
111 45 24.4 7.724 66,3
1v 55 10.7 9.971 56.5
HD-1%* 33 18.1 2.994 86.9
Testigo 49 0.0 27,942 0.0

*Dosis: 500 g/ml. de dieta.
¥¥Extracto del estdndan inteanacional HD-1-S-71,
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4.2.2. Andlisis de Los nesulbtados delf expernimente en bloques al azaxr.

En La tabla XX se expresan Los poncentafes de morntalidad Larval
en S. frugiperda, como nespuesta a una dosis de 500 Mg/ml. de dieta,
de extractos del complejo espona-crnistal producidos porn Las cepas - -

GM-1 y HD-1 de B. thuringiensis. Tambidén se presentan Los resulfados

nelativos al peso promedio, en miligramos, de Las Larvas sobrevivien-
tes. Parna analizan Los datos de £a primen varndiable, se wtifizaron nd
menos de Larvas sobrevivientes en Lugan de Los porcentases de montald
dad, con el fin de evitar cuakquiern Lhansformacdbn Lnnecesarnia y Asim-
plificar La interpretacién del andlisis de varianza. Ademds, se su--
primis el tratamiento cinco, cepa HD-1, por presenian una amplia va--
niabilidad en su activdidad. AsL, en La fabfa XXI se nesumen Los da--
tos de sobreviviencia Larval, de S. frugiperda a £os extractos de La
cepa GM-1, &stos son Los thatamientos 1 al 4, mientras que el 6 fué -
el tesiigo en blanco,

EL andlisis de varnianza de La tabla XXIT, conginmé La utifidad -
def bloqueoal nivel de significancia de P = 0.05, Lo que demuestra -
que 8L existi6 al menos un grupo de Larvas®, con un grnado distinto de

susceptibilidad a B. thuiinglensis, apoyando fa hipétesis altemnativa

propuesta oniginalmente**, AsL el bloque T presentd Las Larvas mds -
susceplibles, mientras que el grupo del bloque II fué ef mds nresisten

te; aunque en nealidad todos Los demds bloques fuvieron ghupos de fan

*x

*Su.pm, pdg, 8&1.
- e

Supna, pdg. 87.



Tabla XX1. Larvas de S. grugdiperda que 50breviVL eron &eApuéb de sdieie
dias, en dietas inoculadas a razén de 500,/‘g/m£. de alimento, con ex-
thactos de £a cepa GM-1*.

Bloques Tratamienitos
1 2 3 4 6 V.§ DMS**
1 12 14 10 9 15 12 a
11 15 15 15 15 15 15 b
111 14 14 14 13 15 14 b
1V 14 13 15 15 14 14.2 b
v 14 12 15 14 14 13.& b
VI 15 13 14 15 14 14.2 b

*la unidad expernimental fué de 15 Larvas distrnibuidas individualmente.

**AL nivel de sdgniflcancdia del 5%, Las Litenales difenentes nepnesen-
Lan medias distintas.

Tabfa XXIT, Andlisis de varnianza para Lanvas de S. frugipenda, que
sobrevivienon en dietas inoculadas con 500 Mg. de exfractos de a ce

pa GM-1, pon mililitro de dieta.

Fuentes de

vaniacién  G.L.  S.C. C.M. Feate. Frab.
59 1%
BLoques 5 25.07 5.0 2.93* 2.71 4.10
Tratamientos 4 4.14 1.04 0.61 N.S. 2.87  4.43
Exno 20 34.26 1.71
Totak 29
*Difencncdia sdiqni ficativa. C.V. = 0.09

N.S.aNo exdiste digerencia significativa.
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vas L{gualmente nesistentes al 11, segdn se observa en La prueba de me-
dias de La tabfa XXI. Pon otnra parnte, el andlisis de varianza no de--
tectd algin efecto en Los tratamientos y gueron estadlsticamente Ldén-
ticos al testigo sin indeulo. La confiabilidad de estos nesultados es
apoyada porn el bafo coeficiente de variacién, 0.09; que se Lognd duran

te esfa fase def estudio.

