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+ » .« . Mientras nosotros l:enémos la obligacidn de controlar,
de la mejor manera posible b:;:'OtBS de insectos dafiinos de todas
las clases, sin embargo, el tiempo ha venido, al menos para -
controlar algunos de ellos, debemos de fijar lineamientos hacia
la prevencién méis que hacia el control . . Para lograr esta.
. profilaxis, nosotros necesitamos &abajar con la naturale
za, no contra ella y necesitamos razonar debidamente las cau~
sas que han originado los cambios en el medio ambiente, que -
haﬁ hecho posible Que se presenten estos brotes. Nosotros =-
hemos cambiado el medio ambiente una vez; tenemos los me==
dios para cambiarlo de nuevo; y debemos ahora, hacer planes
a lé.rgo- plazo para realizar esto. Tal objetivo inspirador pue-
de ser dificil de obtener, pero se encuenira bien comprendido

dentro del campo de la moderna ciencia biolGgica. ™

]. D, "Fothill, discurso pronunciado en el Décimo Congreso In--
ternacional de Entomologia en 1956,
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INTRODUCCION

En nuestro pafs es ampliamente difundido el uso de produc-

tos quimicos para el combate del gusano cogollero Spodoptera

frugiperda ( J. E. Smith ) asf como para gran cantidad de in—
sectos ﬁtdﬁgoé que causan dafios en los cultivos; no concideran
do otros métodos de control que son igual o mds ir;lporl:antes -
ﬁue el control quimico a costos méds reducidos y con menos --
riesgos para la salud del hombre, animales domésticos y la =-

fauna en general.

En México no Qe lilevan a cabo inspecciones sobre los re--
siduos de parasiticidas en los productos agricolas como son -
granos, frutas y hortalizas, que la poblacifn consume directa-
mente, haciéndolo solamente en productos para eprrtacidn, de
bido a que el pafs importador lo impone como requisito para -

su compra.

- La realidad,es que,la Secretaria de Salubridad y Asistencia, -
Sub-Secretarfa del Mejoramianto del Ambiente y Secretaria de

Agricultura y Recursos Hidrdulicos no llevan a cabo estudios -



sobre la cantidad de residuos de parasiticidas en los productos
agricolas que cdnsumen diariamente los mexicanos y es por se
guro que el tejido adiposo de la mayorfa de los mexicanos con
tengan diversas concentraciones de parasiticidas, por ejemplo:
el DDT fué prohibido su uso en 1972 en los E.U.A. y en Mé-
xico hasta este aflo ( 1980) se sigue vendiendo en casas Co--
merciales Yy se aplica en los culdvos para controlar diferentes
insectos y es utilizado por algunas compafifas fumigadoras pa-
Ta tratar de 'com:rolar insectos perjudiciales en los hogares.
_ s

En un estudio hecho par Duggan y Corneliussen en 1972 ==
fueron tomadas muesl:ras' probedentes de 30 tiendas comercia-
les de alimentos en los E.U.J-S. encontrando que un 43% de =~
las carnes rojas, pescado y pollos conte_:nfan residuos de in--
secticidas organofosoforados y clorados y un 37% contenfan =
residuos de DDT y sus andlogos ( DDD, DDE ); en granos y
cereales encontraron residuos de un 12% vy 1(_)9{; respectlvarheg ‘
tc,en frutas los residuos fueron de 5 a 22% y de 5 a 15% res

pectivamente ( 56 ).

Casarett et al 1968 reportan que en 44 autopsias realiza-

das en humanos se encontraron residuos de insecticidas clorg

ii



dos en el excremento, cerebro, sangre, goénodas, en las pro-

‘tefnaas contenidas en los musculos y otras pa.fl:es del cuerpo ~
(56).

En estudios scbre la fauna se han encontrado residuos de
insecticidas qufmicos, clorados principalmente, en fitoplancton
zooplancton, asf como en una diversidad de peces, aves y ma-

infferos.

Los insecticidas quimicos como clorados y organofosfora=--
dos, estdn comprobados como agentes que pro'ducen cambids ot
mutagénicos en algunos vegetales, mamiYeros, aves y peces y
en algunos casos en €l hombre, adémas son pdsibles agentes
carcindgenos, como lo son el Carbaryl, DT, DDA, DDD, ==
DDE, DDOM, Dichlorvos, Dieldrin, Endrin, Fentbion; Hempag,
Lindano, Malat!iion, Parathion, Parathion metlico, Metepa, -
Phosphamidon, Arseniato s6dico, Systox, Trichlorfon, Tepa y
otros (56).

El control biolégico y en especial el microbiologico, posee
ventajas y desventajas como cualesquier tipo de control, pero

€S una buena _opcion para el control integrado de plagas, ya ~

iit



que tiéne mds ventajas que el control qufmico y por lo general

es mids econdmico a largo plazo,

El presente trabajo se traz8 con los siguientes objetivos:

1.~ Determinar si larvas de Spodoptera frugipetda ( J. E. - -
Smith ) son parasitadas por insectos y/o microorganismos

causantes de enfermedades en forma natural.

2.~ Aislamiento e identficacion de bacterias patégenag de mues

tras de larvas que presentaban sintomatologia de una infec-

cién por dichos microorganismos.

Al cumplirse estos objetivos, se puede manifestar que esta

humilde aportacién llega a formar parte de un control integrado

‘en el combate de Spodoptera frugiperda ( J. E. Smith ).

iv



LITERATURA REVISADA

Consideraciones Econfmicas

El mafz es el cultivo en Mé&xico que rﬁaydr cantidad de hec
tdrcas se le destina. Tan sélo en 1978 se sembraron 7; 184, -
000 Wa. y es el segundo en éuanl:o a valor de la produccién nacio-
nal agricola; es aniecedido sélo por el café. FEl mafz durante el
afio de 1978 tuvo un valor bruto de $32,727;090,000.00 m.n., ==
Este cultivo ocupa el primer Iugar en cuanto & consumo se re
fiere, debido a que é&sta graminea tiene. un lugar muy impor--
tante en la dieta diaria de los mexicanos. En la década de -
los setentas se ha observado un marcado incremento en la --
importacion de este grano; tan s6lo en el ano 1978 se impor-
taron 3,982;900,000 Ton. y desde el aiio de 1971 hasta 1978
se importaron 9, 263;650,000 Ton. con un vé.lor esl:ifnado en -
- $19,091;153,000,00 m.n. Estimando un promedio anual du--
fante estos aflos, tendrfamos quc se importan por afio 1, 151;
706, 200 Ton. de mafz con un valor promedio de $2, 386;356, |
721.00 .m.n. ( 68 ). |

Comparado con las exportaciones del petxrdéico crudo des-

de 1971 a 1978 tenemos que exportamos durante este periodo¥



2."

48, 147;055,000 Ton. de petrdleo crudo, con un promedio de --
6,018;382,000 Ton. lo cual observaremos ue por cada 6 Ton,
exportadas de c¢rudo, nosotros importamos 1,2 Ton. aproxima-

damente de mafz anualmente ( 68 ).

Las importaciones de mafz se han debido a diversas cau--
sas: gran parte de las tierras destinadas a este cultivo son de
l:emporal; siembras de subsistencia, falta de crédito, etc. =~

Sin embargo los dafios ocaciomados por Spodoptera frugiperda -

( J. E. Smith ) sobre el mafz son considerables. En Quintana
Roo se indica que de no protegerse oportunamente contra €sga .
insecto se puede llegar a reducir 700 Kg/Ha. Tomando en -
cucnta que durante ese afo ( 1977 ) el rendimiento promedio -
de ese Estado fué de 1,500 Kg/Ha. de mafz aproﬁﬁadamentq
el dafio ocasionado por gusano cogollero fu€ de un 46.66% del
rendimiento por hectdrea cosechada; lo cual indica que este =«
insecto estd seriamente involucrado en las importaciones de -

mafz ( 43).

De todas las larvas de Lepidoptera que infestan el majz -

* atos cstimados dado que no sc ticnen registros de 1971 a

1973.



en México, las del gusano cogollero S. frugiperda son-las més

voraces y las que se encuentran mds ampliamente distribuidas
en el pafs. puede decirse que no existe regi6én maicera donde

no esté presente; sin embargo, el dafio que bace no es igual -

en todas las dreas ( 72).

Es reportado también en el cultivo del sorgo causando da=-
fos de un 30 a 50 % junto con otras plagas en el Estado de -
Tamaulipas, Sonora, Sinaloa, MNayarit, Guanajuato, Jalisco, =

Quintana Roo y en la zona del Bajfo. ( 43 ).

En el cultivo de cebolla en €l Estado de Morelos se re==

porta & S. frugiperda como ¢l segundo en importancia ( 39 ).

En el cultivo del algodonerc se ha reportado ocasionando =
dafios ligeros y ocasionalmente sevej:'os en los Estados de -~ -
Chihuahua, Sonora, Baja California, Sinaloa, Coahuila, Duran
go, Tamaulipas, Michoacdn, QOaxaca y Chiapas. Est:imandosé
que son utilizados mds del 70% del voliimen total de insecti--
sidas comerciales en este cultivo para combatir un complejo

de plagas que incluyen a este insecto ( 73 ).

Generalidades de la familia Noctuidae



Esta familla condene 2,700 especies, muchas de ellas de -
importancia econbmica, por cjemplo: los géneros Agriotis, - - -

Hadena, Peridroma, Feltla, Nephelodes, Pseudaletia, Spodopte-
ra y Heliothis.

Los adultos de &sta familia son palomillas que poseen habi
tos nocturnos y una gran mayori‘a- son atraidos por la luz ard
ficial durante 19. noche. Los noctuidos varfan tanto en tamafio
como en cc;lor, empero tiénen un tamafio promedio de 25 a --
250 mm ( con las alas extendidas ) y un color generalmente -
pajizo. |

La familia noctuidae es bien conocida por poseer organe=
los audiﬁvos en forma pareada que se encuentran localizados
en la base' del abdomen, estos organeclos detectan sonidos de _
alta frecuencia con los cuales pueden evadir pred.::u:o:)re.-a.~ O ==
bien los usan jpara localizar alimento, -los organeclos detec--

tan frecuencias de 3 hasta 100 KHZ3 (21), (9), ¢ 8).

Descripcitn taxonSmica

Noctuidae

La mayorfa de los Noctuidos poseen €l cuerpo robusto, -



las alas anteriores som estrechas y las posteriores son ensan=-
chadas. - Los palpos labiales son usualmente largos y las an--
tenas son generalmente filiformes. Las caracter{sticas de ve

nacién que encontramos en Noctuidae es due la Mg de lasg - -
alas anteriores nace o emerge cerca de la M3 y sube para =
- esfar équidisnante de la My y Mg, desde donde nace la vena -
c_ubita.l hasta sus bifurcaciones se puedé obsexrvaxr 4 ramas y

en las alas anteriores la subcosta y la radial se encuentran -
separadas en su base, empero caéi mﬂgia_s a8 muy corta digse-
tancia de la base de la celds, la _M2' en ',‘las alas-annérlores -
puede estar presente 6 ausente ( 9 )Fig. No. 1. Generalmen
te presentan 2 ocelos y en el margen frontal de las alas an-

teriores es recto. { 45).

Las larvas de la familia Noctuidae son opa(_:as, no poseen == '
colores llamativos, generalmente tienen 5 pares de falsas patas
( 9) en ocasiones puden estar reducidas de tamafio en los seg-
mennosdel 30. a el So0. oausentesenelao y el 4o, (63) Pre
sentan verruga prespiracular con dos setas sobre prol:ﬁrax. -
Tubérculo o pindculo vi con dos setas & una tanto en el meso =

como en el metatdrax ( 18).

Spodgptera frugiperda ( J.E, Smith)
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rig. 1,- Alas anteriores y posteriores de la familia Noctuidae.
(A) La M, se encuentra presepte en el aia posterior y la Cu
-aparéce con 4 ramificaciones. ( B ) En el ala postérior se en-
cuentra ausente la Mgy la Cu aparécé con tres r.eunificabc_1ones.i

( BA ) Areola basal.
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( anexo )

Los adultos de esta especie miden 3.7 cm de cextencién alar,
las alas antériorés son grisdceas con los mArgenes anteriores -
mds obscuras y presentan manchas claras en la regién apical, -

las alas posteriores son claras y presentan manchas grisdceas.

Las larvas pueden ser de color verdoso o cobrizo, aunque -
pueden poseer colcraciones rosadas, amarillentas, café pajizas
y en ocasiones negras, Pueden liegar ;l medir de 3.0 a 3.5 cm
de longitud y 0.45 cm de grosor; poseen 3 rayas blanco-amari-
llentas que recorren todo su dbrso y el ﬁrea supra'spiraculai' -
del_'-&orso es de color obscuro, paﬁ:lcularmente se desvanece =

en todos y cada uno de los segmentos abdominales.

. En la regi6n pleural apa.rece una réya ancha de color blan~
co-amarﬂlento que recorre toda &sta regidn. En la cabeza se
encuentra resaltada la sutura epfcraneal en forma de una "Y"
invertida de color blanco-grisiceo; presentan prominentes .pi;-
niculos o tub&rculos de color negro, de los cuales nacen se—
tas, poseen jntegumento suave, espirdculos de color pdlido re

dondeados con un halo de color blanco ( 5), ( 64), (60).

Biologia y Hébitos.



Los adultos de Spodoptera frugiperda ( J. E. Smith ) dene -

una vida corta que es de 10 a 14 dfas, pero en este peéueﬁo -
tiempo; pueden volar varios cientos de kil6metros y lar; hem--
bras-llegan a ovipositar hasta 1000 huevecillos depositados en -
masas de 150; las masas son cubiertas por setas y escarﬁas -
procedentes del cuerpo de la palomilla hembra; estas masas -
de huevecillos son ovipositados en el envés de las hojas del -

mafz, 6 en regiones ocultas de otras plantas atacadas ( 5), =

(55) (43).

En un estudio de invernadero realizado por Sifuentes en --
1966 se encontrd qgque existe diferencia para oviposicién cuando
se infestan simultdneamente plantas de sorgo y maiz con S. =

frugiperda, dando como conclucién que el ndmero de posturas,

tanto en nimero de masas y huevecillos fué mayor en mafz -

que en sorgo ( 71 ).

Cuando la temperatura es elevada los huevecillos pueden -
eclosionar en 2 dias, las larvas emergidas se alimentan en ~-
una forma gregaria en las hojas de la planth, pero al alcan—
zar el segundo esbadi_'o tienden a separarse y buscar una planta

cada larva, alimentandose en el cogollo (5), (55), ( 66 ).



La duracidn del estado larval depende de las condiciones -~
clirﬁaticas, empero puede ser de 12 dias a un mes, . las larvas
pasan por 6 instares larvales, al llegar a su_ miximo desarro-
llo larval miden 3.5. cm. de longitud y 0. 45 ém. de didmetro
aproximadamente, caen a el suelo en donde se entierran a 2.5
cm. y pupan. El estado de pupa no dura mds de 8 a 10 dias.
El ndmero de generaciones depende de las condiciones ambien
tales, al sur de los Estados Unidos se reportan de 5 a 10 ge
neraciopes al afio, mientras que en el sureste se reportan de

9 a 11 generaciones al afio (( 5), (64), (60), (66).

Hospedezos de Spodoptera frugiperda ( J. E. Smith ).

A conpinuacién se citan plantas hospedero a quienes se le

han repoXtado dafios ocasionados por S. frugiperda, en divex-

sos Estados de la Republica Mexicana, asf como en el extran
jero, dafiog que osilan desde un 10 % a un 100% o pérdida to
tal de la tosecha de no ser controlﬁdo a dempo, este insec-
to. Solaimente existe una excepcién con la malva rosa Altha-
ea rosea ({L, ) en donde se le ha encontrado como hospede-
ro aliernapte, pero causaﬁdo leves daiios no significativos --

( 27).



Cuadro No. 1: Hospederos de Spodoptera frugiperda ( j, E, -~

Smith ).
Nombre cientifico Nombre Comin Cita
Allium cepa cebolla | (55) (62)
Arachis hypogaea cacahuate (S) (60)
Althea rosea ( L. ) malva rosa (27)
Beta vulgaris var rubra nabo N | 60 )
Brassica oleracea ( L. ) col (60) (62)
Cicer arietinum o | garbanzd _ (35)
Cucumis sativus pepino (60)
Glycine max ( L. ) soya ( 65)
Gossypium hirsutum : algodonero {(S) (73) {60)
Ipomoea batatas camote ( 60)
Lypersicum esculetum jitomate (5) ( 60 ) ( 62)
Medicago sativa alfalfa {(5) (60)
Nicotiana tabacum tabaco ( 60)
Oryza sativa arroz ( 62 )
Phaseolus vulgaris ( Lineo ) frijol ( 605
Pisum sativum | chicharo . ( 60 )

Sacharum officianarum cafia de azdcar (62)




( Continuacion )

| Nombre cientifico

Solanum tuberosum

Sorglgﬁm vulgare ( Pers. )

Spinacea oleracea

Trifolium repens ( L. )

Zea mayz (L. )

Control Cultural.

Nombre Comfn

papa

S0rgo

espinaca

trebol

10. -

Cita

(3) (60)
(27 )( 14)
(40)( 43)

(60)

(60)
(27)(36)
(37)(38)
(40) (62)

La verificacién de metodos de cultivo ayudan a diéminuir -

notablemente las poblaciones de plagas y consecuentemente el -

dafio que causan; a continuacién se citan aigunos:

1.~ Preparar bien el terreno.