La inactividad de £Los extractos de La cepa GM-1 de B. thuningien-
A48, podnlﬁ debense pon Lo mencs a trned nrazones: L) que La genética de
£a GM-1 da Lugar a cristales inactivos contra S. frugdperda, T. gﬁ_é -
H. uwirescensd y quizd activos contha otras especies, como Lo demostrna--
non Dulmage (1979) para La &Inea HD-83 y Dulmage et al. (1981) en fas

varniedades thusringiensdis y khunstaki; £4) 84 La GM-1 mostné actividad,

como fo neportaron Ndnez (1980) y Munga (1983}, enfonces fa cepa dismi
nuyd su virulencia debido probablemente a condiciones de Aubcuffivo ¢

bien a conservacibn Ln&decuada; factores que agectan La potencia de --
Las cepas de acuerdo con La revdisién de Adzawa (1971) o bien, también

es posible La incidencia de bacterilifagos dunante ef proceso de fLas --
dermentaciones que, segin Knieg (1971), pueden originar una baja espo-
hulacibn y gonmacibn de cristales; LidL) por d@timo, una fercera posdibi
Lidad es que £os componentes de Los medios de fernmentacidn usados en -
el presente estudio, fuenon incapaces de catalizarn actividad; as fuen
tes de canbono y nithdgeno, fugo de agave y harnina de soya,rcspectiva-
mente, dnicos componentes de £os medios, nepresentan condiciones vin--
tualmente Limitadas de crecimiento, mds adn 5. s¢ f¢s contrasta con --
Los medios descnitos en La tabla VII, estudiados pon Dufmage (1970). -

Sin embango, es digledf esclarecer cuaf de fas anteniones hipifesis eb

1bupna, pdg. 49.
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La mis acentada, pues durante La nevisibén de Los estudios de fa GM-1 -
Ae presentd un panorama de resultados, en ocasiones inconclusos y - --
otrhos digleiles de internelacionarn.* A pesan de todo, existe una gran
posibilidad de que La hipbtesis (i) esté mds préxima a La nealidad, --
pues sdalvo reportes como Los encontrados en £a tabfa XVITI de este cs-
enito, producto del enron humano no existen antecedentes que conginmen
Las observaciones de Naidez (1980}, yé que ef 100% de montaldidad Larval
producido por 2a GM-1 contra T. ni, pregonado por Murga (1983] se fln-
damentd en estudios de Amparndn (1982), quien nepontd sus nesuftades de
GM-1 contra T. ni en undidades internacionales, siendo £a menon de - --
9,050 y La mdxima de 14,500 UI, mientras que fa actividad que encontnd
en esa misma cepa conina S. ﬁgggéggﬁgg fue 44% de montalidad, La mfs -
alta, Todo esto nesta Amporntancia a La hipdtesis (44) y, por otra pan
te, La gran cantidad de fewmentaciones en Las que s¢ ha hecho checen -
La GM-1, utilizando medios fan simples como Los del presente estudio,
nepontados por Ampardn (1982), hasta otros mds complejos como £os expe
nimentados porn Murga (1983) y Maldonado (1980), disminuyen Las posdibi-
Ridades de La hipbtesis (£ii).

Lla actividad de La GM-1 & La susceptibilidad de S. frugiperda, en
tenminos de desarrollo Larvario, fueron analizadas de La siguiente for
ma. LoA datos de peso Larval promedio de £a tabfa XX, fueron nevdisa--
dos en su nonmalidad y se encontrd que fos nrangos de £as obsenvaciones
por Tratamiento, diferfan mucho entre tratamientos, pon Lo que se rea-

Liz6 una thans formacidn ﬂ X+ 1, que es La {ndicada para conteos pe--

*Supna, pdg. 12, pass. 2.1.6.
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queros. la tabla XXITI presenta £os datos transformados y La XXIV el

andlisis de varnianza de €LLos. Tanto el blogueo como Los tratamientos
neflejarnon diferencias altamente signdflcativas, pon Lo que se rechaza
La hipitesis nula de Lgualdad de medias y se acepta, que al menos un -
extrnacto nedufo mds el peso de Las Rarvas que el testigo; mientras que
La sdignificancia de Los blogques, apoyaron La hipdiesis de que existen

distintos grados de suscepiibilidad de S. frugiperda, como nesultado -
de su variacdidn {ntraespeclgica ¥ que en este caso, al menos algin g
pe de Lanvas provendentes de una de Las masas de hueveciffos usadas en

el expenimento, nesultd ser mds susceptible a B. thuringiensis. En fa

tabla XXV se muestna La prueba de medias de Los tratamientos y fa de -
Los bloques, en ELLa se puede observar que Los mejones extractos fue--
non el 1 y 11 de La GM-1, tratamientos 1 y 2,y el de La HD-1 nepresen-
Zado pon el trhatamiento 5. EL extracto 11 fue estadfsticamente tan ac-
Livo como el HO-1. Los extrnactos T11 y IV fuenon Los menos activos --
contrnaniando Los nresultados obfenidos en Las feamentaciones y conteo -
de esponas, en Los que el medio IV onlginé extractos mds pesados y un

mayon ndmero de esporas por gramo.

Por otno Lado, el grupo de Larvas mds suscepiible de S. frugipex-
da, fue aquel que cornrespondib al bloque 1, mientras que el mds nesdis-
tente fue. el del ndmerno I11. EL nesto de Los bloques Tuvienon qrupos -
de Larvas con susceptibilidad intermedia, difenente a ambos extremos -
segun se observa, Estos Wltimos datos codinciden con €a susceplibilfi--
dad, medida como sobrevivencia Larval en La tabla XXI y sostfenen La -

hipdtes is de varniabilidad genéitica para susceptibilidad; mientras que

£os efectos pon trhatamiento en el desannollo Lanvakl, Aofc connobonan
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Tabla XXIV. Andeisds de varfanza de Los pesos Larvaled transformados

XET

a
Fuentes Grados Suma Cuadrados FCa!,c. FTab.
de de de

variaeclon Libentad cuadrados medios 5% 15
Bloques 5 5.449 1.090 9.397*%% 2.6 3.85
Tratamientos 5 112,72 27,544 194.345%* 2 ¢ 3.85
Ennon 25 2.894 0.116

Total 35 121.063

**Difenencia altamente signigicativa.

c.v. = 0,12,

Tabla XXV.
penda, originadas porn La actividad de Los extractos de Las cepas GM-1

Comparaci6n de medias de Los pescs Laxvales cn §. frugd- -

y HD-1; y medias def peso Larval ponr blogue, Las que suglenen distin--
tos ghados de susceptibilAidad a B. thuringiensis, en Los divernsos gru-

pos Larvanios de S, frugipenda dispuestos pon bloque.

Actividad de B. thurninglensds

Susceptibilidad de S. frugiperda

Ttos. Medias {peso Lanval)| Bloques Med<as (peso/bloque)

ondginales Thans§. ondiginales Thans §.