Los barbechos -~

profundos y los rastreos exponen a larvas y

pupas existentes en el suelo a predatores. -

(44), (1).

2.~ Sembrar en las fechas Sptimas,lo que per—
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mite que la -plam:a se desarrolle bajo las me
jores condiciones ambientales y escape a las
més altas poblaciones de insectos. ( 44 ), =
{1). ‘

Utilizar las variedades recomendadas para -
la zona, wya que son las mds adaptadas y de

mejor rendimiento.

Desvarar y roturar inmediatamente después’

de la cosecha, con lo que se evitars alargar

el ciclo bioldgico de plagas al destruir su re

fugio ( 44), (1).

Mantener limpio de malas hierbas el cultivo
0 la tierra cuando estd desocupada, asf co-
mo los caminos y regaderas. Esta prdct-
ca destruird plantas hospederas secundarias
o alternantes de plagas. ( 44 ) ( 1).

» Efectuar rotaciones anuales con otros 'cull:l-

vos hasta donde sea factible, pudiendo usar



Control Bioldgico.

12, -

se para tal efecto las plantas leguminosas, -

. forrajeras, oleaginosas y hortalizas, siempre

y cuando este insecto no esté reportado como

pardsito de algunos de ellos. ( 44 ) (1).

Establecer cultivos trampa, mediante peque—
flas plantaciones que se efectdan, antes que -
la principal, para atraer a los insectos 0 ==
alejarlos de este cultivo. Por lo comtn el -
culdvo trampa se debe désﬁ:uir antes que =--
los insectos se puedan reproducir. Los cul-
tivos trampa se pueden utilizar para ‘atraer -
insectos en una etapa muy temprana, ( ciclo
de primavera ) estimulando la reprodu;:cién |
de pardsitos y’predatores para un méjor con

trol biologico (1).

Aumentar en densidad de siembra y al "des-
hajjar’” eliminar plantas dafiadas ( 19 ).

El control bioldgico puede ser natural & inducido por €l ==
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hombre. Este control presenta 3 ventajas especificas: perma-
nencia, seguridad y economia, a continuacién se citan pardsi--
tos que pueden en un momento dado disminuir considerablemen

te las poblaciones de Spodoptera frugiperda ( ]J. E. Smith) p

( 28).

Cuadro 2.- Lista de insectos parisitos y predatores ( control
biol6gico ); indicando el orden, familia, nombre cientifico, y ~
estado metamoérfico de S. frugiperda sobre el cual actdan.

Familia Nombre CientTico Estado Meta- Cita
moérfico en que
Parasita 1/Pre

da 2

Anthocoridae Orius tristicolor (Wite) L;:lrv'a2 (55)

Anthocoridae °  Orius insidiosus (Say) Larva® (59

Braconidae Chelonus sonorensis (Cam) Huevoy (55)
Larval

Braconidae Chelonus texanus (Cres) Huevoy (53
Larval

Lygaeidae Geocoris punctipes (Say) Huevo y (35
o Larva?2

Lygaeidae Geocoris pallens (Stal) Huevo g (59)
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( C ontinuacitn )

- Familia Nombre cientifico Estado Meta~= Cita

moérfico en que

Parasita 1/Pre

da 2 =
Malachiidae Collops femoratura (Schift)  Larve® (55
Malachiidae Collops vittatatus (Say) | Larve® (95)
Reduviidae Sinaea confusa (Caud) Larva2 (55)
Reduviidee Zelus spp Larva? (55
Tachinidae Lespesia archippivora (Riley) Larval (83)
Tachinidac Dannus plexippus (Linco) Larval (83
Tachinidae Voria ruralis (FFall) Larval (55
Tichogrammati~ ‘Tichogramma sp Huevoh (55)

dae.,

Control Microbial.

Este tipo de control es aplicado en forma comercial en va-
rios pafses del mwundo, debido a que presenta seguridad en el -
control de plagas insectiles y no causa perjuicios directos ala
entomofauna benéfica como lo son parédsitos y predatores, ade-
mis no presenta riesgos para el hombre asf como para los --

animales domésticos y la fauna en general. (1), ( 13), (20)
(23), (58 (77).
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( Bacteria ) Bacillus thuringiensis var. kurstaki serotipo 3a =

3b (6).

( Bacteria ) Bacillus thuringiensis var. sotto serotipo HD 412

( Nemdtodo ) Neoaplectana carpocapsae ( 48 )
Virus de la Poliedrosis nuclear

de Spodoptera frugiperda ( j. E. Smith ) { 20)

Control Quimico

El control qufmico es el uso de parasiticidas para disminuir
las poblacione.dé insectos plaga, estos parasiticidas son deno=-
minado[;s insecticidas. Este control es el mas utilizado en el -
pafs, sin embargo esto no quiere decir que sea el mejor. A -

continuacidén se menciona los productos recomendados para el -

control de Spodoptera frugiperda ( J. E. Smith ).

Cultivo Producto Concentracién Presentacién Dosis Kg &
Lts/Ha.

(%) Oportunidad

Maiz Sevin S granular 8-15 cuando
existan 25 -
plantas dafia
das de 100 =
observadas

o Dipterex 2.5 granular 10-12



Culdvo

Mafz

1"
"
"
"

"

+ Sorgo
Ccbolla
Cebolla
Algodén

Tomate .

Tomate

Producto

Bux

Sevin

Sevin

Birlane

Concentracifn

(%)

2.9
80

Lorsban 480E

Telodrin
Diazinon

Dipterex

Volatitén
Lannate

Thiodan

Endrex 300

Lannate

Azodxin

14

2.5

35

Preseptacion

granular

polvo humec~
table

grafaular
graf;ular
Iiquido E.
granular
granular

polvo humec~-
table

gramylar

liquido E.
Ifquido L.
lfquido E.

polvo humec-
table

liquido E.

16. -

Dosis Kg

6 L.ts/Ha.
Oportuni-
dad.

15

1.5

15
15

15
6.8

12
1

2.5
2.5-3.5
0.3-0.4

1.0-1.5

Fuentes (14 (36) (37) (38 (3% (40 (4) (49 (43 (49 (70

+ Para sorgo se pueden utilizar los mismos Insecticidas que se
citan para maiZz.
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Otros Medios de Lucha

a) Disuasivos de Alimentacitn

4 - ( Dimetiltriazeno - acetanﬂ.lda )
6 - Mel:oxibenzoxazolina
dimisina
dihidro - solina
leptinas
| solacaulina
solanina

tomatina (1)

b) Utilizacién de feromonas como control biolSgico
Trampas con feromonas sexual de hembras -

Spodoptera frugiperda ( J, E, Smith )

cis - 9 tetradecen - 1 - al acetato (69)

©) Posibles liberaciones de Machos y/o Hembras est&riles de -

Spodoptera frugiperda ( J. E. Smith )

Wendell ( 84 ) reporta que la cantidad necesaria de irradiaci6n

de 0060 para esterilizar al macho de S. frugiperda estd esta~-
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blecida en 35 Krad y de 15 Krad para esterilizar la hembra de
S. frt_igipérda,'-ya que en pn'lebas' efectuadas en laboratorio y -
en el camﬁo las esterilizaciones no afectaron la vida de los --
adultos, esto es, la habilidad de la hembra para atraer al ma-
cho, o la habilidad del macho para buscar a 1a hembra, -o -=
bien, la habilidad de los adultos para copular. ILa esteriliza-
¢ién de alguno de ellos s6lo disminuye el nﬁmerﬁ de oviposi--

ciones tanto en el laboratorio como en pruebas de campo.(84)

Generealidades sobre patologia de insectos ocasionada por bac-

terias.

‘La patologia de insectos ocasionada por bacterias es la --
mas extensamente estudiada dentro de esta maﬁeria pués se -
tienen reportes desde AristGteles ( 322-384 A.C, ) en su His
toria Animalum describe enfermedédes en algunos ‘insectos, -
en similares circunstancias, Pliny escritor Romano, enuncia -

severas enfermedades en abejas. ( 20 )

Actualmente se han efectuado una gran cantidad de trabha-
jos sobre este tema, entre los que cabe resaltar a Eduard A.,

Steinhaus, Hannay, Ishiwata, Metalnikoff, Toumanoff, Chorine,
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Berliner, Angﬁs, Heimpel, Le Corroller, Dulmage, Falcon, =-

Igndffo y otros mds.

Las enfermedades ocasionadas por bacterias en insectos son
comunes y ampliamente distribuidas y en algunas ocasiones son
lo suficientemente severas que en un momento dado pueden ca-

si erradicar una poblacién de insectos en un determinado habi-

tat.

Bacterias Entomopatogenas

Las bacterias que causan enfermedades en insectos se divi

den en 2 grandes grupos: ( ver cuadro 3 ).

1. - Bacterias formadoras de esporas

2, - Bacterias no formadoras de esporas

1.~ Bacterias formadoras de esporas:

Este grupo se ha sujetado a un intenso estudio y se cono--

cen un buen nmero de bacterias patégenés de insectos de es-

te tipo. Cerca de 100 especies han sido nombradas y aisla--



| Luadra § . Clasificacin ge bacterias entomopatfenas segin Jucher (13 )

8 ,

ornadoras de esporas

formadores 0 formadores
de crista) - de crista)

.-

nofmeumsdeesmru

Potenciales Facultatives

© Bacillus euloomarahae

[ ==2

. fribourgensis

. Tentimorbus -

> |oo

. lentimorbus
var, australis

B. popillae

Clostridium
brevifaciens

£. majgcosomae

Bacillus thurindiensis Bacillus cereus Pseudomonas aureqinosa Serratia marcescens

var, aizawai

e P .

var, anuscatoxicys
var, anagaestae
var, dendrolinus
var, entomocidius
var, gallerfae
var, sotto

var, pacificus

var, subtoxicus

var, thuringiensis

b, chlooraghs

. fluorescens

| = 1=

. reptilivora
. septica
herabacter spp.

|~ = o

Cloaca Spp.

Proteus vilgaris

P. mirabitis

L o s o £ o}

B, rettgeri
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das que han estado asociadas con insectos ( 77 ).

Debido a la gran semejanza qﬁe existe en los aislamientos
solamente algunas especies son consideradas como vélidas por

taxonomistas.

Indudablemente muchos son "pal:dgenos potenciales" que se
multiplican en el homocele con una pequefia cantidad de in6cu

lo y producen una septicemia fatal ( 77 )

Las especies, miembros de este grupo pertenecen a la fa-
miiia Bacillaceae, esta familia ha sido extensamente estudia-
da por bacteri6logos, pero no siendo asf relacionada con in-
sectos., Ia familia Bacillaceae comprende 2 géneros de bac

terias:

Bacillus que es aerdbico o anaerdbico facultadvo y

Clostridium que es anaertbico 6 aerdbico tolerante
2. - Bacterias no formadoras de esporas:

Las bacterias no esporuladas, patSgenas de insectos se -
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encuentran en 2 6rdenes de las clases Schiromycetes, Pseudomo

nadales y Eubacteriales. ( 77 )

Las bacterias no esporuladas han sido colocadas en 3 grupos
segln las propuestas de Bucher { 1960 ), ( 77 ) basadas en las
propiedades o requerimientos del 'rango de significancia patolé--

gica o de' su posicién taxonémica; los 3 grupos son:

1.~ PatSgenos Obligados
2. - Pat6genos Potenciales

3. = Patfgenos Facultativos

1. - PatSgenos Obligados:

Los patSgenos obligados requieren condiciones especiales pa
ra su crecimiento y reproducidn. Son cultivaﬁos in vitro y so-~
iamenl:e en insectos hospederos espéctﬁcos, los rangos de hos=~
pederos son limitados y solamente en algunas pocas de espe«—-
cies de insectos puede ser utilizados ( 77 ).

Egpecies de Bacterias no espuradas.
Grupo de Patégenos Obligados.
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Pardsito .Hospedro Cita
Streptococus pluton Apis mellifera ( L., ) (77)
Achromobacter eurydice Apis mellifera ( L, ) (77)

2. - PauwSgenos Potenciales:

Los patogenos potenciales se multiplican extracelularmente
en el homocele de los insectos y -producen una septicemia to-
tal. [stos patGgenos pueden crecer en cultivos microbiolégi-
cos y atacan a un buen rango de insectos, lo que no hacen los
patdge;los obligados. Es de aceptarse que en este grupo de -
patdgeﬂos i)otenciales puedan tener poca o nada de patogenici-

dad, depende importantemente de la dosis.

Algunas bacterias inician la infeccitn en el homocele con
dosis de 10 a 10,000 células y otros con dosis de 1 a 10 mi
llones de células. Thus Bucher ( 1959-1960 ) define como =
patégenos potenciales aquél.las bacterias capaces de iniciar -
una infecci6n en el homocele con una dosis letal ( LD50 ) me
nores de 10,000 célu.las ( ver cuadro 4) ( 77 )
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Cuadro 4.- Especies de bacterias no esporuladas.
Grupo de pat6genos potenciales.

Parésito Hospedero

Pseudomonas aeruginosa Melanoplus bivittatus (Say) -
oeter ) ,

Cammula pellucida (Scuddex)

Agrotis orhogonia (Morrison)

Phegethontdus sextus Uohannsbh)

Pseudomonas chlororaphis =~ Cacoecia crataegana (Hiber)

=

Euprociis cﬁrysorrhoea (Lineo)

Pseudomonas reptilivora Bupalus piniai'ius (L.)
~ Saturnia pyri
Pseudomonas septica Melolontha melolontha ( L. )

b4

Aporia crataegi ( L. )

Trypodendron lineatum (oliver)

Phyllopertha spp.
Pseudomenas putida Euproctis chrysorrhoea (lineo)
Pseudomonas striata Hyphantria cunea ( M)

Cita: (77)
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3. - Patbgenos Facultativos:

_Este grupo de bacterias difiere del grupo de patdgenos po=--
tenciales por poseer un mecanismo que invade a tejidos sucep-
tibles del cuerpo del insecto o bien por el dafio producido en -
el insecto haciendo que se dilate el intestno. Para esto no -
requiere de condiciones para su desarrollo y multiplicacién en
medios de cultivo, ademds no causan estos Pmicroorganismos,
lenfermedades especificas 0 requieren de hue€spedes especificos,
que es una diferencia en cuanto a los patégenos obligados. = -

( 77).

l.a especie caracterlstica de este grupo es Serratia marce-

scens ( Bizio ) la cual pertenece a la tribu Serratae y a la fa-

milia Enterobacteriaceae.

A continuacidn citan algunas especies de insectos que son -

susceptibles a S. marcescens ( 77 ) ( ver cuadro 5).
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Cuadro 5.~ Lista de insectos suséeptibles a colonias rojas de

Serratia marcescens ( Bbzio ), recopilado por Steinhaus (77 ).
Orden Familia Nombre cientffico -

Coleoptera Curculionidae Cleonus punctiventris

(G ’ermar)

Cylas formicarius

elepantulus (Summers)

Pantomorus spp

Sitophilus granarius

(L.)
8. oryme (L)
Cerambicidae Saperda caprcharias
(L.)
Scarabeidae Melolontha melolontha
(L.)
Oi’yctes rhinoceros
(L.)
Scolytidae Dengiroétonﬁs monticolae
( Hopkins )

Pityokeines confusus

{ Le Conte)
P. curvidens

( Germar)



( Continuacién )

Orden Familia

Tenebrionidae

Diptera Chtronbmidae
Drosophﬂidae
Mucidae

Tephritidae
Hymenoptera Braconidae

Diprionidae

Megachilidae
Pamphiliidae

27.

Nombre cientffico

Scolytus multistriatus

(Marsham )

Tenebrio molitor (L..)

Tribolium confusus

( Jacquelin du Val )

Tendip_es spp
Drosophila spp

Musca domestica (L.,)

Dacus dorsalis

( Hendel )

Macrocentrus ancyli-

vorus (Rohwer)

Neodiprion lecontei

( Fitch)
N. banksianae
{ Rohwer)
" N, swainei
( Middleton )
Megachile spp

Cephalcia abietis (1..)
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( Continuacitn

Orden Familia ' Nombre cientffico.

Pteromalidae Dibrachys cavus
( Walker ) )
Tenthredinidae Dolerus gonager (Fab.)

Nematus ribesii

( Scopoli )
Pristiphora erichsonii

( Hartig)
Vespidae Polistes spp

Vespula germanica

( Fab. )

Isoptera Hodotermitidae Zootermopsis angustj -

collis { Hagen)

Rhinotermitidae Reticulitermes santo=:

nnesis (De Feytaud)

Lepidoptera Ai‘cil:lidae Estigmene acrea
( Drury}
Bombicidae ' Bombyx mori (Lineo)
Galleriidae . Galleria mello-nella
( Lineo)
Gelechiidae Guorimosehema oper~

culella (Zeller)



29, -

{ Continuaci6n )

Orden Familia Nombre cientdfico
Geometridae Sabulodes caberata
( Guenée)
Lasiocampidae Malocosoma neustria
( Lineo)
Lymanyriidae Porthetria dispar (Lineo)
Noctuidae Agriotis ipsilon
( Hufnager)

Chorizagrotié auxilia-

Tis ( Grote)

Heliothis zea (Boddie€)

Perycyma cruegeri

( Butler )

Peridroma margarito-

sa ( Haworth)

Pseudaletia unipuncta

{ Haworth )
Lepidoptera Nymphalidae Nyrhpha.lis antiopa
( Lineo)

]Enonia coenia

(Boisduval)




Orden

Orthoptera

{ Contnuacidn )

Familia

Qlethreutidae

Pieridae

Acrididae

Blattidae

Nombre cientifico

Carpocapsa pomenella

-{ Lineo )

Colias eurytheme

{ Boisduval )

| Caﬁmula pellucida

( Scudder )

Ioocustana pardalina

( Walker )

Me ianoplus bilituranis

( Walker )
M. | biiituratus
( Say )
M.  packardii
{ Scudder )

Schistocerca Eegaria

( Folskal )

Blattella _germanica

( Lineo )
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Cuadro 6. - Clave para las principales bacterias entomopatSge-

nas { 13).