5 1.225 1.447 a 1 5.836 2.038 a

2 1.374 1.506 ab 111 9.5375 2.804 b

1 2.682 1.888 b 14% 11.457 2.909 b

4 6.144 2.611 c v 11.432 2.987 b

3 8.441 2.991 e VI 12.036 2.997 b

6 47.744 39.559 11 12.474 3.302 e

4 |

DMS al 5%; fas fitenales distintas Andican med{as diferentes.
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observaciones cualitativas hechas en estudios precedentes con B. thu--
ninaienbiz.
Yamunias, citado pon Heimpel y Angus (1963), concluyl en 1961 que

algunas variedddes de B. thuringiensds causaron una edpecie de diarrea,

con sintomas cidnicos de toxemia en A. kuehniella. Segdn Heimpel y An
gus (1963) Lo mismo ocunni6 en B. moni, cuyas Larvas presentaron ade--
mds sintomas de Letango o peneza, inhibleibn de su alimentacibn y ne--
gurgftacién., Con excepedlbn de La toxemia cﬂdnica,-todoA Los anternio-~
nes s4gnos patoldgicos se presentaron en S. frugipenda en el presente

estudio, aunque no en todas £as Larvas observadas. Lo que pudo haben

ccwnido fue que Las Lanvas ingirienon una concentracidn subletal de -
cristales, como Lo sugdlene La reducida alimentacisn de Las dietas, 4in-
hibiendo £a ingestidn en £as Larvas, debido quizd al malestar en el me
dentendn, reglejado en Los sintomas de dianrea y vémito; malestan que

desaparecid en muchas ocasiones, cuando fas Larvas afectadas £igeramen
te fuenon colocadad en dietas Libres de inbeulo. Esta dltimo obsenva-
cidn fue andloga a La que hicieron Hedimpel y Angus en 1959, en A, - --
kuehniella (Burgerjon y Marntournet, 1971).

La neduccibn en el tamadio de Las Larvas, ordginada pon La Lnges--

tibn de esporas y cnistales de B. thurningiensis, fue observada fambién

porn Ampandn (1982) en S. frugdperda; por Dulmage et al. y Scherwren et
ak., citados pon Ampardn (1982}, en H. vinescens y M. sexfa, nespectl
vamente; awique ho se neportaron pruebas estadlsticas de tal efecto,
en ninguno de Los casos. Posiblemente S. grugipernda pentenezea a fas

especdies del grupo 1V, propuesto por Martounet, Crnison y colaboradones,

eltados pon Heimpel y Angus (1963), en el cual se cuentan £a mayornla -
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de Los noctididos, que no muedtiran ninguna susceptibilidad aparente al

ernistal de B. thurninglensis, pero 5L a una substancia téxica soluble y

tenmoestable, Liberada durante el tiempo de esporulacion.* 0 quizd, -
al grupo de especies clasificadas como def tipo TI1 por Heimpel y An--
gus en 1959, entrne Las que se cuentan A. kuehniella y 0. nubilalis y -
cuyo pH intestinal, Lindernion a 8.9, no peumite La disolucidn del cnis-
tal pero £ La germinacdén esporal. Sin embarge, hasta el presente, -
no existen sufdicientes pruebas experimentales pana aceptarn alguna de -
Las hipdtesis anteriores, salvo que S. frugdpenda posee un pH intesti- .
nat abrededon de §.0.'7)

4.2.3. Resultados de Los bioensayos.

La tabla XXVI nesume £os datos obtenidos en dos bioensayos, en --
Los cuales se probaron cinco dosdis de extracto de La cepa GM-1 y del -
estdndar internacional HD-1-S-1971, contra S. frugiperda. Los resulta
dos en cada fecha, B, y By, dan 4idea del compontamiento de Las gormula
ciones en poblaciones de S. frugiperda y condiciones distintas. Los -
promedios, B, de Los porcentajses de montalidad son gragicados como on-
denados, con Las dosis en el efe de abscisas para orndiginan Las curvas
de actividad de £as cepas HD-1 var. kRunstaki y GM-1 de B. thuringdien--
448 (gigura ?). Mientras La HD-1 muestra una elevada actividad sobre
el umbral de 1250,Ab, La GMFIL con una toxicidad inferion, {ncrements

* Supra, Pdg. 38, inciso b.
(1)Datos sin pubfican; Laboratonio de Cnfa Masiva, F.A.U.A.N.L.
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Tabla XXVI. Montalidad Larval de S. §rugdperda, orniginada en dos bio-
ensayos con Las fonmulaciones de La cepa GM-1 y el estdndar internacdo

nal HD-1-S-1971 de B. thuringiensis.

Dosis™ Monrtatidad { %)

( Ag/me

de dieta) GM-1 HD-1-8-1971
500 16 9 12.5 52 24 38.0
1000 29 - 12 20.5 91 60 75.5
1250 : 36 70  28.0 100 86 93.0
1500 41 28  34.5 100 100 100.0
2000 64 46  55.0 100 100 100.00

*Se utifizé un grupo de 25 Lanvas pon cada dosis.

Au potencia, al emplean dosis tan elevadas como 2000 /Jg. de extracto
por mililitno de dieta. Es Aimportante recondar, que a medida que Las
dosis se alejen sobne 500 Mg/ml, se hacen menos factibles de uso - -
prdetico. Para nealizan estimaciones de Clg, se transformaron Los da
Los de montalidad y dosis, a unidades "probit" y Logarnitmos nespects-
vamente, utilizando Las tablas de unidades probit emplrnicos y thazan-
do una £{nea de nregresidn aproximada. La tabla XXVIT muestira Las uni
dades Transformadas, mientras La figura 10 presenta Las LLlneas rectas,
que nepresentan La actividad de cada formulacibn.
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Tabla XXV11. Datos de mortalidad y dosis de £os bioensayos con S. - -
grugiperda, transformados a La escala Probit-fog.

Log dos.is % montalidad Probits emplnicos Probits esperados

X P y =5+ [x-p)
L a
HO-1-S-1971
2.69 38.0 4.6945 3.91
3.00 75.5 5.6903 6.50
3.09 93.0 6.4758 7.26
3.17 100.0 £.7190 7.93
3. 30 100.0 §.1790 9.02
GM-1 |
2.69 12.5 3.8497 3.79
3.00 20.5 4.1761 4.43
3.09 28.0 4.4172 4.62
3.17 34.5 4.6011 4.79
3,30 55.0 5.1257 5.06

Pon dbtimo el cdbculo de La concentrac{bn Letal media, CLSO' para
Los dos extractos, utilizando el programa de andlisis de reghesildn de
Las unidades "probit-Log", origind Los nresultados que se nresumen en La
tabla XXVIII. Como se puede aprecian, La Cley de fa cepa GM-1 fue po-
co mds de trnes veced superior a £a delf estdndarn internacional, Lo que
hepresenta una actividad bajlaima. Ademdis es Ampontante hacen notan,

que Las pendientes de Las Llneas de negresidn, difenentes entre La - -
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GM-1 y el estdndan, sugienen que el materdal de ambas gformulaciones no
es homdlogo, Lo que apoya en ghan parite £a segunda hipltesis, plantea-
da af final del punto 4.2.2., mds por el hecho def compontamiento ded
extracto, que por La naturaleza de La especie de imsecto con que se¢ --
thabaj6, pues no se han encontnrado nepontes sobne fa actividad de fa -

exofoxdina en S. frugdipenda.

9.0 ~

8.0+

7.0 o

( Mortalidad )

8.0+

PROBIT

5.0
—— D =|—-3-7
-——- aM-|

40 v

LOSARITMOS { Dosis)

Figura 10. Leneas de regresidn probit-Log para La actividad de Las
cepas GM-1 y HD-1, durante Los bioensayos.
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La potencia en unidades i{nternacionales de £a cepa GM-1, 4¢ caleu

£6 utilizando La sdlguiente f6nmula:

CLSO de fa GM-1

sdiendo el nesultado: 5,187.5 UI, una de Las actividades mds bajas en--

contradas dunante €as investigaciones con La GM-1.

Tabla XXVIII. Cohcentracibn Letal media de L0s extractos de fas cepas
GM-1 y HD-1-S-1971, detewminada mediante un andlisis de regresdibn en -

undidades probit-Log.