1.- Bacterias crecen en medios nutritivos . . . . . .. . . .2

Bacterias que no c¢recen en caldo nutritivo y agar nutritivo

9
2.-Bacilos esporulados . . . . . . 2 . 4 . 4 s . e 0. . .3
Bacilos noesporulados . . . . « + ¢ o ¢ « + o & » o« « 4

3.~ Infeccidén oral en larvas de abejas, produciendo cadiveres
viscosos, adheridos a las paredes celulares; grupos de =-
flagelos ondulados son notados en tinciones con Giemsa ..

« +» « Bacillus I_,c'slx'vsraﬁ::Z

Infecci6n oral limitada s6lo a larvas de Lepidoptera espo
rangios elongados produciendo esporas tcrminales y pre-

sentan cristal bipiramidal . , . . . . Bacillus thuringi-
3

ensis

4.~ Colonias color rojo ladrillo en medio de agar a 72-120 -

hr ., . . . . . Serratia marcescens4

Colonias azul fluorescente en medio de agar nutritivo a -

72-120 hr, . . . . . Pseudomonas ac-:urogiru:»sa4

(Otros colores o colonias grisdceas de esta bacteria pue
den presentarse provenientes del crecimiento en el intes
tino medio de insectos muertos )

S.- En las primeras tinciones, el es;porangio navicular con

espora oval y cuerpo paraesporal, juntos aparecen como
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( Continuacidn )

la forma de una huella de zapato. La hermolinfa Infectada
es de color blanco, en insectos terrestres ( escarabajos ).

« .« . ... . Bacillus popillae, B, fribourgensiss-

En las primieras tinciones, bacilos gruesos en el alimento
contenido en el intestino, arrleglados _eﬁ forma de clé,vos -
restringiendo el intéstiho. Reduciendo el cuerpo del hués
ped dé larvas de Lepidotera . . . . . . Clostridium bre--

vifaciensﬁ_‘

Diagnéstico de insectos enfermos:

Las enfermedades en insectos pueden ser infecciosas o no
Infecciosas ( 77 ). A contlnuacidn se citan signos y sihtomas
de las enfermedades producidas por bacterias, hongos y virus

en forma general:

Diagnéstico de enfermedades producidas por bacterias:

El primer sintoma se presenta por una actividad reducida
y una pérdida de apetito seguida por la descarga de flufdos -
por la boca y ano.. La infeccidn puede comenzar con una ==

desinteria comp.';.ﬁada con diarrea y generalmente las bacte-=
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tias causan una septicemia. Después de la muerte, €l cuerpo

se obscurece tomando una coloracidn café o negra ( 23 ).

Usualmente los insectos recien muertos estin blandos y al
perder los tejidos enfermos su forma, pueden desintegrarse o
tomar una consistencia viscosa, olorosa, El— caddver del in-
secto generalmente se seca y se encoge, €l integumento per=

manece intacto ( 23 ).

Diagnéstico de enfermedades producidas por hongos:

Los insectos que han muecrto por este tipo de enfermeda-
des varian un pocé) en su apariencia, dependiendo del hongo
en cuestién y de la etapa de su desarrollo. Cuando pervale
cen las condiciones Optimas para su crecimiento y desarro=-
llo, el bongo aparece usualmente en las formas de conidid-_
foros, hifas o micelio sobre la superficie del cuerpo. En
algunas ocasiones se encuentra el cuerpo cubierto totalmen-
te y en otras mésiones s6lo aparece en dreas donde la pa-
red del cuefpo es delgada, tales como las membranas inter

segmentales. En ausencia de adecuada humedad atmosféri=-

ca puede no encontrarse existencia externa del hongo { 23 ).
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Dlagnéstico de enfermedades producidas por Virus:

Las larvas ihfectadas,t-recuentemente se licuan y desinte- -
graﬁ rdpidamente. I[.0s insectos generalmente se tornan de un
color pélido o amarﬂlento en algunas ocasiones, aunque pudie-
se presentarse tonalidades obscuras. Al tocar o apretar el -
integumento se desintegra fﬁcilménte y sale del cuerpo un -~

quido opaco o turbioc. ( 23)

Para maydr informacién sobre signos y sintomas de enfer-
medades producidas por hongos, bacterias, virus, rikettsias, -
amibas, protozooarios y nemditodos, ver claves a nivel de es-

pecie en ( 13) ( 79 ):

Epizootiologia.

La epizootiologla es la ciencia que estd involucrada con la
dindmica de las enfermedades, esto es que existe una intere-
lacién incesante entre la poblacién del hospedero, la poblacidn
| del patdgeno y €l medio ambiente. El progreéo de la morta=~
lidad en insectos, debido a una enfermedad es expresada en =-

tiempo, algunas' ocasiones en la forma de epizootias. .

La forma de curva epizodtica esti generalmente goberna
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da por un complejo de factores, tales como €l incremento O ==~
dlsminucibn de la virulencia de los patSgenos, suceptibilidad del
_hosp_edero; discribucifén espacial del hospedéro y €l efecto de los
factores ambientales, que puedén incrementar o disminuir el gra

do de infeccidn.

‘Cuando una enfermedad se encuentra continuamente presente
pero a una incidencia baja es denominada como enfermedad en=~
zética. Una enfermedad puede por lo tanto, oscilar entre fases

-enzodticas y epizooticaé .

La falta de un conocimiento relacionado con la epizootiologia
de las enfermedades de insectos ha originado que algunos estu-—
diosos de la patologia de insectos hayan tenido que adoptar mu-

chos principlos de la epidemilogia. (1), ( 23). ( 77).

Descripcidén del género Bacillus

Las cé€lulas del género Bacillus poseen forma de bacilo,al--
gunas ‘veces forman cadenas. Producen endosporas. El espo-

rangfo- es parecido a c€lulas vegetativas, excepto en al-



gunas especies, la espbra presenta un didmetro grande y las -
células en algunos casos se engrosan. La m?.yorfa de espe~=-=
cies de Bacillus atacan una wvariedad de sustré.l:os mediante en-
zimas quc son cxcretadas como material de 'deshecho poi' la -

célula ( 77 ).

Son bacilos Gram positivos, acrdbicos o facultativos, pro-

ducen usualmente catalasa. ( 11).

Caracterfsticas Morfoldgicas de Bacillus thuﬁxgenéis ( Ber--

lier )

1.0s cuerpos paraesporales de las diférentes cspecies de -
Bacillus varfan considerablementc cn forma como en tamaiio.
En la mayoria de las variedades éncontradas de E_ thuringien
sis se describe un cristal regular en forma de diamante = =
(ver Fig. No..2 ) este puede ser de forma octaédrica o te-=-
tragonal. Esto no es invariable ya que existen otras formas
de cristales que pueden ser triangulares o cuboidales y algu
nas dc.estas formas ya han sido reportadas y estudiadas., =
Com@nmcnte las c€lulas al csporular conticnen un cristal, -

pero sc¢ ha reportado que aigunas células pueden contener 2



37. -
{ anexo )

cristales ( 77 ), { 1 ).

Clave para la especic Bacillus thuringiensis ( Berlier )

Endospora generalmente eliptica, en posicidn central, 4cido
y acetofna se producen a pardr de glucosa, no siendo asf gas.
Catalasa positiva, crecen en medios con saboraud, dextrosa, -

agar, conteniendo 7% de Na.Cl. Hidroliza almid6n y caseina.

Las medidas de B. thuringiensis son: ancho 1.0-1.2 pm la

rgo 3.0-5.0 ym. Presenta cristales protefnicos intracelulares,
Movilidad variable, rcducc NO4g a NO g3, rcaccidn de yema de
huevo positiva, crecc en agar anacrbbicb, alcaliniza medios -

con citrato ( citrato positvo ).

Temperatura mixima de crecimiento 40 a 45°C, tempera-

tura minima de crecimiento 10 a 15°C ( 11 ) ( 10).

Serotipos de Bacillus thurgiensis ( Berlier )

( + ) Comunicacién personal con PhD. lloward T. Dulmage, -
Cotton Insect Research Laboratory, A.R.S. U,S.D.A.,
Brownsville, Texas 78520 U.S.A.
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Fig. 2.- Cristal bipiramidal de Bacillus thuringiensis calve - -

GM-1, 25,000 x. ( original José€ Ruiz Otrdofiez )
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Los scrotipos que se enuncian a continuacitn es segln la -
clasificacion de Bergyis Manual of Determinative Bacteriology.
(6).

1. - thuringiensis

2. - finitmus

3.~ alestd

4a~4Db.- sotto

4a=-4c¢c,.~ kenzae

.= entomocidus

.= anagastae

6
7.~ aizawai
8
g

. = tolworthi

10. - darmstadiensis

11. ~ toumonofiii

Clave para' los Serotipos thuringiensis, sotto y alesti.

Bacillus turingiensis var thuringiensis:

No forma pelficula en caldo nutritivo, en ocasiones forma =

turbidez en caldo nutritivo y agitdndolo se puede dispersar la
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turbidez. Altamente tdxico a lepidopteros. No forma pigmen-

tos al crecer en agar yema de huevo. ( 77 )

Bacillus thurigiensis var. sotto:

Forma pigmento rosa cn agar después de varios dfas de --

. ¢recer en agar yema de huevo.( 77 )

Bacillus thuringiensis var. alesti:

No produce acetoina. ( Acetilmetilcarbinol ) No produce fos
forilaga C. Produce " trialosa ", levulosa y glucosa después ==
de 20 dias de incubaci6n a una temperatura de 32°C. Al ==

toxicidad para muchos lcpidopteros. ( 77 )

Mecanismo de penetracion de Bacillus thuringiensis ( Berlier ):

Para los patOgenos de insectos la via de penetracién ocurre
por diferentes rutas: pudiendo ser por el integumento, el siste

ma traqueal, por via oral o bien pudiendo penetrar en hueve--

cillos. ( 77 )

1.~ Pznetracidén por via integumental:



la vstructura de la epidermis del inl:Lsgunwntu puedce scr -
peﬁetrado por protozoarios, bacterias, hongos, rikettsias y vi
rus. Es bien conocido que las bacterias pueden penetrar el -
integumento y causar una infeccién. Es pbsible que la ruta -

de infecci6n sean los ductos de las gldndulas dérmicas, ( 77 )

La literatura revisada no menciona esta penetracién por -

3. thuringiensis, sin embargo es muy probable que ocurra.

2. - Pcnetracién por el sistema traqueal:

La membrana que recubre las traqueas es muy delicada y
permeable a el agua y esto es factible para una ficil invasidn
por via traqueal de patbégenos de insectos. ( 77 ). La litera-

tura no menciona la penetracién de B. thuringiensis por esta-

via, ©¢s probable que ocurra.

"3.= Infeccidn oral:

La 'penetraciOn de muchos microorgansmos a el intestino -
de los insectos por &sta via es relativamente muy fdcil. Es
pecialmente cuando el pH del intestino es aproximadamente -

neutral. Muchos microorganismos pueden encontrarse en ¢l
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intestino de los insectos, que bien pucden ser simbidticos o co-

mensalistas.

La mayorfa de los patfgenos de insectos encuentran esta via

de infeccién y Bacillus thuringiensis ( Berlier ) puede penetrar -

por esta via y produce cristales paraesporales con una alta pa-
togeﬁcidad en larvas de lepidopteros, en especial en noctuidos -
ya qQue estos poseen poca alcalinidad o bien tijenden aun pH = =

neutro. ( 77 )

Toxinas producidas por Bacillus thuringiensis ( Berlier ):

. as diferentes variedades de B. thuringicnsis producen cua-~

tro tipos de toxinas, segdn sca ¢l caso, cada uno dc los t6xi- -
cos actfia en forma diferente sobre el hospedero. Las diferen-

cias se describen en virulencia de B, thuringiensis.

Los t6xicos producidos por B. thuringiensis son, segln ~ -

Heimpel ( 213) (20) ( +).

a) & ~ exotoxina
b 8

c)Y - exotoxina

D

exotoxina

endotoxina.
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Actualmente no existe un acuerdo internacional sobre los =

téxicos producidos por B. thuringiensis, ( + ) ya que otros au

tores como Krieg ( 77 ) mencionan con otro nombres estos to

Xxicos.

.= endotoxina termoinestables
.= exotoxina termoestable
. = antibidtico bacilogénico

.= lecitinasa

N o W N

. pi‘otina.ga

Desarrollo de la infeccidn producida por Bacillus thuringiensis

( Berlijer )

El desarrolle de la infecci6n producida por B. thuringien-

sis se puede dividir en 2 formas;

a) Pardlisis general

b) Pardlisis del intestino

{ + ) Comunicacién personal Phi). Howard T. Dulmage.Cotton
| Insect Reserch, Laboratory, .,A,R.S. U.S.D.A. Browns
ville Texas 78520 U.S.A.
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a) Pardlisis general producida por Bacillus thuringiensis { Ber=-

lier )

Ha sido estudiada la parilisis causada en Bombyx mori --

4

( Lineo ) por ingestiones de B. thuringiensis variedades sotto,

alesti y thuringiensis. El desarrollo de la pardlisis es rela-

tivamente répido ya que en este insecto queda completaniente

~ incapacitado en 80 minutx:s despu€s de haber ingerido los cris
tales. El desarrollo de la paralisis es acompaiiado de un --
progresivo incremento en la alcalinidad de la hemolinfa, esto
es debido a que los cristales act@an sobre el epitelio del in-
' testino medio, alterando su permeabilidad, ocurriendo asf un

desequilibrio en el pH del intestino medio. El incremento -

de alcalinidad desarrolla dafios en el epitelio del intestino.

(77)

b) Pardlisis del intestino producida por Bacillus thuringiensis

( -Berlier )

Estos sfntomas son notados en una amplia variedad de =

Lepidoﬁl:eros infectados con B, thuringiensis y sus diferen--

tes variedades, notlndose que se producen los siguientes ==

efectos: cesan de comer, ocurren regurgitaciones y una dia
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rrea, segulda de estos sintomas y de inmediato ocurre este --
tipo de parilisis, no siendo asl en el caso de B. mori. [Lar-
vas susceptibles de Lepidotera fueron examin@,as después de -
la ingestién de espofas y cristales y no se eliu:ontrq un cambio
significante en el pH de la hemolinfa. EIl usgp de rayos X de

mostrs que el intestino se habfa paralizado y la muerte ocurrid

de 24 a 48 hrs. posteriores a la infecci6n. ( 77 )

Dispersi6n.

Lea habilidad de dispersién de los patdgenos o su capacidad
paré dispersarse a través de la poblacién del hospedero o del -
medio ambiente de &éste es mﬁy importante en la ocurrencia de
epizootias entre los insectos. La dispersi@n‘ en la ‘hamaleza -
ocurre por varios métodos, t:alés como movimientos de vecto—
res sanos y hospederos infectados ( prifnarios, secundarios, -
-etc. ) al ser transportados sobfe los cuerpos de insectos o ani
males no susceptibles,por factores climédticos y {:‘fsicos { vien-

tos, lluvias, corrientes de agua, aire ).

La automovilidad en los patSgenos es muy limitada, y en
general los patSgenos no poseen propiedades comparables con -

las capacidades de blsqueda de los pardsitos de insec
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tos y predatores. ( 23)

La dispersit':in por- movimiento de los vectores sanos y hos-
pederos infect.édos primarios y secundarios es uno de los méto
dos principales de dsemMi@n de patégenos de insectos. los
hospederos infectados pueden distribuir los patdgenos mé?iénr.e
sus huevos, deyecciones fecales, regurgitaciones y deSpuég de
sSu muerte, sus cuerpos desintegrados pueden depositar los -pi

tOgends en el habitat del insectos. ( 13) (23) ( 77)

1a dispersién de los paubgenos puede también efectuarse
por la intervencién del hombre que en la secci6n de formula-

ciones y tamafio del in6culo son mencionados.
Viabilidad.

A fin de que un insecticida microbial sea activo, un micro
organismo dcbe ser viable y virulento. In 1879 Metchnikoff
habia escritb: " Para upa soluciSn practca del problema de la
diseminacion de los hongos muscardinos, es sumamente impor

tante conocer que tanto tiempo las esporas verdes presexvan =

su habilidad para germinar "

La viabilidad de Bacillus thuringiensis se ve afectada por




diversds factores abifticos, tales como, la luz solar ( ultravip
leta ), y el pH del suelo, principalmente estos dos factores en
aplicaciones de campo. ( 1 Y ¢ +)

)

La viabilidad de B. thuringiensis puede ser disminuida por -

mapropiados medios de cultivo o propagacién ( 1 ) ( 13) ( 20)
( 77 ) ( + ), o altas y bajas temperaturas duranl:e los procesos
fermenmtivos ( 13) ( 20) ( 7‘7) ( +), la no adic16n de lacto-
sa durante el proceso fermennaﬁvo ( + Y mmb:.én puede ser --
afectada esta bacteria después de 12l'mde almacenannento una
vez preparada para la aspersion en el campo ( 62) ( +), ade

més la viabilidad y virulencia de B. thuringiensis puede ser --

afectada en formulaciones, cuyas mezclas de B. thuringiensis -

se lleven a cabo con insecticidas quimicos, tales son ‘los casos
de las mezclas efectuadas con Diazinon-Malathién B. thuringien
gls. ( 82 )

Mezclas llevadas a cabo de Stirophos-B. thuringiensis han

resultado antagonistas ( 61 )

(.+ ) Comunicacién personal PhD. Howard T. Dulmage.Cotton
Insects Research l.aboranorf, A.R.8., U, S.D.A, = =~
Brownsville, Texas 78520, U.S.A,
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Existen diversos factores que_afectan la viabilidad de B, --
thuringiensis, desde su produccién industrial, formulaciones y -

métodos de aplicacitn en el campo, en realidad, no son mu- -
chos los trabajos que traten sobre este tema, ( ver tamafio de

in6culo y formaciones ),

Tamafio del Inéculo ( Dosis )

Para determinar el tamafio del inSculo a emplear de B. ---

thuringiensis contra un insecto dado, es necesario tomar en -~

. cuenta diversos factores, por ejemplo: susceptibilidad de un -~

"X" insecto a B thuringiensis, formulacion empleada., estado =

metamérfico del insecto, condiciones ambienua.les, etcc. (1) -

(13) (20) (23) (77}

El tamaiio del inSculo ha sido expresado internacionalmente
como las unid,ades1 internacionales que son calculados con la -

formula establecida en 1966 en Wageningen por la Comision de

Estandarizacién de preparaciones basadas en Bacillus thuringien
sis ( Berlier ).

-~ El valor del estandard internacional a sido fijado arbitra=-
riamente en 1000 unidades por mg. (6 ) ( 12) ( 26 )
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I/U mg de la muestra = LDS0 del standard U/mg del standard
LD50 de la muestra

A_continuaci6n se citan reportes sobre las cantidades em--

pleadas de B. thuringiensis para el coqtrol dﬁs?.g insectos.

En bioensayos de laboratorio con suspensiones de Dipeil, -~
‘producto comercial, equivalentes a 0. 5, 17.0 y 1.5 1b de '.Dipe]_/
acre en 30 galones de agua estéril y a una pfresién de aspere=«
sion de 45 1b/ pul2. Causaron un 90% de mortalidad en - -
Sylepta derogata ( Fallen ) ( Piralidae ) en 48hrsun 30% de -~

mortalidad se obtuvo con dosis de 1.0 y 1.5 1b de Dipel/arce -

entre las 48hxsy las 60 hrs.

Ademds, se llevaron a cabo pruebas de campo asperjando -
las concentraciones de 0.5, 1.0 y 1.5 1b de Dipel/arce sobre
quimbomb6é Abelmoschus esculentus ( Lineo ) en Nigeria, Afri-

ca. La plantacion de quimbombé tenfan lineas de 18 a 26 plan
tas por l:ral:amiento. Las dosis utilizadas fueron para contro=-

lar Sgodoptera littoralis ( Fallen ), Sylepa derogata { Fallen ),

Anomis leona ( Schaus ), Heliothis armigera ( Hiibner ). Earlas

insulata ( Biosduval) y E. Elaga ( Boisduval ), ohteniéndose -
sal:lsfactonos resull:ados ( 2 ) |

Beegle et al ( 5 ) reporl:an un control regularmente efectivo



49. -

en Plathypena scabra { F, ) utilizando Bacillug thuringiensis -~
& - o ow T ' i
{ Berlier ) en dosis de 0.25 lb/acre.

Igooffo C,M. et al reporta un control del 69-96% en larvas
de Heliothis zea ( Bodie ) udlizando Bacillus thuringiensis var.

kurstaki ( Berlier ). Utilizando 454 g/0.4 ha. se obtuvo un -
66% de control y 1814 g/0.4 ha se obtuvo un 85% de control. -

‘Estas pruebas fueron hechas en aspersiones sobre soya. ( 35)

‘Mc Gaughey y Kinsinger reportan un 90~100% de control de -
Sitotroga cerealella ( Oliver ) en pruebas de laboratorio utilizando

Bacillus thuringiensis en dosis de 125 a 250 mg;Jde B. thuringiensis

/g de dieta. ( 59)

Macuehey ( 58 ) reporta una reduccién en la poblacién de -

las palomillas Plodia interpuntella ( Hiibner ) y Ephestia caute-

" 1la ( Walker ) en un 92 % y de una disminuci6n mayor al 829
en el dafio producido por larvas al comer. Las dosis emplea-
das fueron de 100, 125 y 150 mg de B. thuringiensis /kg de -

‘mafz. Estas prucbas fueron efectuadas en almacenes de gra—

‘- nos con una capacidad de 2 mS . { S8 }-

Yendol ( 87 ) reporta disminucidn en cl dafdo producido por

Porthetria dispar ( L. ) sobre encino blanco Quercus alba (L.)



¥ encino rojo Q. borealis ( Michx. ) con aplicacienes de Baci-

Hus thuringiensis ( Berlier ) ( thuricide HPC ) en forma de as

percién con dosis de 16 x 10° de unidades internacionales/acre
6 expresando de otra forma: 1 galén y 0.5 gal./acre respecti-
vamente. 1a disminucién en el dafio fué de un 25 a 1009%. la

efectlvidad de B. thuringiensis en cuanto a reducir la poblacidn

de larvas de segundo estadfo al alimentarse de hojas que con-

tenfan B, thuringiensis despu€s de las aspersiones fug¢ de 100G

después de 7 dfas de la aplicaci6n, 97.6% despuss de 14 dias-
posteriores a la aplicacion, 100% a los 23 dfas de la aplicacién
y 100% a los 29 dfas posteriores a otra aplicacién.( 87 )

Hall ( 30 ) reporta mortalidades del 1D0% en larvas del -=-

primer estadio de Harrisina brillianis ( Barnes and Mc D. ) ¥
en larvas de segundo y tercer estadio entre un 46 y 759, de -

mortalidad efectuando aplicaciones en vifiedos de Bacillus thurin

giensis en forma de aspersion ( 30 ).

Charpentier ( 16 ) reporta un control efectivo en Diatraea -

saccharalis ( F. ) en pruebas de campo y de laboratorio en -

los cuales se aplicé Bacillus thuringiensis var. alest ( Dipel

HD-1) mostrando un buen control en larvas de segundo y ter

cer estadfo. En pequefios lotes experimentales se obtuvo un-



Sl. -

91 % de control con 3 aplicaciones con intervalos de 21 dfas en
tre cada asperslén. En aplicaciones aéreas, se obtuvo un 86%,
de control con 3 aplicaciones con intervalos de 21 dias entre ca

da aspersién. ( 30 )

Bishop ( 7 ) ‘reporta— un control efectivo de Thyridopteryx --

qﬁhemeraformis ( Haworth ) obtenido, con asperciones de Bio=---

trol XK sobre cedros Juniperus spp. utilizando dosis de 4,2,1
y o.sib/mo gal.de agua, con estas dosis se obtuvo cerca de =
un 100% de control a excepcitn de 0.5 1b/100 gal. de agua que

obtuvo un 72.5% de cbntrol. (7)

Lewis et al { 52 ) reporta un control efectivo de Porthetria-

dispar ( L. ) Efécmaﬁdb aplicaciones aéreas de B. thuringiensis
sobre e-st-e iﬁsecno utilizando una formulacién de Dipel 1 1b, ==
Cargill .base insecticida 2 qt.,Chevron Spray adhe-rente 6 fl oz,
2 galones de agua,toda esta formulacidn fué aplicada en 2 galo
-nes/acre'. De la misma forma fu€ preparada la formulacidn -~

con Thuricide a excepcifn que ésta llevé 2 qt.de Thuricide.

Se reporta- un 99.6% de mortalidad de larvas de P. dispar -

con Dipel y un 99.4% de mortalidad con Thuricide. ( 52 )

Kaya ( 47 ) reporta que en pruebas efectuadas en laboratorio
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con Thuricide HPC y Dipel con una concentracién de 1.80 billo
nes de unidades internacionales ( BIU )/100 gal. de agua y Bio-
trol XK con 3.74 BIU/100 gal. fueron efectivos para controlar

en los cinco estadfos larvarios de Anisota senatoria ( J.BEy % =

Smith ), al aplicar Biotrol XK 7.48 BIU/100 gal. 6 2.20 1b/100
gal. se obtuvo un 96.7% de mortalidad de A. scpaworia, el mis
mo porciento de mortalidad se obtuvo al aplicar 3.74 BIU/100

gal. 6 1.10 1b/100 gal. AL aplicar DIPEL 7.26 BIU/100 gal. 6
1.0 1b/100 gal. se obtuvo un 90% de control, con 0.50 1b./gal.
AG 3.43 BIU/.{OO gal. se obtuvo un 100%, de control. Al aplicar
Thuricide HPC 1.80 qt/100 gal. & 7.20 BIU/100 gal. se obtuvo

un 1009, de control, sie;ldo igual el control al aplicar dosis de

0.90 qt/100 gal. & 3.60 BIU/100 gal. ( 47 )

Harper y Abrahamson ( 32 ) determinaron en pruecbas de =-

campo, aplicando formulaciones de B. thuringiensis ( Dipel y -

Thuricide ) para €1 control de Malocosoma disstria ( Hiber ) =

sobre Nyssa aquatica ( L. ) y se obtuvieron alta mortalidad de

larvas y una prevencicin ma;ror del 20%, en dafios al forraje en

lotes de 4.0 y 8.1 ha. Utilizdndose una concentracidén de Dipel
WP de 8.6 BIUsha, Dipel I.C de 4.8 y 9.6 BIU/ha, Thuricide -
168 de 9.6 BIUs/ha. ( 32 )
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Dulmage T H. et al ( 25) enuncian que g thuringiensm -

Gamrna endohoxina { H. D-l ) es efectiva en e; control Tncho--
L L

Elusia ni ( Hubner ) €n pruebas de campo cuya formulaclon fué‘

de 1.1y 4.5 x 107 BIU/acre y aplicaciones de 2.2 y 4. 3 x 10
BIU/ acre fueron equivalentemente efecliva.s después de una se-

mana de la primera aplicaci6n.

\' iruléncla .

Existe una diferencia sutil pero lmportant? entre los térmi-
nos virulencia, infeccioctdad Y patogencidad . Conmderando que
en la literatura estas palabras se usan a menudo 1ndiscr1m1na-¢

damente es conveniente definir su si.gmﬁcado.

Virubencia: Es la capacidad relativa de un microorganismo pa-

ra vencer las defensas corporales del huésped (1)

Patogencidad; Es la capacidad para ocasionar la enfermedad --
( reaccidn, mérbida del hospedero ) y es una cualidad fija in-
herente al microorganismo en relacibn con cada hospedero po-
tencial que se considere. (1 ) "La mejor estimacion de la pa
togénicidad de un microorganismc; para su hospedero dado, es

la determinacién de su LDS0 ( 23)
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La virulencia de B. thuringiensis es atribyida a 4 compues-

tos 'toxicos que se forinan en la c&lula bacterial d en el _;nédio

de cultivo.

& exotoxina;

JB exotéxina:

1 exotoxina:

5 entodoxina:

El producto t6xico g¢s la fosfolipasa C.
Ha sido aislada en );nedio de creci-~ -
;nienco bacterial y se ha re.portado 1:
1:1 radio de adenina ribosa y f6sforo.
El modo de accidn deL la g exotoxina -
parece ser que inhibe los nucleotida-
sas y el DNA dependiente de los poli
merosas ciel RNA involﬁcrados con -
ATP, impidiendo- la sintesis del RNA.
La esti‘uctura molecular se desconoce.
Contiene un cuerpo paraesporal cris-~
talino, es termoldbil y soluble-en so
luciones alcalinas. El cristal protéi
co es sintelizado por aminodcidos de
rivados del crecimiento de la cé&lula
vegetativa durante la esporulacidﬁ. 1a
estructura integral del cristal es p-rg_

bablemente debido a el enlace prote-
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mas-silicones y esteres. E:_st% endo-
tdxina funciona’l en i“ptes-tiqo; a]:f:élinos
de larvas de lepido:geros. Al ?nfectaf_
se las larvas esl:asidejan de comer -
debido a una paraligis del in;eér.ino -
que ocurre e€n poco"s minutos después
de la ingestién de ],65 cristales. (20)

( Para mayor inforfﬁaciOn ver desa--

rrollo de la infecci6n producida por -

B. thuringiensis )

Los insectos son-ta;n variables que -
los cambios en el huésped- pueden tener maygr significacion que
los cambios en el patdgenos especificos. ( 1) Los aumentos en
la virulencia de los microorganismos patdgenos de Insectos pue

den ser después de:
&) Pasar los patGgenos a través de insectos sus-
ceptibles 6 posiblemente otros animales.

b) - Causando que se disocie el patégenos en va--

>

riedades més virulentas.

C¢) Mezclar especies patfgenas antes de introdu-



cirlos ral huésped.

O
@& Mezclar patSgenos con sustancias como almi-

dén o mucina que protegen a los patdgenos --
contra posible daifio por falta del contenido del

intestino y de los materialgs de defensa.

€). Mezclar con agentes sinergjstas.

Los microprgahismos ﬁatégenos pueden sufrir
bérdida‘ de virulencia ?p;)r:

8) Disociacion forzada hacia formar baja y --

altamente virulentas.

b) Condi:::iones de cultivo que son anormales.
c)m Paso a t:.‘avés de hdspederos inadecuados.
d; Cultivo a temperaturas anormalmente bajas

o altas. (1) (20) (23) (77)

Hospederos de Bacillus thuringiensis ( Berlier ):

Esta bacteria formadora de endospora ataca a més de 100 -
especies, muchas de ellas de importancia econdmica. ( 37) A
-continuacidén se citan algunas especies, en las cuales se ha uti-

)
lizado con éxito B, thuringiensis para controlar las poblaciones
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de dichos insectos en diferentes formulaciones empleadas en el

campo, a excepcioén del gusano de seda Bomb;g_ mori ( L ) -

que sOlo es. reportado como hospedero de B. thuringiensis.

Cuadro 7.- Hospederos de Bacillus thuringicng:s. ( Berlier )

Nombre cienti¥ico

Abelomoschus esculentus ( Lineo )

Acleris variana

Alabama argillacea

Alosophila pometaria ( Harris )

Anagasta kihniella ( Zeller )

Anomis leona ( Schaus )

Anomis insulata ( Schaus )

Anticarsia gj:mmatalis

Archips argyrospilus

Anisota sentaoria ( J.E. Smith ).

‘Antigrasta catalaunalis

Apoda crataegi

Bombyx mori ( Lineo )

Brassolis sophorae

Cita

(2)
(13)
(6)
(13 (49
(77)
(2)
(2)
(6)
(13)
(47)
(6)
{13)
(77)
(6)



( Conl:inuécidn )

Nombre cientifico |

'Caligg ilineus

Ceramidia sp
Clysia ambiquella ( Hibner )

Colias eurytheme ( Boisduval )

Desmia funeralis

Diatrea saccharalis ( Fabricius )

LEarias biplaga ( Boisduval )

E. insulata ( Boisduval )
Ephestia cautella ( Walker )

Ephestia elutella ( Hiibner )

Erannis defoliaria

E. tliaria

Erinnis ello

Estigmene acrea

EupYoctis chrysorrhoea

Gelechia gossypiella ( Saunders )

Harﬂsma brillians

Hedya nubiferana

Herse cingulata

Heliothis armigera ( Hiibner )

58‘ .

Cita

(6)

(13)
(77)
(13) (77)

(13)

(16).
(2)
(2)
(58)
(77)
(13)
(13)
(6)
(6) (13)
(13)
(77)
(30)
(13)
(6)
(2)



( Continuacion )

Nombre cientifico

Heliothis virescens -

H. Zea ( Bodie )

Lipeurus caponis ( Lineo )

Hyphantria cunea

Hyponomeuta malinellus

Lymantria ( Porthetria ) dispar

Mocis latiEs
y_, punctualis

Malocosoma fragile

M. disstria ( Hubner l)
M. neustria

'~ Manduca quiquemaculata

M. sexta

Menacanthus stramineus ( Nitzch )

Menopon gallinae { Lineo )

Musca autumnalis ( De Geer )

M. domestica ( L. )

Oiketicus kirbi

Operophtera brumata

OEsiphanes cassina

(6)
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Cita

e )

(6)
(13)°(35)
e
{ 13)
(13)
(13)
(6)
(6)
(13)
(32)
(13)
(13)
(6) (13)
(33)

(33)

(86)
(86)
(6)
(6)
(6)



( Continuacidn )

Nombre cientffico

0. numatius

o. sp
Orgyua p-seudotsugata ( Mc Dunnougt )

Ostrinia nubilalis

Paleacrita vernata

Papilo cresphontes

Phygandia californica

Phthorimaea operculella

Pieris brassicae

P. rapae

P. sp

Platynota sp

Platypena scabra ( Fabricius )

Plusia sp

Plodia interpuntella ( Hiibner )

Plutella maculipennis

Plutella sp
Prays citri

P. oleae

Prodenia litura ( Fabricius )

60, -

Cita

(6)
(13)
(61)
(13)(34) (54)

a3y
(13)
(13)
(6)
(13)
(13)
(6) (77)
(13)
(5)
(6)
(58)
(13)
(6)
(13)
(13)
(77)



( Continuacion )

Nombre cientifico

Pseudoplusia includens

Porthetria dispar ( Lineo )

Pyrausta ( Ostrinia ) nubﬂalis ( Hibner )

Sibine fusca

Sitrotroga cerealella ( Oliver )

Sparganothis p_illenana ( Schlﬂ’ernu]ler )

_p_ilonota ocellana

Spodoptera frugiperda ( J.E. Smith )

S. eridiana

S. littoralis ( Fallen )

S. ornitogalli
Stenoma cecropia

Sylepa derogata ( Fallen )

Thamnonoma wauaria

Thymelicus lineola

Thyridopteryx ephemeraformis ( Haworth )

Tricho op lusia li

Tortrix viridana

Susceptibilidad del hospedero.