Exthacto Pendiente Concentracibn Letal®

Mdxima Med<ia MEnima
GM-1 2.1178 2,814.58 2, 113.5 1,780.7
HD-1-8-1971 4,5759 ' §95.52 609.1 47.04

W S

*Intervalo de congilanza al 95%.



CONCLUSIONES VY RECOMENDACIONES

Como sintesis de Los nesultados derivados def estudio desa-
rrollado, se presenta a continuacibn Las principales conclu

siones y algunas sugerencias Lmpontantes.

L) Los medios con 1.5% de hanina de scya y 1.5 6§ 3.0% de -
dexirnosa, como dnicas fuentes nutritivas, no fueron propi--
cios para Ra formacibn de cristales ni La esporulacibn de -
La cepa GM-1, adn adadiendo 0.1% de canrbonato de caledio, --
utilizade con frecuencda como amorfiguador de pH en Las --

gfeamentaciones con B. thuringiensdis.

Ai) Los medios con 1.5% de hanina de soya y concentraciones
variables de jugo de agave, 1.0, 1.5 y 3.0%, como dndicas
duentes nutrnitivas, produferon extrnactos -con ef complejo
espora crnistal- mds pésados que un medio con 1.0% de ambos
componentes, utilizado como testige. EL medio con £a con--
centracidn mds elevada de jugo de agave, dié Lugar a Los -

extractos mds pesados, con un rendimiento promedio de §.08
Q/Ls

LLL) La harina de soya inffuyé en el peso de Los extractos,
aumentando La cantidad de s68idos inentes no de matenial --
celulan sintetizado, como Lo sugiere el conteo de esporas

de Las necupenaciones delf testigo, medio I y el medio II --

(menon concentracién de jugo de agave, punto L4i).

Lv} EL ndmeno de esporas aumentd a medida que se¢ inchemen-

16 La concentracibn de jugo de agave.



118

vl La varibale nreduccibn en el peso de Las fermentaciones,
que trnaté de intrnoducinse durante el esdtudio, s6Lo se Logrb
cornelacionan con el rendimiento, utilizando una probabil.i-

dad de ennon de P = 0.1.

vi) Los extractos de La cepa GM-1 obtenidos de Los medios
con jugo de agave y harina de soya, no mostraron ninguna --
actividad, medida como % de mortalidad durante Los ensayos

prefiminanes con Larvas de primern estadlo de Spodoptena

frugipenda, Trichoplusia ni y Heliothis virescens, ni du-

nante el expenimento en bloques af azan con S. frugipenda.

vii) EL estédndar intennacional, HD-1-8-1971 van. Kunstaki,

supend en actividad a todos Los extractos de La cepa GM-1 y
produjo una moralidad p&omedié dé 51.7%, durante el expend
mento en bLoques al azan; s4in embarngo, mosind ef nango de -

variacidén mds amplio.

viid} Alguna actividad de La cepa GM-1 y HD-1 conira S. -

frugdipenda, se pudo detectar en ténminos de neduceidn en el

desarnrollo Larval; Los extractos de Los medios T y I1 dismd
nuyenon 16 y 31 veces, néspectivamente, el peso de Las Lax
vas, que se alimentaron en Las dietas Linoculadas con &LLos,
mientras que el HD-1-S-71 Lo disminuyé Ca. 36 veces., La ne
duceibn del desarnrnollo Larval provocado pon el extracto 11

due estadisticamente igual a La del estdndan HD-1.