61.-

Cita

(6)
(52) (87)
(77)
(6)
(59)
(77)
(13)
(6)
(6)
(2)
(6)
(6)
(2)
(13)
€ 13)
(7)

(6) (13)( 25) (74)

(13)

La inmunidad que presente un insecto a los microorganismos
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patogenos de insectos, en los cuales se incluye a B. thuringien-

sis puede variar por diversas causas, tales qgomo :

a) El hospedero a infectar.
) Estado metamdrfico del hospedero

¢) Inmunidad que presente el hospedero por =--
ﬁ aiversos factores, rque se denotardn en el -
capitulo inmunidad del hospedero.

D Virﬁlencia del patdgeno.

€) Viabilidad del in6culo ( patégeno )

f) Tamafio del inéculo ( d;)sis del patSgeno )

% Formulacidn del inSculo ( patégeno )

N  Métodos de aplicacion en‘pruebas de labora

torjio«y de campo ( vér tamafio del indculo

y formulaciones )

En realidad son extensos los factores por los cuales un in-

secto puede presentar susceptibilidad a B. thuringiensis.

(1)(2)(5)(7)(13)(16)(17)(20)(23)(25)-
(26)(30)(32)(33)(34)(35)(47)(49)(51)--
(52)(54)‘(57)(58)(59)(61)(74)(76)(77)--
(81) (82) (86) (87)
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Inmunidad del hospedero.

La inmunidad que presente un insecto a los microorganis- -
mos patégenos de insectos puede citarse de 4 formas (1) - -

(13) (23) (67) (76) (77)

1. - Inmunidad celular:

Metchnikoff fué el descubridor de la capacidad de las célu-
las sangufneas libres para absorver a los organismos invaso--
res; el utilizo la pulga de agua, Dephnia sp. y determiné que -~

existfa fagocitosis.

Los hemocitos responden a la mayor parte de materiales =
extrafios que se introducen a la cavidad corporal ( hemocele )
lLos hemoc1tos son célulag " sanguineas " de los msecl:os quie-
nes mis correctamente deberran l_lamarse células hemoiinficas
o células hemolfiifeticss,-. Los hemocitos son atraldos en la-
hemdlinfa hacia objetos vivoé 0 inanimados §ue no tienen la cu
bierta especifica que cubre todos los tejidos de un insectos es-

pecifico.

A las partculas extrafias en la corriente de la hemolinfa -

lne ancerca una masa de células hemolinficas que depositan so
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bre el objeto extrafio una capa.de mucopolisacdrido y al mismo
tiempo recubre con melanina a los objetos vivientes. Por lo =
general esta capa mata- al organismd extraiio, breviniendo ast

la proliferacién de este, posteriormente ocurre la deposicién -
de 1a capa, ‘en la cual casi todos los fagocitos circundates se «

dispersan en el hemocele ( cavidad corporal ).

2. - Inmunidad humoral:

La inmunidad humoral en los insectos no ba sido descrita -~
precisamente como en los vertebrados quienes poseen anticuer-
pos especificos come lo son los aglurininas, anticuerpos com--

plejo-fijadores, opsoninas, antitoxinas y bacteriolisinas.

~ Existe la evidencia de la presencia de una pequefia molécula
en la ﬁomolinfa de los insectos que posee uﬁ efecto lisigeno so
bre la bacteria y estd accién se puede relacionar con la. mela=
niza;::iOn en la hemolinfa del insecro. La hemolinfa larvaria --

‘ 4
del gusano de seda Bombyx mori ( L. ) se melaniza durante el

almacenamiento en frio y pierde sus propiedades antibacteriales

proporcionalmente; en cambio la hemolinfa de Galleria mellone-

la ( L. ) que ha sido inmunizado contra Pseudomonas sp. no -

se melaniza al exponerse al aire.
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Es necesario investigar algunas explicaciones de &stos y --

otras observaciones similares, tales como:

a) El proceso de formacién de melanina rete-

" ne los compucstos fenolfticos que por lo é_g_

man estan libres en la hemolinfa y los fe—
noles son germicidas no especfﬁcos.

- b) Las proteinas | quedan ligadas a la melanina

ir luego salen de la soluci6n durante el pro-

ceso de melanizacion.

3. - Inmunidad adcjuirida activamente,

Sc ha intentado inmunizar insccros con la mayoria de 10.9 .
antigenos efectivos en mamiferos, incluyendo toxoides, vacunas
preparadas con microorganismoé atenuados, microorganismoes =
muertos con calor o sustancias quimicas y varios extractos de
mici'oorganismos patégenos. ILos resultados de la mayor parte
de los experimentos son dudos;)s, excepto cuando se emplean -
ias vacunas. El consenso de que log insectos desarrollan inmu
nidad no especifica hacfa algunas bacterias después de una se--
rie de inyecciones de vacunas preparadas a partir del cultivo -

<
de bacterias, esta inmunidad dura poco, rara vez mis de 3 6 4
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dias. LA inmunidad adquirida activemente se pucde decir que -

en casi nula o tal vez nula completamente.

4, ~ [Inmunidad adquirida pasivamente.

Sobre este tipo de inmunidad permanece ¢asi sin investigar,
sin embargo se ha reportado que es posible fransferir hemolin-
fa de insectos vacunados y obtener proteccidm de corta duracién

en insectos que reciben la hemolinfa de los insectos vacunados.

% ]

t

Formulaciones.

Las formulaciones de Bacilius thuringiensis ( Berlier ) emplea

dos -para flal combate de insectos perjudiciales a cultivos, .que oca
sionan dafios a los animales domésticos y silvestres, dafios a -
las vias de comunicacioén, a la vivienda, a plantas ormamentales
y a ;31 hombre directamente, es muy variado, ]!as formulaciones
empleadas para " X " insecto dependen de niucﬁps factores, ta-
les como: el ins;:ec:to .a controlar, estado metamérfico, suscepti-
bilidad del mismo, dosis a emplear, condiciones climatolSgicas
viabilidad del patSgeno, fase logaritmica de crecimiento de B. -

thuringiensis en medio de cultivo, medio de cultivo utilizado pa

ra la produccién de B. thuriglensis, variedad utilizada de este
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patégeno, métodos de aplicacion, dispersién del patégeno, en -
realidad son extensos los factores qﬁe se deben de manejar pa
ra llevar a cabo una formulacién adecuada, que pueda en un -

momente dado controlar un insecto en cuestién. (1) (13) -

(20) (23) (77)

A contnuacién se enuncian formulaciones empleadas de B.

thuringiénsis  en diferentes campos de combate de insectos.

. -Esta bacteria formadora de endospora y patdgeno de mds -
de 100 especies de insectos ( 77 ) puede ser preparada ep di-

ferentes formulaciones, segln sea el caso. ( 13)

: Formulaciones liguidas:

E. thuringiensis puede ser preparado en tres formulaciones

liquidas que a continuacién se enuncian:

a) en agua
D) en aceites
c) Emulsiones ( agua en aceite )

( cremas ) ( aceite en agua )

Formulaciones sdlidas:
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a) Polvo espolvoreable
© b Polvo humectable
¢)’ Granulado

Formulaciones sémi-sélida:

Espumas

Bacillus thuringiensis ( Berlier ) ha demostrado compatibili-

dad con insecticidas quimicos talescomo.carbamatos, organofos-
forados y clorados en formulaciones efectuadas para el control

de insectos tanto en laboratorio como en el campo. ( 5) ( 13)

(17) (23% £ 33) (34) (77) (81) (82)

Lynch et al ( 54 ) ea formulacitl)nes efectuadas en forma gra

F) e

nular, espumosa y ligiuda de Bacillus thuringiensis var kurstaki

en cultivos de mafz para controlar Ostrinia nubjlalis { Hiibner )
reportan que la formulacién granular fu€ la qué obtuvo mayor -

bersistencia en el campo ¥ eficacia en el control. ( 54)

B 4 ia
Hudon ( 34 ),en 1961 reporta que dos preparaciones de J}- -

thuringiensis, Thuricide (30 X 109 esporas/g ‘) y Bakthane ' L-69

(75 x 10° egporas g. ) .usados en polvo humectable y aplicados
P

en aspersién fueron cbmparadcs y en algunos casos mezcladog -
a
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con DDT, Sevin, Kepone, Dylox, EPN, Zectran, Bayer 44546 -~

Thiodan, para controlar Ostrima nubilalis ( Hubner ) obtemén-

dose que €l DDT, Sevin, v Dilox reducieron ?l nﬁmero de lar-
vas en las plantas traradas en un 72% o mds, Bakthane L-69 -
DDT mezclados con Thuricide reducieron en un 69% la pobla--
cién de larvas, Sevin, Zectan, Kepone y Bel§thane L.-69 redu-
jeron de un S54.7% a un 64. 3%,E?N redujo el ndmero de larvas
de un 80.9% a un 89.3%. Kepone, Zectran y Bakthane L.-69, -~
DDT mezclados se redujero-n de un 72, 4% a yn 78.6%. 'Sevin -
68. 1% Thiodan 53. 3%.

Cabe mencionar que B. thuringiensis es razonablemente =-

efectivo en el control de O. nubilalis pero nq significantemente

mayor que los insecticidas quimicos ( 34 )

4

Sutter et al ( 82 ), encontraron que existe compatibilidad de

carbamaﬁos y organosfosforados con _B_. thuringi@nsis al agre—

gar Aldrfn, Hepl:aclm:o y DDT en cultivos de caldp nutritivo en
rangos de 2 25 y 4.5 ppm Solamente la mezcla de Diazinon

y Malathién que contenian 550 ppm produjeron un trastorno en

1a propagacion de B. thuringiensis en caldo nutritivo ( 82 ).

Smith et al ( 74 ) encontraron que la adicién de sucrosa a

la algina protectora UV o la adicién de alcohol polivinylico y ~
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la algina UV en formulaciones de B. thuringiepsis aumentaron —

r:su efeétividad sobre el control de TrichoRlusia ni ( Hiib?er ) -t

Repormndo que la mejor formulacion fué la dq: alcchol palivinyli
co algina protecr.ora UV - Sucrosa ( 74 ) '

vk
Chen et al ( 17), reportan que varios organosfosforadps y -

carbamatos fueron mezclados en formulaciones dc 2 preparacio-

nes comerciales de B. thuringiensis, Biotrol };K y Phosmet, Me
thomyl y Carbofuran no tuvieron efectos _sobrq; la viabilidad de -

las ésporas de las dos preparaciones de B. thuringiensis. Car

boryl se comportd de forma sinergista; Stirophos se comportd

antagonista.

Neisses ( 61 ), reporta que en 2 preparaciones comerciales
!

de B. thuringiensis Dipel SC y Thuricide 32B fueron mezclados

con agua que posefa rangos de pIl de 1-13 o de 'agua que conte-
, 1

nfa concentraciones de 0.0-100 ppm de concentraciones de cloro

puro. Estas formulaciones fueron utilizados en bi\oensayos para

,conl:rolar Orgyia pseudotsugata ( Me Dunnough ) I_@s propieda-

des naturales de amortiguacion de pH de los producnos de B.

thuringiensis causaron que el pH de las mezclas con agua fuera

equivalente a las suspensiones, excepto en los dos extremos de

pH 1 y 13.
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‘No hubo efectos de disminucién en la actiyidad de B. ﬂiuriy_:.

giensis en los rangos de pH de las pruebas, }a actividad gene~-

ralmente declind con el tiempo de almacenamjiento. Las con--

centraciones de cioro de 0.0-100 ppm no tuvieron efectos sobre

la actividad de las suspensiones de B. thuringiensis .( 61 )

Stermn et al ( 81), reportari que en aplicaciones comerciales
sgbre alfalfa para controlar 3 especies de lepidopteros, en apli

caciones se utilizaron Bacillus thuringiensis ( Berlier )} { Thuri-

cide S.S, con un minimo de 15 x 10° éspora"g viables/gramo )
en -dogis de un 1/8 de galdn/acre,ademds sc aplicaron Naled y
tricholorfon en 7.2 y 8 onzas respectivamenté; por acre. las
éplicaciones se efectuaron en 100 acres de a!falfa en forma de
aspercion aérea. Se encontrd que amﬁas dosis de Thuricide y

-de Naled y tricholerfon tuvieron un excelente control hasta de

- un 100% en Colias eurytheme ( Boisduval ) ( 81)
, _ SRV

- Mc Gauchey ( 57 ) ,reportai que larvas de -E_Ehest:ia cautella

( Walker ) fueron altamente susceptibles a B. thuringiensis al
ser expuestos a una concentracién de 6.25, 25 y 100 mg de -

formacién/g de dieta la formulacién fué hecha con Dipel, 100g

de Dipel/10 mi. de agua est€ril. Las larvas de E. cautella

que fueron méds susceptibles fueron las de primer estadfo y los
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demés estadios en menor escala.

Ademds larvas de Plodia interpunctella { Hubner ) mogtraron

alta susceptibﬂidad durante el primer y segundo esl:adro y en ==

menor escala hasta antes del cuarto estadro. ( 57 )

Hoffman y Gringnch (33) 5 Teportan que €n formulaciones =«

comerclales de Bacillus thuringienms ( Bes:rllegr ) en forma de -

polvo humectable tuvieron un eflc1ente control sobre los piojos

de la gallina Menacanthus stramineus ( Nizch ), Menopon galli-

nae ( L. ) y Lipeurus caponis ( L. ) en aplicaciones efectuadas

~sobre gallinas Leghorn. Se utiliz6 como fuente de B. thurip=- =

—

giensis Bakthane L-69 ( 75 x 109 esporas unidades/g. ) rt::sul-

tado que una o mds aplicaciones de 3.5 g. de Bakthane L-69 -

por ave demostraron un buen control. ( 33 )

A continuacitn se enuncian aditivos que son empleados para

la formulacién de B. thuringiensis ( 13)

Cuadro 8.- Aditivos de Bacillus thuringiensis ( Berlier)

Diluyente ( Polvos espolvoreables ) Compatibilidad

Pyrofylita Rec.
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( Contdnuacitn )

Diluyente ( Polvos espolvoreables ) Compatibilidad
. Talco Rec.
Celita Rec.
Yeso Rec.
Almidbn Rec.
Siiicatos sintéticos - Rec.
Kaolina Rec.
A tapulgi_ta Rec.
Lactosa Lab.
Agentes humectables y esparcidores Compatibilidad
Alkyl fenoles Campo
Vatsol OT Lab.
Sandovit Lab.
chefnol Campo
Petro A.G, Campo
Coloidal X 77 Campo
Triton X 114 Campo

Triton X 155 Lab.
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{ Continuacién )

Agentes humectables y esparcidores Compatibilidad
Igepal CO~630 ~ Lab.
Adhesivos y Gomas Compatibilidad
Aleurita _ Campo
Arabol E 77L Rec,
Melaza : Rec.
Leche en polvo descremada Rec.
Clutolina _ Campo
Mcd;oéel Lab.
Latexs polivinylicos clorados ' Campo
jarabe de maiz Campo
Latéx D. Campo
Ceon L;atex 652 ‘ Rec.

Plyac - IL.ab.
4Caseina i_.ab.
Folicot f_,ab.

Lovo 190 Lab.

Lovo.- 162 1.ab.



{ Continuacidn )

Emulsificantes

9 D 207 -
Pinolene 1882
Tween 80
Spé,n 80
Triton B 1956

Constituyentes de cebos

Sedimentos de harina de maile

Varios

Cloruro de sodio
Acido propidnico
‘Xs;leno

Acido bérico

Compatibilidad

Cam;io
ILab.

Gampo
Campo

Campo

Compatibilid4ad

Rec.

75. =

~ Compatibilidad

Campo
Campo

Campo

Lab.: En pruebas de laboratorio no se reporta que el aditvo
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( Continuacidn )

sea daiiino para B. thuringiensis

Rec: El uso del aditivo no se ha recomendado, pero no --

existen evidencias que dafien a B. thuriengensis, presu

miblemente sea inofensivo.

Campo: Se han obtenido resultados en pruebas hechas en ¢l --
campo, en las cuales el adhitivo no reduce significati-

Vameﬁte la efectividad de B__ thuringiensis.