Lx) ER empleo de bloques, panra distintos grupos Lanvales, de--

teamind cderta variacibn genoiipdica en S. frugipenda, repre-
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dentada pon distintos grados de susceptibilidad; con La va--
niable poncentaje de montalidad se deteaminaron s6Lo0 dos gru
pos: el bloque I econ el conjunto de Lanvas susceptibles y -
Los bloques TI al VI con Larvas esdtadlsticamente Lguales en
du nesdistencia (menocs suscepitibles que 1). Mientras que con
La vaiiabte peso Larval, se detectaron 3 grupos: de nuevo
el bloque T con Las Larvas mds susceptibles, Los blogques TIT
al IV con una susceptibilidad intemmedia y ef bloque 11 con

Las Larvas mls nesistentes.

x) La potencia de f£a cepa GM-1 de B. thuringiensis, medida

por dos bicensayos conira S. grugipenda y probando simultd--

neamente el estdndarn internacional, HD-1-S-1971, 4fue de - -
5,187.5 UI con una concentracibn Letal media de 2,113.5M/mL

de dieta, que consitifuyen datos de una potencia por demds --

baja.

x£) La ClLg, def HD-1-S-1971 {ue 609.1/9/me de dieta y matd

el 100% de Las Lanrvas a concentracdones promedio de 1,500 --

Ma/ml de dieta.

xi4i) Las pendienies de Las Lineas de negrnesdidn en undidades pro-
bit-Log para GM-1 y HD-18-71, 2.1178 y 4.5759 nespectivamen-
te, asugdenen que Ra formulacién de La GM-1 no es homéloga a
La del estdndan, con La posibilidad de que La formubacibén - -
GM-1 contenga mayorn cantidad de esporas y menar proteina chis

tallfferna, sdiendo por Lo tanto mencs téxdica.

Los cuatro objetivos propuestos inicialmente se Lograron - -
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indagar en una proporcién considerable, v.gnr.:
a) se demositnd que el aumento de La concentracidén en La --
guente de canbono, hizo variar La produccibén de esporas y
cnistales, medida porn el peso seco de extractos finales y por
conteo de esporas;

b) por medio de Los bioensayos se evalud £a mortalidad Lan

varia en S. frugiperda provocada por £a cepa GM-j, calculan

do ademds su Clgps
c) no hubo ninguna vardiacibn en La virulencia de £os exirac
tos, nepresentada por morntalidad Larval, porn Lo que no se -
pudo corrnelacionar a Las vardaciones en Las {fuenites de caxrn-
bono; y

dl se determinaron al menos dos grados de susceptibilidad

Larval en S. grugipenda.

Algunas nrecomendacdones pentinentes son Las que se Lindican

a continuacifn:

1) Con nespecto a Los medios con dextrosa, se sugiere expe
himentar contentraciones menorned y/o buscan un balance ade-
cuado en £a fuente de nitnégeno, asf como La inclusién de -
gactores de crnecimiento, e.g. el complejfo vitaminico presen
te en el Rigquido de nemofo de malz, que actie como sistema

coenzimdiico para gavorecenr La sintesis celfulanr.

2) De acuerdo con Las conclusiones de Los punfos 4L y viid,
el mejor de Los medios fue el 11, en el cual se utilizé 1.5%
de hanrina de soya y 1.0% de fugo de agave y es por Lo tanto,

el que se propone como base para estudios de esta natunraleza.
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3) Pana compioban La calidad de Los medios con hanina de --
soya y fugo de agave, es recomendable que se fermenten en --

8eLos cepas o vaniedades de B. thuringiensis, cuya poiencda

sea alta y bien conocdida, e¢.g. HD-1 var. kurstakdi y obsen--
var 84 es0s8 mediod son capaces de conservar en buena propon
cibn, Las propiedades Xdxicas de una variedad potente, para
sobre esta base tratan de mejonanlos, suplemenidndolos con
elementos minerales Lan necesarios en ef crecimiento de mi-
croorganismos como potasio, magnesdio, g6sforo y oftnos heque

nidos en canitidades menonres como zinc, cobalte, cobre y man

ganeso, entre otrnos.