Cuadro 9.~ Compatibilidad de Bacilius thuringiensis ( Berlier )

con parasiticidas. ( 13)

Insecticidas Compatibilidad

Azinphosmetil
Bidrin

Carbaryl
Carbophenothion

DDT -

-

Demeton

P - S



Insecticidas

Diazinon
Dieldrin
Dinitrocresol
Endosulfan
Endrin
Malathion
Mevinphos

Naled

Parathion
Parathion metflico
| Phosphamidon
Piretrinas
Rotenona

Rfania

Strobane

TDE

Tl:ithion metilico
Toxafeno

Trichlorfon

( Continuacitn )

Cqmpatibilidad

> > .0 W W O» & W @ > > > W WO > > >

7%7.-



" Fundicidas

Acetato fenil mercurio
Azufre

Captan

Cloranil

COCs

Daconil

bifolawn

Dichlone

Dimetoato

Dithane M 22, M45, Z78
Dyrene

Dodine

- Ferbam

Folpet

Maneb

Cﬁxicloruro de cobre
Thiocarbamatos

Zineb

Ziram

78. -

Compatibilidad
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Acaricidas Compatibilidad
Aramita

Difocol ' A
Tetradifon

A; Se obtuvieron buenos resultados en pruebas de campo y el
parasiticida no redujo significativamente ¢l efecto de B. --

'thuﬁngiensis.

B; El uso del parasiticida no se ha recomendado, peroc no --

existen evidencias que dafien a E thuringiensis, presumida

mente sea inofensivo.

Productos comerciales de Bacillus thurinfiensis { Berlier )

Actualmente B. thuringiensis es producido industrialmente y

aplicado comercialmente en algunos pafses, existen diversos la-
boratorios que producen diferentes variedades y serotipos de B.

thuringiensis ( 13) ( 77 ). A continuacién se citan:
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Cugdfo 10. - Productos comerciales de Bacillus turingiensis - -

( Berlier ).
| Producto

Agritol

Bactospeine
Bactospeine

.- Bactospeine [P 54%
Bakthane L-69P
kBak.tukai -
Biospor 2802°
Biotrol B+ Bd
Dendrobacillin
Dipel
Entobakterin 3°
Paraetsq:)oril'h‘af
Plantibac
S}')im-eineg

Thuricide !

Pais

U.S.A.

Francia

Francia

U.S.A.

U.S.A,

Checoeslovaquia

Alemania
U.S.A.
U.R.S.S.
U,S.A,
l'}.R.S.S.
U.S.A,
Francia

Francia

U.S.A.

. Laboratorio

Merk
Roger Bellon, Péchi
ney Progil
3oger Bellon, Rhone' '
Poulec |
Rhom and Hass Co.-
Rhom and Hass Co.
Spolana n.p.
Nutrilité lloescr:;ahst
Nutrilite |
Aig‘ Novosibirsk
Abbott
Near Moscow
Grain Proc.
Praocida
L.1.B.E.C,

Bioferm Co.

a.~ Producto del Instituto Pasteur, France; b: producta de Rhom

and Haas Co., Philadelphia, Pennsylvania, U.S.A, c: produc
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to del Instituto Pasteur, Francia; d: prodﬁctor de Nutrilite.
Products Inc.; Buena Park, Califoi;nia, U.S.A,; ‘e: produc=-
- to ;lel Laborato;'io MicrobiolGgico de ‘la Unidén de Institutos
para la‘ proteccidn de las Plantas ( VIZR ) U,R.8.8. - = =
-f: producto de Grain Processing Cc-)rporat,igm, Muscatine, -
Iowa, U.S.A.; g: producto de Laboratoire L.1.B.E.C., Pa
ﬁ's, Francia; h: producto de Biofermr Co:@'pét#ﬁon, Wasca,

California, U.S.A.

Py o B

Efeéto,s sobre el hombre y animales domesticos.

El uso convencional de los insecticidas quimicos y el ries
go de salud que se corre al usarlos es bien riaconocido. Los

insectcidas microbiales basados en Bacillus thuringiensis - -

k

( Berlier ) no ocurren asi, sin embargo cahe mencionar que
. ) _

las va:r_'iedades‘ de B. thuringiensis que producen la beta exoto

xina son patdégenos para el hombre. ( +)

"Existen considérables evidencias de que Bacillus thuringien

sis var. thuringiensis no indican patogenicidad en mamiferos,

T

( 1+ ) Comunicacion personal PhD Howard T. Dulmage, noticia re
cibida al parecer en un congreso internacional de Microbio-

logla celebrado en fegbrero de 1980.
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incluyendo a el hombre.

" En pruebas efectuadas con mamfferos incluyendo ratas, co=

ballos, perros, cerdos de guinea, vacas, puercos y borregos -

no mosird patogenicidad B. thuringiensis var thuringiensis - -

(13) (23) (50) (77) (78)

Se han efectuado extensas pruebas sobre la patogenicidad -

de Bacillus thu:rlngiensis var I:hurmgiensis sobre el hombre (77)

(78 ), se han llevado a cabo pruebas con 80 personas, las - =
cuales han ingerido 3 x 10° esporas por gramo de polvo ( de
formulaciongs aplicados en insectos ) diariamente durante S5 -~
dfas y no se ha determinado alﬁeraci;‘)n en las funciones o ca-
pacidad del cuerpo de las persoﬁas tratadas, paralelamente se
han llevado a cabo pruebas de irihalaciOn y han tenido resulta-

dos patog€nicos negativos en el hombre,

H

—

Se han incluido en pruebas aves: patos y gallinas, después

‘de darles a ingerir 0.5 a 1.0 mg. de B. thuringiensfs durante

23 mreses no se determinéd daiio algﬁno.

Ademds se han llevado a cabo pruebas con peces y hasta -

el momento no se ha determinado dafio alguno ( 77 ).



MATERIALES Y METODOS

Ia metodologia que se cita a continuacidn se divide en cin-

co etapas:

1. - Muestreo de campo para obtener estadi‘st}cas sobre la inci

dencia de pat6genos e insectos parisitos ﬁue en forma na-

tural diézrnan las poblaciones de Spodoptera frugipera ---

(J]. E. Smith) en Marin, N.L.

Aislamiento e identificacion de bacterias obtenidas en mues

tras de larvas de S. frugiperda.

Bioensayos para determinar la eficiencia de control por bac |

terias aisladas de larvas infectadas por Pseudomonas sp, ==

Klebsiella pneumonae y Corynebacterium sp.

Bioensayos para determinar la eficiencia de control por - =

Bacillus thuringiensis ( Berlier ) aislada de muestras de -~

-

suelo.

Estudios de intestino medio de larvas sanas en microscopio

fotdnico o de luz y microscopio €lectrfnico.
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"Materiales utilizados.

Cuadro 11. - Cristaleria Pyrex

~ Cantidad Tipo Capacidad
. 250 Tubos de ensaye | 130 ml.
4 Matraz _ - 1000 "
6 Matraz ‘ 500 :
6 Matraz _ 250 :
3 vaso de precipitado | 1000 "
5 vaso de precipitado 500 "
5 " "o 230 "
2 " " 100 "
2 " " 50 v
10 Pipetas 10
10 Pipetas 5 "
S Pipetas | 1 o
1 Probeta | 1000 L
3 Probeta i 500 2
3 - 250 "
3 " 100 "



Cantidad "Tipo ' Capacidad
-3 Probeta S50 ml.
36 Caja Petri
15 Caja Spray

Cuadro 12. - Materiales diversos,

85. -

Cantdad | | | Tipo
10 Gradillas porta tubos de en-
. | sayo. .‘
4 Asas miérobioldgicas.
4 Mecheros Bt'inseﬁ
4 Telas de asbesto
4 Soportes porta vasos de pre.
cipitado.
1 Equipo de diseccién Fisher
Sientific,
100 Pipetas Pasteur, Soda Limje

Glass, 14.6 cm de largo. \

S Rollos masking-tape Scocch.



( Continuacién )

Cantidad

15

29

100

100

Tipo

Rollos dg gasa ]ohns_on- --
91 x 91 ¢;m

Paguetes _cle algodén de -
500 gr. |

Medios de cultivo DIFCO

( se citan en pruebas bio

qui‘niicas: ).

Protaobjatos de 20x76 x 1
mm.

Cubre portaobjetos ;le 22
x 22 mm.

viales de 16.75 x 60 mm

con tapas.

L4

- Rollos de papel alumiaio

Reynolds Wrap 45 cm x
15 mm.

Paquete de 100 placas fo-
togrdficas Kodak Electron
Microscope Film 4489.

Bolsa rewvelador Kodak pa=



Cantidad

Cuadro 13. -

(2)

(2)

(2)

(2)

87.~

( Continuacién )

‘Tipo

ra placas D-19.
Bolsa reyelador Kodak --
-Dektol.

Bolsa fijador Kodak.

Instrumentos.

PotenciometroMCorning mod. 10

Balanza gravimetrica Ohaus

Agitador magnético Corning mod. PC 353
Incubadora Precisidn Scientific mod. GSA, 75 -
watts. , |

Cdmara de transferencia.

Therm-o-plate, Precisién Scientific

Estereo 20X, .American Optical Co.
Microscopio Fotico, Carl Zeiss mod. Standard

Junior.

Electric Print Dryer, Arkay mod. A-25, 120 -

watts.

Ollas de presién Presto, 20 atmésferas.
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( Continuacioén )

Refrigerador de 270 dm3

Ultramicrotomo Porter-Blum Sorvall mod. MT=-1 .
Microscopio Electrénico, Carl Zeiss mod. - —
EM-95-2. . |

Camara fotogrdfica Nikon 35 mm mod, EM

Metodologfa.

‘Primera etapa.

Se utiliz6 para la toma de muestras un lote experimental de
100 x 100 m localizado en la Facultad de Agronomia de la Uni~-
versidad Autonoma de Nuevo Ledn, Marin, N.L. Km. 17 Carre

tera Zuazua-Marin.

En dicho lote experimental se sembr6 mafz ( Zea mays L. )

variedad Ranchero, durante el ciclo de tardio, correspondiente

a fecha 15 de Julio de 1977.

I.a preparacién del suelo para la siembra se efectud inicial-
men.te con un barbecho a una profundidad de 30 cm, en segunda
instancia se llevé a cabo un rastreo simple con la finalidad de
miiir o desmoronar ' terrones ; seguido después se efectud el

surcado a una distancia entre surcos de 92 ¢m. y juntamente -
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se efectud el bordeo;

La siembra fué¢ manualmente 6 a ' golpe " y se lle\r? a ca-
bo con.un riego de pre-siembra. La. semilia. utilizada posefa -
un 85 % de semilla pura viable. La densidad de siembra fué -
de 20 Kg/Ha, la separaci6n entre blantas, era aproximadamente

de 30 ém.

Sé efectuaron tres riegos: el primero de pre-siembra; el se
gundo 30 dfas después de la emergencia de las pldntulas; el ter
cer riego se llevé a cabo a los 35 dfas posteriores del segund(b
riego. Utilizandose para estos laminas de riego de 15 cm, - -

15 em vy 10 cm, respectivamente.

-

Para permitir un mejor desarrxollo del cultivo, se llevaron
a cabo 2 deshierbes manuales y con 'azadOn, el primero se - -
efectud é_los 32 dias de einergencia de las plantulas; el segun-
do deshierbe se llevé a cabo a los 37 dias posteriores al pr;mg

XO.

Durante todo el desarrollo del cultivo no se efectuaron apli-

caciones.de parasiticidas.

El lote a muestrear fué dividido en parcelas de 10 x 10 m,

para cada toma de muestras, se procedié anticipadamente a --



* sortear 10 parcelas de un total de 100. ( 75) El tamafio de ca

da muestfa fuée de 5 larvas, por lo cual en cpda rhuestreo efec

tuado se colectaban. 50 larvas promedio de __deoptera frugiper=

da (]. E. Smith)

i Se realizardn 8 muestreos; los materiales utilizados se ci—
tan a continuacién: gradilla de madera de 72 x 56 cm, con ca
paci&d para 80 frascos en la cual cada celds conteﬁdri’a a un
frasco, las celdas tenian un didmetro de_' S cm. lLos frascos -

utilizados fueron de cristal con unas dimensignes ﬁe 4.5 x 3.75
cms, éstos frascos contenfan dieta artificial gon un voluﬁén de
3 ml. Individualmente cada larva fué tomada de la planta y --
ver_tida a su frascé correspondiente con isopgs esterlizados y -

€stos a su vez desechados, una vez tomada la larva.

A
i

Las larvas que fueron tomadas en los muesiyeos se lleva~--
" ron al laboratorio para ser revisadas diariamet;;e durante la -
mafiana de 7:00 a 9:00 A, M. y por la tarde de 3:00 a 7:.00 P, M,
esto fué en base a sintomatologia y cambios morfoldogicos post-

mortem ( 23 ), como se puede observar en las figuras 3, 4, 5,6.

Los componentes de la dieta utilizada se citan en el cuadro
14, la metodologia que se sigmﬁ para la preparacién de la mis

ma es la siguiente: todos los sélidos y liquidos fueron mezcla-
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dos en la media total de agua destilada a excgpcwn del Agar- -
.'Agar, éste fué mezclado hasta disolver con caler, 1a me-=
dia restante de agua dest:ilada. Una vez disuq;lto el agar y di--
sueltos los componentes en la media de agua glestlladl se pro-_
cedié a mezclar ambas partes, d:_—:-biendo tener & una temperatu-
ra de 60°C el agar disuelto en agua destiladaz para evitar la -
descomposicioén de la solucitn vitami'nicé a te;nperatﬁras mayo-

res y evitar la rdpida solidificacién a temperaturas menores —
(*).

Efeptuada la mezcla se procedié a -agitarlga manual y consg~-
tantemente para evitar. la prefnamra solidificacion, pdsteriormeg;

te se virtid la dieta sobre los recipientes que ocupar#n cada lar--

Va&. .

Los frascos utilizados fueron previamente esterilizados en -
autoclave, asf como las tapas de los mismos a ung presidn de

15 atm. durante 15 minutos.

( * ) : Comunicacién personal PhD, Aurora Garza ZGiiga Facul-

tad de Agronomia, Depto. de Parasitologia, Carretera =

Zuazua~Marin, Km. 17 U, A N.L.
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 Cuadro. 14.~ Dieta de Shorei modificada, utilizada "para la ali-

mentacion de larvas de Spodoptera frugiperda ( J. .E. Smith ).

Agua destilada 3000 ml.
Harina de soya 241.8 - gr.

-Germen de tﬁgo .‘ 108 gr.

- Sal Wesson's 36 - gr.
Azdcar ( morena ) | 43.8 gr.
Para—meﬁlhidroxibénzoato , 5.4 gr.
,Aéido s6rbico 3.24 - gr.
Ac;ido ascorbico 14. 4 gr.
* Auromicina 0. 48 gr.
KOH ( 22 %) 18 ml.
i Solucidn vitaminica 12 ml.
Cloruro de colina { 15 %) 24.9 ml.
Formaldheido ( 10 % 15.0 ml,
Acido acédco ( 25 % 39.9 ml
Agar- Agar 34.‘8 grs,

NOTA: Ingredientes necesarios para preparar 300 copas con 3 ml. cfu
de dieta/300 larvas.

* Auyromicina grado veterinario

** Contiene las siguientes vitaminas por wililitro de agua: Pantothen
ato de c¢alcio, 12 mg; niacina, 6 mg;riboflavina, 3 mg; &cido Fo1i—
co, 3 mg* thiamina HC 1, 1.5 mg; pyridoxina HC 1, 1.5 mg; biotina
0.12 mg; B 12, 0,006 mg. o
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Se probaron 4 tipos de tapas para los frascos que contenfan
larvas: papel aluminio ( Reynolds ), papel secante ( hojas sani-
tarias ) doble, papel ca:rtoncillo cc;mercial y papel cart6n de 2
mm de espesor, éstas pruebas fueron en base a la evaporacidn
de agua de la dieta y fuga de larvas cie los recipientes en los -
cuales se encontraban, resultando el papel ca(rtén de 2 mm de

espesor el que obtuvo mejores resultados.

La identificacién de los insectos pardsitos de larvas de S. -

frugiperda se efectud segin Borror and De Long ( 9 ) ver Cua-
dro 15 Tig. 7 y 8.

Fig. 3 Larva de S. frugiperda presentando el crecimiento mi-

celial externo de un hongo no identificado. dos veces su tamailo.
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Iig. 4 Larva de S. frugiperda presentando sintomologia post-mor

tem de una infeccién por virus, 24 hrs después de su muerte, esca

la 1:10.

Fig. 5 Larva de Spodoptera frugiperda (J. E, Smith) presentando -

sintomatologfa post-mortem de una infeccién bacteriana, 24 hrs.

después de su muerte, escala 1:20



I’ig. 6 Larva de S. frugiperda presentanao sintpmatologia post--

mortem de una infeccidn bacteriana, 72 hrs después de su muerte,

escala 1:40

Fig. 7 Torymido adulto, quien en estado larvario parasité larvas

de S. frugiperda, escala 1:10.




Cuadro 15.-.Porciento de patSgenos y pardsitps en larvas de -

Spodoptera frugiperda ( J. E. Smith ) en el cultivo de maifz en

el cicio tardio de 1977.

Patbgenos % . Pardgitos %
Bacterias 8.12 Torymidae 6.9
Hongos _ 6.59 Tachinidae 3.05
Virus 1.01 otros Diptera 6.59
16.64

" Total 15.72
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Fig. 8 Arriba: larva de S. frugiperda 12 hrs después de haber -
emergido larvas de Tachinidae; centro: adulto de Tachinidae; aba~-

jo: pupa de Tachinidae. tres veces su tamaiio.

Segunda etapa.

Se tomaron larvas de S. frugiperda que representaban fiel-

mente las caracteristicas repetidas de un sindrome bacteriano

095, A7)

Partiendo de las recomendaciones de Eisen y Brigges e Igno
ffo ( 13 ) quienes indican que al tratar de aislar bacterias fa--
cultativas parédsitos de insectos, €stos deben de propagarse en

medios simples, se procedi6 a emplear una técnica para el ais
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lamiento.

Las larvas fuerc;n sumergidas a una solucién de fenol al 5%
para desinfectar ¢l integumento de las larvas, impidiendo que la
solucidn penétrara por via oral, se descart6 la penetracién de -
la solucidn por los espirdculos debido a que las larvas tratadas
tenfan 2 horas después de su muerte ( 13) ( 23 ), el hecho de
esterilizar el mtegumento de las larvas es con el propésito de -

eliminar la contaminacion por bacterias a_]enas a la mfeccmn

Las_rlarvas desinfectadas externamente bajo campana de trans
ferencia, fueron trituradas en un tubo de 18 x 150 mm que con-
tenia solucLSn de este'ril &a hwel al 5%. Partes medias de lar-
vas fueron sometidas a pasteurizacion, éon la finalidad de elimi
nar formas vegetarivas, tratando de encontrar bacterias esporu-
ladas y después sembradas en E.M.B. ( Eosina-Azdl de Metile
no ), AICC ( Agar-infusibn-Cerebro-Cora;zén) paré bacterias -~
fastidiosas, ’;’sgar Nutritivo, ENDO { Agar-Fuc;sina-Lactosa, tipo
C. ). o |

IL.as partes medias restantes de las larvas fueron sembradas
directamente sobre los medios antes descritos ( ver diagrama

de flujo ).
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De acuerdo a los sistemas establecidos de clasificaci6n de -
Buchanan y Gibbons ( 11 ) de Kauffman y Gﬂ}ies ( 28) se di-
seﬁo la identiflcacibn para bactenas Gram pqsmvas y Gram ne

=

gativa S.

¢ . Para las bacterias Gramn negativas se realizaron las siguien

tes pi‘uebas:

Oxidasa, catalasa, reduccién de nitratos @ nitrites, fermen-
l:acién de lactosa, sacarosa y dulcitol, utilizacion de citratos -
como fnica fuente de carbono, rojo de ﬁuetilo y Vogues-Proska—
wér, hidrolasa de arginina, produccion de‘ acido sulfidrico, li--
cuefaccién de gelatina, hidrdlisis de ui:'ea, mecanismo de oxida-
ci6n-fermentacién Hugh Leifson para glucosa, produccion de pig
mentps, crecimiento en Hcondicioriés aﬁaerébicas que contenian -

_como- reductores acido pirogdlico e hidréxido de? sodio.

3

'_ Mientras, para la tdentificacién de bacterias Gram positivas

se realizaron las siguientes pruebas.

- Resistencia y reduccitn de hemolisinas, reduccitn de nitra-
tos a nitritos, oxidasa, catalasa e hidrolisis de urea que se lle

varon igual que para bacterias Gram negativas.

Todos los medios de cultivo e identificacion fueron preparxa-
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dos e interpretados de acuerdo a las instrucciones de Buchanan

y Gibbons ( 11 ) y DIFCO ( 24).

Se realizaron 41 pruebas bioquimicas por triplicado y se de

terminaron las siguientes bacterias Pseudomonas sp, Corynelbac-

terium sp y Klabsiella pneumonae ( ver cuadros 16,17,18, 19,

Estas fueron preparadas para las pruebas de sus efectos in vi-

tro sobre larvas de S. frugiperda.

Tercera etapa.

Para practicar los bicensayos fu€ necesario establecer pre-

viamente una cria de S. frugiperda en laboratorio, para esto .se

efectuardh capturas de larvas de 5% y 62 estadio en cultivos de
maiz, las capturas fueron hechas en frascos de cristal de un -
galén de capacidad y de " boca ancha " colocandose de 30 a 50
larvas por frasco ademas; de hojas de ‘mai'zA terno,picadas. Una.
vez capturadas eran llevadas al laboratorio en donde se les co-
loc_aba individualmente en recipientes de pldstico con unas di-—
mencioines de 5 cm de altura, didmetro superior de 5 cm y 4
cm de didmetro de base, en donde se les proporcionaba una --
dieta natural, consistente en hojas tiernas de mafi picado. Los

recipientes eran tapados con papel aluminio de 1.5 mm de es-
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Cuadro 16. - Pruebas bioquimicas y morfol6gicas utilizadas pa-

ra colocar baceterias aisladas de larvas de Spodoptera frugi--

perda ( J. E, Smith) en el género Corynebacterium.

Pruebas | | Resultados
Albert(Granos metacromaticos) -
Baar ) | . =
Capsuia | -
Reduccién de telurito de potasio +
‘Reduccion de nitraibs a nitritos o -
Hemolisis ( agar sangre ) | -
Acido de Sacarosa " e
Gelatinasa -
Ureasa | —
Catalass | ' +

Oiidasa -
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Cuadro 17.~ Pruebas bioquimicas utilizadas para ubicar las -~

bacterias aisladas de Spodoptera frlig_iperda (J. E. Smith ) en
el género Klebsiella .

Pfuebas bioqui'micas Resultados
Cafalasa _ | 3
| Oxidasa | | ’ - \

Reducci6n de nitratos a nitritos 4
Acido de lactosa _ V.
Acido de sacarosa +
Citrato 4
Malonato - V.

MR ( rojo de metilo ) | S

VP (.Vdges-Proskauer_) | v
A.rgi-nina ‘ : -

Hqo S - : ' -

Ureaéa ' V.
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Cuuadro 18 - Prucbas bioquﬁnicas de la bacteria Klebsiclla ais-

lada de larvas de Spodogtera frugiperda ( J. E. Sm1th) con re

1aci6n a Klebs;.ella pneumoniae

Pruebas bioqifmicas K. Pneumoniae - Klebsiella de
| ' | - S. frugiperda

Glucosa | 3 ' +

Dulcitol + ‘ 1

MR ( rojo de metilo e . -

VP ( Voges-Proskauer ) + T+

ndol = - - - i -

Cil:ratos ¥ +

Arginina © - | -

Urea + - *)

fq‘ ): Un porcentaje conciderable de cepas, es negativa a esta
prueba, segln Eichoff-Steinhauer y Finland 4§). Por lo =

tanto Klebsiella. aisladas de larvas de S. fruglperda fué -

idenuﬁcada como K, pneumoniae. .
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Cuadro 19.- Pruebas biogqufmicas utilizadas para colocar bacte-

rias aisladas de larvas de Spodoptera frugiperda ( J. E. Smith)

en el gé€nero Pseudomonas. ‘ N
Prueba;% bioquimicas Resultados
Catalasa ‘ ‘ o
Oxidasa | . 4
Arginina -
Crecimiento en anaerobiosis -
Pigmento fluorecente _ =
Reduccion de nitratos a nitritos -4 -
Gelatinasa ; -
Fermentacién en Hugh y Leifson's ' -
( glucosa)
Oxidacion en Hugh y Leifson’s -
~ ( giucosa ).

Crecimiento a 40°C +




106. -

pesor con perforaciones de 2 mm aproximadamente.

ITas hojas picadas de maiz utilizadas como dieté eran cam-=
biadas cada 48 hrs. con la finalidad de proveer a las larvas =~

" de alimento fresco.

El objetivo de ofrecer é&sta dieta a larvas capturadas y no
una dieta artificial es debido a que por obsexvaciones en el la-
boratorio se pudo detectar que larvas con un} desarrollo mayor
del cuarto estadio, por lo general no aceptaban la dieta artifi-
cial-f tendfan a pupar, por lo cual algunos np consegui'a‘n lle~-~

gar a adultos.

Se obtuvo un 95 % de pupas de las larvas capturadas, las -

" cuales fueron colocadas en jaulas de 30 x 30 cm. con marque-
sinas.dé madera y cubiertas por 3'caras latérales con tela de
alambre tipo mosquitero y la cara frontal dé vidrio que fungla

como puerta, la parte superior de la jaula cubierta con tela de
alambre y la base de madera en la cual eran colocadas las pu

pas de S. frugiperda y cubiertas con " hielo seco " para pro-

teccion de las pupas.

Previamente al emerger los adultos se colocaba un pliego -

de papel secante doblado en forma acordionada en dichas jaulag
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la finalidad que se perseguia era que ovipositasen en €l,las hem

bras de S, frugiperda.’

La dieta utilizada para los adultos fué de 80% de agua desti-
lada: y 209, de azdcar comercial *( morena ). La dieta fué colo-
.cﬁda en tapas de cajas Petxi que -contenfan“algc-)don y éste a su -
vVrez. humedecido con la golucién alimeticia, teniéndose una ovipo |
sicion promedio de 80 a 100 huevecillos por masa/hembra apro

ximadamente,

' Por observaciones se notd que al »c.ambiar la dieta alimenti-
cia convencional de adultos por una dieta probada por el autor,
el inéremento en el nidmero de huevecillogs ovipositados fué ma-
yor, alrededor de un 409, la dieta consistid en un 75% de agua
destilada, de un 12 é un 15 % de miel de abeja de azar, de un
S "a un 8% de cdpsulas de jalea real y un 5% de solucion vitami

nica y mineral ( jarbe Clusivol ).

Lﬁ primera generacion obtenida en laboratorio fué alimenta~-
da con diéta artificial ( cuadro 14 al completarse el ciclo y al

obtener la segunda generacion fu€ utilizado para los bioensayos.

ILas suspensiones utilizadas para los bioensayos se hicieron

con una concentracién aproximada de 900k 10° de acterdo a el - -
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Nefelometro de Mac. Farland. Afadi€ndose 0.5 ml de suspen-
cion por 3 ml de dieta { cuadrol4) bajo conchcmnes acépncas

Se utilizaron 3 suspensiones, correspondientes a Pseudomonas =

'sp, Kiebsiella pneumonae y Corynebacterium sp.

+

La dieta utilizada ( cuadro 14) se ajustd, superimiéndose la
aureomlcina debido a que ésta es un inhlbldorl en el crecimien
to de bacterias, ajustAndose ademés el pH a 7.0 en la dieta, ~
debido a que a rangos mayores o rneno‘res dificultan o inhiben -
el 'desarrollo de las bacterias antes citadas. La inoculacidén --
con las respectivas suspensiones se llevé a2 cabo en una cdmara
de transferencia bajo condiciones acépticas, u‘ti.liza'ndose pipetas
Pasteur de 1 ml previamente esterilizadas, vertiéndose cada sus
pencidén en copas que contenian 3 ml de dieta artificial. Se ino
cularon 40 copas por cada suspensién, correspondiendo a 10 co
pas por tratamiento y 10 copas por repeticiGn, inoculandose “un
total de 120 copas y 40 sin inoculacidén que corrt?spondfan a los
testigos. ° 1L.as copas utilizadas eran de material de pldstico, =-
con unas dimensiones de 3.2 cms. de altura, didmetro superior
de 4.0 cm. y difmetro inferior ( base ) de 2,7 cm. Se utiliza

ron tapas de cartén de 2 mm de grosor con un didmetro de 3.9

cm.

Una vez inoculadas las copas, se depositaron larvas de pri-—
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ner estadio de S. frEE'perda_ de una siegunda generacion obteni-
da en Laboi'atorio. Cada copa contenia una larva. | Las larvas
fﬁeron colocadas .en una repisa en ‘el 1aboratcérlo en 'donci;s se -
controlaron la temperatura, humedad relativa ;y fotoperfodo, uti
lizdndose para esto un acondicionador de aife- de 220 watts, ca-
lefactor de gas; Para el fotoperiodo se utiliz$ luz ambiental y

cuatro ldnmparas de gas nedn de 75 watts, cada una.

Las condiciones del experimento fueron las siguientes: tem-
peratura mdxima 24°C, minima 22°C, media 23°C, humedad re
lativa méxima 80%, minima 70%, media 76%. EIl fotoperiodo -

fué de 12 hrs. luz/dfa.

El experimento concluyd a las 120 hrs., contdndose éstas, -
desde que se colocarocon las larvas en las copas inoculadas. Las

observaciones fueron hechas cada 6 hrs. ( ver diagrama de - -

flujo ).
Cuarta etapa,

Se efectué un segundo aislamiento a partir de muestras de
suelo buscéndose un bacilo esporulado con capacidad de produ--

. cir un cristal téxico para insectos, Hannay 1956 ( 35 ), encon-



"Sopeitnssy g
SBISIP ® uproeTnoouT Vv

110. -

='0rn1d ag VHYIOVIg

SBldenu seaqey ap elusTOIOg SeAZeT 9p ugrosantog

‘Say 0zt say g4

0 ) 0 031389y
06 0s ds UNTI830EqRuAdoy
' 08 o SPUGlinaud M.mﬂmﬁmnw.ﬁm
- - 08 | 05  ds SEUOWCPNSS §

g
cmﬂummﬂwﬂuonﬂ .
'$ ¢ eurres

ugrontos uas uersuadsng

“ds .Eﬂ?wpomawﬁsoda
( TW/30%q 401 x gpg )
( & ‘o§ oqny ) PUBTaRj 2By Bp ox13woTegoy

seuounaud Byys7 8qaTY

- ds SPUCWODNas

g, B ; .



111. -

\uﬁndose un bacilo esporqlado, quien fué aislado e identificado =
por Luis Galdn Wong * y Guadalupe Maldonadp Blancq *"_‘% utili -
zandb para la ldentiﬁcaclt_&n del bacilo, pruebss i:iot;ui_’micas des
critas en Bergy’'s Manual ( 11 ), el bacilo aislado fué identifica
 do como Bacillus muri.nglensis y denominado gon la clave G-M-1
( Fig. 9). Se Ilevaron a cabo extractos de }os caldos de fer-
.menl:a_cidn« ( ver diagrama de flujo ), dichos qxuaétos fuerén -
proporcionados por Galdn Wong para ser protsados en-un bioen-

sayo su efectividad contra Spodoptera frugiperda ( J. E, Smith)

en dosis de 500 mcg/ml de dieta ( cuadro 14 ). 'El bicensayo
se 1llevé a cabo- ;:on un diseiio de bloques con‘!;;lemmente"al -
a:;!.arr. Larvas que fueron utilizadas en el ex{:erimento proce=
dian de -una segunda generacién obtenida en laboratorio, éflst:as
larvas erdn de primer estadfo y fueron colocadas en recipien-
tes de pldstco con una dimensidn de 3.2. cm ds altura, did-
metro de superior de 4.0 cm, didmetro de base'2.7 cm} que
contenfa cada uno 3 ml de dieta artificial. Las tap}a.e\’.\ utilizadas

para los recipientesque contenfan larvas, erdn de cart6n, comn

* Director del Depto. de Microbiologfa F.C.B.U.A.N.L.
** Auxiliar del laboratorio de Microbioclogfa Industxial
'F.C.B.U.A.N.L. |
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arlvalsgma

cromatine

.B.

rig. 9. . .
A: El dibujo ilustra la posici6n del cristal y de otras estructuras =

durante la esporulacifn.

LS

B: Después de completar la esporulacion.
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didmetro de 3.9 cm y .2 cm de espesor.

Durante el bioensayo fueron controlados: tgmperatura, hume
dad 'relativa y fotoperfodo. Teniéndose una tgmperatura maxima
de 24"0, minima de 22°C, media 23°C; la hqmédad relativa mé
xima fué de 80%, mi’nin;a del 70%, rr;edia de 769%,; fotoperfodo -
de 12 hrs luz/dfa. Estos factores fueron controlados con un —
acqndicionador de aire de 220 watts, calefact@r de gas natural,
¢l fotoperiodo fué controlado con luz ambiente au;dliado con 2 -

lamparas de 75 watts de gas neén,cada una.

El experimento concluy® a las 62 hrs, contdndose éstas, =
desde Que se colocaron las larvas en las copas inoculadas. Las

observaciones fueron hechas cada 6 hrs.( ver diagrama de fluio)
Quinta etapa.

Se han tomado fragmentos de tejido del intestino medio tan-
to de larvas sanas como aquellas que presentaban sfntomas de -
bacteriosis. Por ser &ste donde se desarrollan los procesos me
tabdlicos mis interesantes de la digestion y por ser éste el si-
tio principal de infecci6tn de las bacterias patfégenas y es preci-

samente a nivel de hemocele donde se multiplican rdpidamente,
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destruyendo los tejidos e invadiendo totalmente é&sta cavidad. Es

te tipo de infecci6n es llamada septicemia totgl. ( 13 ).

Para la observaci6n de tejidos de intestino medio de §. fru-
giperda se tomaron larvas del tercero al quingo estadio, las - =
cuales fuerdh procesadas de dos diferentes fo;mas ( ver diagra

PR

"+~ ma de ﬂlle)
3

oy

a) Microscopio f6tico
b) Microscopio electrbnico |

a) Se toma:t;on fragmentos del intestino mediq de larvas sanas -
( Se;tgunda generacién de cria de laboratorgo )} para su estudio
en microscopio de luz ( Fig. 10 a 12) ba{o 1a siguier:te téc-
nica: fijacién en liguido dé Bowin por é4 hrs, posteriormente.
lavado con agua por 2 hrs para quitar el exceso de’ ﬁ]ador
La deshldratacmn en alcohol se llevé a cabo de la mguiente

forma:

% de alcohol etflico tiempo ( hrs)
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7. de alcohol etilico tiempo ( hrs )

60
70
80
90
1100

Xilol I { absoluto )

V- J-"- SRS R - NS T S
W oW W W W W W

Xilol II ( absoluto )

Para la inclusion se ucilizo: *parafina I, 11 y III durante 3 -
horas cada una respectivamente. Se cortaron con ult:ramxcroto—
mo -Ranvier y Porter Blum mod. MT-1 y se tificron con la técni

ca de hematoxilina y eosina.