4} La vaniable neduccdidn del peso en Las germentaciones 2u
vo un valon relativo en el presente estudio, sobre todo para

agsociarnlea con el comportamiento.de Los medios feamentados a

La vez.

5} Con respecto a La actividad de Las cepas HD-1 y GM-1 --

contra S. grugdipenrda, es posible esperar un comportamiento

similan sobre el desarnollo Larval a nivel de campo, Lo que
favonrecenia La accibn de sus enemigos naturales; sin embanr-
go, para que €sto se produzeca sendn necesanias dos cosas:
condiciones andlogas y una aspensidn uniforme, pues se ob--
senvd que Las Lanvas necuperaban su vigorn, cuando dejaban
de alimentarnse en La dieta inoculada. AsL que es dififcil -

hacen una rnecomendacidn en este sentido.

6] La innegulan actividad de La HD-1 contra S. grugipenda,
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mantiene vigente adn La imposibilfidad de combatir econémica
mente esta plaga; esto es apoyado ademds, porn Las elevadas
concentraciones que fuercn necesarias para matarn el total -

de Lanvas.

7) Como L£a cepa GM-1 es una excelente formadora de crista--
Les, es impoatanite que se indaguen Las causas de La aparen-
te atoxidad; empezando por La purifdicacién de sus cristales,
su aplicacidn onal 6 intraperiioneal, pern se o disueltos,

en Lanrvas susceptibles, de especies como B. moni, G. melfo-

nella o A. khRuehniella.




RESUMEN

Esta investigacifn se desanrnolls en Los Laboratonios de Microbiofo-
glo Industrial y del Suelo de La Facultad de Ciencias BiolLfgicas, y Crla
Masiva de Insectos de La Facultad de Agronomla, de a U.A.N.L.. La cepa
GM-1 de Baciflus thuringiensis Berlinen se fermentS en seis medios; cin-
co con uha concentracibn constante de 1.5% harina de soya y cantidades -

variables de jugo de agave o dextrosa; y uno empleado como testige con -
1% harnina de soya y 1% jugo de agave. Ningdn otno sustrato se aradif, --
sakvo CaC0, en Los medios con dextrosa. Los extractos obtenidos fueron -
ensayados contra Spodoptera ;@gibada (Smu:h), Heliothis virescens [ --

Fab.) y Trichoplusia ni (Hubner) y s6Lo contra el primerc se realizé una
estandanizacibn.

Los medics a base de dextrosa, 1.5 y 3.0 3§, impidienon La fonmacién
de cristales y La esporulacitn; mientras que Los formulados con fuge de-
agave, 1.0, 1.5 y 3.0 %, propicianon una adecuada produccifn cristallfe-
na. Sus rendimientos, medidos en peso seco de Los extractos finales, fue
hon superiores a Los del testigo y el medio con La mayor concentracién,-
fue estadlsticamente mds productive que todos y tuvo un promedio de §.08
g/&, en cuatro fermentaciones. No obstante, La actividad de Los extrac--
tos, medida por La neduccién que provoearon en Larvas de S. frugiperda,-
que 4e alimentaron en dietas inoculadas, indicé que el medio con 1.0 % -
de fugo de agave, con un nendimiento de 6.7 g/& fue ef mejon debido a ~-
que mosts La mayon actividad, disminuyendo hasta 23 veces el peso Lanval,
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Ninguno de Los extractos fue activo, en términos de montalidad --
Ranval, en Las especies anteniones y contra S. frugiperda todos fuenron
supernados porn el estdndan intenacional, HD-1-8-1971 var. kunstaki; --
mismo que, &4in embargo, tuvo un amplio rango de variacién y origind un
promedio de 51.7% muentes, con 500 Hg/mt de dieta. La potencdia de --
una fonmulacibn con Los extractos de La GM-1, fue de 5,187.5 Ul y su -

Cle, 2,113.5 Ag/mb de dieta, porn 609.1 en el estdndan.
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