- b) Se tomaron fragmentos del intestino medio de larvas sanas -
para su estudio a microscopio electrénico. ( ver diagrama -

de flujo ).

Para la fijacién de los fragmentos se utiliz6 el método de --
Sabatini y Melloning ( 29 ) Se incluyefon en epon 812, segln -

I..uft ( 22), se hlcleron cortes semi-fmos y finos con un ultra—
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microtomo de Ran\l;ier y un Porter Blum mod. MT-1 segln Pe-
ase { 22 } Los cortes semi-finos se tifieron con aztl de Tolu
idina segﬁn Bencosme ( 29 ) y modificada po:z Jos& Ruiz Ordo--
dcz, ** Los cortes finos sc tifieron con aceg:ato de uramilo se~
gin Watson ( 29 ) y citrato de plomo segfin Reynolds { 29 ). La

metodolog[a es Ia siguiente:

1.- Amorl:iguador de fosfa_l:os:

Se prepara a partir de una solucién stock:
Solucién A: compuesta de NasHPO4 ( 28.0 gf) disuelto en ~-~
agua destilada ( 1000 ml )

Solucién B: compuesta de NagliPOy4 ( 27.6 gr ) disuelto cn ===
aégva destilada (lwemt.)

La solucién a trabajar se prepara a partinx de ambas solu--

ciones A v B de la siguiente manera:

Solucién A 810 ml
Solucién B 190 ml

Solucién a trabajar: 1,000 ml

** .B.P. Jos& Ruiz Ordoifiez, Técnico en microscopia electrb-
nica. Unidad de Microscopia Electr6nica. Facultad de Cien-

cias Biolégicas. U,A.N,L.
* g punto de fusi6én de 54°C
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Fig. 10. - Corte transversal del intcstino medio, larva de Spodopte-
ra frugiperda ( ]J. E. Smith) de tercer estadio ( 600 x) a: cpitelio co

Tumnar; b: gldndulas de secreci6n; c: traqueolas; d: t&jido muscular;
e: téjido conectivo; f: cuticula distendida.

L N g &

S -

I'ig. 11 - Ac rcamiento de la Fig. 10 (1200 %), en la cual se obser-
va: a: epitelio con m’crovellocidades o ribete de cepillo; b: celulas
columnares; ¢: t€ndo muscular; d: téjido conectivo; e: al parecer -
hemocitos.
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Fig. 12.- Corte transversal de la pared del intestino medio --
( 1500 x ). a: pared cornificada; b: téjido conectivo; c: glandu-

las de secrecién d: al parecer hemocirtos,
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Se ajusta el pH a la mezcla de ambas soluciones a 7.4 pH

Z.- Se prepara glutaraldehido al 2 G e‘n amortiguador de fos-
fatos. | |

3.- Se prepara tetroxido de Oérnio a 19, en amortiguador de =

. fosfatos. |

4. - Se efectuan dilusiones de alcohol edlico al 60, 70, 80, 9G
"y 100 %.

| S.- Para ﬁnalizar la fijaciOn agregar oxido de propileno.

6.- Para la mezcla de inclusién se preparan las siguientes so

luciones:

a) Epon 812 ( 80 gr ) mds DDSA ('86.-6 gr ) ( Dodecenyl
- Succinic Anhydride ) |
b Epon 812 ( __100 gr )l mas NMA ( 72.4 gr ) ( Nadic Me
thyl Anhydride ) |
c) DMP-30 ( Tri-Dimethyl Amino Methyl-Phenol )
Para preparar la mezcla de inclusién, afiadir 8 gr de la -
soluci6n a; mas 12 gr de la soluci6n b; mds 0.28 ml de la so-

lucitn c.

7.« Para la tinci6n de cortes semi-finos se utiliz6 azdl de - -
toluidina al 5% y modificado por José Ruiz Ordofiez al mez

clarla en borato de sodio al 49%.
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Para la tincifn de cortes finos sé_ wilizé una solucién - -
acuosa saturada de acetato de urénilo.

Ademds de la soluci6n de citrato de plomo al 0.3% en --
agua destilada hervida ( agregando un mililitro de NaOH = |

al 10 N y agitar hasta disolver totalmente ).

Procedimiento: Se debe de trabajar con una remperatura de 0°

a)

b)

a 4°C, salvo indicacién precisa.
Fijacion.'- La I‘nue‘stra debe ser fijada inmediatamente des
bués de obte-nerla, secciondndola, ‘en este caso en un- mm3
aproximadamente. Voldmenes mayores pueden afectar la -
penetracion del fijador. La fijacién se lleva a cabo colo~-
cando las muestras en gltitaraldehido al 2% durante 2 hrs,
y posteriormente lavar con amortiguador de fosfatos.
Post-fijacién. - Sz efectda con tetroxido de osmio a el 1%
durante una hora. Se lava con amortiguador de fos.fai:osr en
263 ocaciones antes de pasar a la deshidrgmcidn.
Deshidrataci6n. - Se lleva a cabo al colocar las muestras
ciurante 15 min., en cada una de las siguientes concentra--
ciones de amoﬁd etlico ( a partir de €ste punto se trabaja
a temperatura ambiente ): 70, 80,90% y a.bsoluu‘:, repitiendo
éste tltimo paso. Una vez deshidratadas las muestras se

colocan en oxido de propileno, duranie 10 min. en dos oca-
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siones.

Pre~Inciusitn.- Se efectut} colocando las muestras en una -

- solucién de mezcla de inclusién y oxido de propileno en una

proporcidon de 3:1 durante una .hora y una propbrcidn de 1:3
y 1:1 durante una hora ( con el recipiente l:épado ).
Inclusion. - Se colocan las mucstras sobre los moldes y =
se vierte la mezcla de inclusién hasta llenar, procurando -
elimiﬁar las burbujas, se deja polimerizar a 70°C durante
25 hrs, .
Ultramicrotomfa. - Se rebaja el block formado. quitando el
exceso de epon polimerizado, f)ara dejar al descubierto la
pieza. | |

Se coloca ¢l block en el ultramicrotomo ( Porter Blum Mod.
MT-1 ) y se obticnen rsecciones semi-finas ( .23 u &6 2,500
A ) tifiéndose posteriormente con azidl de toluidina para ob-
servar a microscopio fético. Una vez seccionado el area -
de la pieza se obtenen cortes finos ( malla 200 ) y se con
trastan primero con solucidn acuosa saturada de écetato de
uranilo y posteriormente con citravoc de plomo al 0.3%.
Microscopia Electrénica.=- Se efectuarcn las obsexvaciones
de las regillas ( malla 200 ) al microscopio electrénico --
{ Carl Zeiss, mod EEM. 9 - 52) éuyo Ifmite de resolu=- =
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cion cs de 7.5 X y su poder e magnificacion de 60,000 X,
Se seccionaron ’areas de téjidos de intestno medio de 8. - -
frugiperda y se fotografiaron, ( Fig.13, 14, 15) las placas
Se procesaron como cualquier neéativo 'j( g;lanco y megro )y

se imprimieron en papel para estudio posterior.
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Fig.13. - Corte longitudinal de cé€lula epitelial del intestino me-

medio, larva de Spodoptera frugiperda ( J.E. Smith ) 10,000 x.

N: niGcleo; M: mitocondrias; G: glogy; CL: citolisosomas; MC: -

membrana celular ( original jos€ Ruiz Oxdoiiez ).
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Fig. 14.~ Corte longitudinal de célula epitelial del intestino me-~
dio, larva de Spodoptera frugiperda ( J.E. Smith ) 27,000 x. N:

ntcleo; MN: membrana nuclear; MC: membrana celular; RE: re
ticulo endopldsmico; LC: citolisosoma ( original Jos& Ruiz Ordo

flez )
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Fig. 1

5. - Corte longitudinal de la zona basal del intestino medio

de S. frugiEerda, 25,000 x. V: vacuolas. (original Jos& Ruiz Or-
doiiez ).
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R ESUME N

El presente traha}b se trazé con los siguientes objetivos:

8 Detrminax si larvas de Spodoptera frugiperda ( J.E.

Smith ) @&on parasitadas por insectas y/o microorga-
P Va : .

nismos causantes de enfermedades en forma natural.

b) Aislamiento e identificacidn de bacterias patdOgenas =
de muestras de larvas que presentaban sintomatolo--

gia de una infecci6n por dichos microorganismgs. °

s

Por medio de un pre-diagnéstico se determin6 que la inciden

cia de pat6genos sobre S. frugiperda en el ciclo de tardio dg -
1977 fué de 15.72%. De los cuales el B.127 corresp(;ndié av-

bacterias; el 6.59% a Hongos y el 1.01% a virus { 23) ( 77 §.
/ f '

Presentdndose ademds un 16.64Y, de control por parasitismo
de insectos, de los cuales la familia Torymidae obunwvo un 6.9%
asf como la familia Tachinidae un 3.05%. Larvas de Diptera -
no identificadas a rango de familia 6.59%,. Seleccionando lar—-
vas que representaban fielmente las caracterfsticas sintomatold

gicas de una infecci6n por bacterias, fueron aislados tres géne
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ros: *Pseudomonas p; Klebsiella pneumonae y Cbrxnebacterium
3P

- Se realizardn bioensayos para determinar la eficiencia de -

control, de los cuales Pseudomonas sp efectué un 50% de con-

trol a las 72 hrs, y un 90% de control en 120 hrs.: Corynebac

terium sp efectudé un 5% de control a las 72 hrs. y un 90% ~

de -control en 120 hrs.; Klebsiella pneumonae se comportd con
un 40% de control & las 72 hrs. y un 90 % de control en 120 -

hrs.

Debido al no encontrarse bacilos esporulados en muestras -
de larvas se optd por buscarlos en suelo y de acuerdo a sus -
caracterfsticas morfolégicas sefialadas por Dulmage ( **) se -

clasifico como Bacillus thuringiensis ( Berlier ) este bacilo que

tiene una capacidad para producir un cristal t6xico para insec-

tos seglin Hannay (.77 ).

Este bacilo fug utilizado en bioensdyos para determinar su efl

ciencia de control enlarvasde S, ﬁuEErda, de mostrando un control

* Pseudomonas cepacia 6 P. marginata

** Comunicacién personal BhD Howard T. Dulmage. Cotton In-
sect Research, Laboratorf. AR.S., U.S8.D.A. Brownsville
-Texas 78520 U.S.A.

-
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' efed:ivo- en corto plazo y una alta toxicidad para larvas de S. -

frugiperda.

‘_ la cepa més virulenta contra S. @gperia es reportada --
por-.[)tﬂmage ( **) como la HD-412, la cual gl:iene una eficien-
cia de control del 70% en 72 hi's. lhmos&ar1do que la * GM-]
se comportd con una eficiencia de control de el 100%- antes de =
62 hrs. Lo cual se puede Interpretar como un valioso hal.lazgo
para el control de §. frugiperda |

El andlisis de varianza para el primer experimento demostro
que las medias de los tratamientos son diferénl:es, esto es debi-
do a que los testigos no murieron. Se acepta que no existe difg_

rencia significativa entre Ios bloques.

" * GM-1: Cepa aislada e identificada por Q.B.P. Luis Galan - -
Wong Director del Depto. de Microbiologia FCBUANL y Q.B.P.
Guadalupe Maldonado Blanco, auxiliar del Iaboratono de Micro- |
biologia F.C.B. U.A.N.L.



RESULTADOS Y DISCUSIQN

Los resultados obtenidos en el presente trabajo fuerén satis
factdﬁos, debido a que se cumpliq con los objetivos estableci--
'dos, ademis,una extensién de los mismos, la cual consistié en
bioensayos para determinar la eficiencia de control en larvas de

Spodoptera frugiperda o J. E. Smith ) por medio de bacnérias s

aisladas en dichas larvas que presentaban sintomatologfa de una\

infeccidn bacteriana.‘ Ademés se efectud un bfoensayo con Baci -

dlus thuringiensis ( Berlier ) clave GM=-] para determinar su =--

efectlvidad de contrql en larvas de $' frugiperda.

Primer experimento.

Para determinar la eficiencia ‘de contrpl de Klebsiella pneu-

monae, Corynebacterium sp y Pseudomonas sp, se utiliz6 un --

disefio de bloques completamente al azar, bajo el siguiente mn

delo { 88); '
Yeiz pi+aivpi+fed

Proponiendo:

?10: },} .':'-M: /‘3"}‘4

OE s pat pn fpy



A continuacién se i:_resenta el anflisis de varianza:

Cuadro 20.~- Andlisis de varianza del primer experimento.

PR

Factor

Suma

grados cuadrados F. F
de . de de medios -‘caleculada tedrica

varianza cuadrados libertad .01 .05
Factor A ’
( tratamien- | 60.75 3 20.25 62.88 7.23 B.78

tos )
Factor . B . 1 3 0.33 1
{ repeticio-

nes )

error 3 10 Q.33

Por lo tanto:

Se rechaza Ho, ya que las medias de los tratamientos son

diferentes, esto es debido a que el tratamiento testigo no pre—

sentd larvas muertas, Empero se acepta que no existe diferen

cia significativa entre los bloques ( tratamientos)

Segundo experimento:

Para determinar la eficiencia de control de bacterias ajs-
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ladas en muestras de suelo, que fuerén identificadas como Baci-

luas thuringiensis clave GM~1, se llevar(}n a cabo dos tratamien

tos con cuatro repeticiones, el andlisis estadistico no sg llevé ~

a cabo, ya que los resultados son determinantes, los cuales se

citan a continuacidén,

Ty 10 10 jJ10 |10

T, o Jololo

Tj: Larvas inoculadas con una dosis de 500 mcg/ml de dieta

de Bacillus thuringiensis clave GM-1.

Ty ¢ Testigo.

‘Duracién del experimento 62 hrs., cada repeticién constd
de 10 larvas de primer estadio.



CONCLUSIONES

Comparando los resultados obtenidos en ambos experimentos

se puede concluir,

8)

b)

El primer experimento demostrd, que Klebsiélla pneumonae,

~ Corynebacterium sp y Pseudomonas sp causardn un porcenta-

je alto de muertes en larvas de Spodoptera frugiperda ( J.E.

Sm1th ), empero la dosis empleada de cada una de estas =--

bacr.erias fué muy elevada ( 900 x 106 ). Dando como con-

clusién que no es un control factible, desde- el punto de vis

4

ta econdmico.

] segundo experimento resulté ser mis efectivo, esto es, -
causé un mayor nfmero de muertes ¢n la&as de S. frugi--

erda, asf como una accifn tdxica en un menor tiempo. = -
, - - .

. La dosis utilizada fué relatlvamente ajta ( 500 mcg/ ml die-

ta ), pero falta adn determinar la L.DSO, que no fué deter~
minada debldo a la falta de materi.ales. El control con =

Bacillus thuringiensis ( Berlier ) sobre diversos insectos —

perjudiciales, ha resultado economicamente costable en pa-
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[ses como: E.U.A., Francia, Canada, Nigeria, China, Ru

gia y otros.



RECOMENDACIONES

Ante la experiencia obtenida en la metodologia del presente

trabajo es recomendable mencionar:;

‘Aislamiento de bacterias a partir de muestras obtenidas en lar-

yas:

Para el aislamiento de bacterias que causen infeccic_mes en
larvas, se deben buscar en primer instancia bacterias esporu--
'ladés, de no encontrar escaé, se debe determinar si dicha in--
feccidén es producida por bacterias no esporuladas. Es necesa-
rio hacer notar que resulta mds efectivo un control microbiolé-
gico con bacterias eéporuladas comparado con bacterias no es=

poruladas.

Microscopia fptica y electrénica:

Para realizar estudios semejantes a este trabajo, es nece-
sario auxiliarse en el estudio a nivel de microscopfa Sptica, -
asi como en microscopfa electr6nica, ya que se debe de reco-

nocer la estructura celular, en especial la del intestino medio,
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ya que es ahf en donde se desarrollan la mayorfa de las bacte-

rias que causan infecciones en insectos.

Cria maisiva:

Eé necesario establecer una cri_'a masiva de insectos, para
-efectuar bioensayqs en los cuales se determine la patogenicidad
de un microorganismo aislado, este punto es esencial. Para --
llevar a cabo tal efecto,es necesario probar 'diferéntes dietas -
recometidadas y utilizar aquellas que mejores resultados se ob-

tengan.

Los resultados obtenidos en €l presente trabajo, deben ser
conciderados corﬁo parte de un programa de céntrol integrado -
de plagas de mafz, Hdemis de ofes cultivos de importancia en
México, ya que el control microbiolégico es importante para -
reducir a un nivel mfnimo de significancia ek:oncmica; a insec-

tos perjudiciales en los cultivos.

La produccién industrial de microorganismos, en especial
bactérlas, es llevada a cabo actualmente, en algunos paises =
del mundo. Las bacterias no esporuladas han sido producidas

en pequefia escala, ya que estas tienen altos costos de produc
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cion, no siendo asi, las bacterias esporuladas en €special Baci-
1lus thuringiensis ( Berlier ). |

- Debido a la gran cantddad de insectos dafinos, suceptbles a
, :

ser infectados por B. thuringiensis, debe ser tomado como un -

factor importante, para el establecimiento de un control micro-

biolbgico a largoA plazo en México.
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