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I. INTRODUCCION

En los ultimos afios, el combate de las plagas agricolas
se ha venido complicando con la utilizacidn de métodos de con-
trol tradicionalesgs. En el caso de los quimicos, la alta residua
lidad de algunos productos, la contaminacidn gue originan al
medio ambiente, y la necesidad de aplicar dosis cada vez mayo-
res para controlar a una misma plaga, han sido algunos de los

problemas mads serios gue dificultan su utilizacidn.

Debido a esto, la biusqueda de métodos de control de pla-
gas se ha intensificado y hoy en dia, es la meta de numerosas

investigaciones.

El Control Microbial o Control Microbioldgico es una al-
ternativa gue ha dado muestras de ser bastante efectivo y gue
incluso en algunos paises se utiliza ya comercialmente y con

resultados bastante halagadores.

Entre los microcorganismos causantes de enfermedades en
insectos se encuentran algunas bacterias, hongos, virus, ne-

matodos y protozooarios.

Bacillus thuringiensis (Berliner) es una bacteria gue ha
sido ampliamente investigada debido a la elevada toxicidad que

presenta en larvas de lepidopteros, la cual se encuentra pre-



sente en el medio ambiente, y puede ser producida en medios de

fermentacidn en grandes cantidades.

Dentro de esta especie se han identificado un gran namero
de serotipos, algunos de los cuales han presentado un alto gra-

do de toxicidad en alguna plaga especifica.

Varios serotipos de B. thuringiensis se utilizan comer-

cialmente en paises como Estados Unidos, Rusia, Francia y
ot;pé mas. Y muchos serotipos se siguen probando a nivel labo-

ratorio para probar su eficiencia.

En México, recientemente se aislaron de suelo algunas ce-

pas de B. thuringiensis, en la Facultad de Ciencias Bioldgicas

de la Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn; por lo gue se consi-
dera relevante probar estas cepas con plagas de importancia

econdmica, destacando entre algunas por su dafio Heliothis

virescens.

Este insecto es una plaga presente en la mayor parte del
planeta atacando a un sinnimero de cultivos, entre los cuales
se encuentra: algoddn, tabaco, tomate, cacahuate, soya, san-

dia, meldn, pepino, alfalfa y otros.

Este insecto ha sido una plaga de dificil control con los

métodos tradicionales, incluso, en algunos cultivos, el uso



de productos guimicos para controlar otras plagas importantes,

han favorecido gue
haya pasado de ser

ria m&s dafiina aun

En México, H.
derables de dinero

dose esto, con las

al través de varios afios de aplicaciones
una plaga secundaria, a ser una plaga prima

gue sus competidores,

virescens, se le invierten cantidades consi

anualmente para lograr su control, agravan-

grandes pérdidas gue se tienen por el dafio

gue ocasiona en los cultivos gue ataca.

El presente trabajo se trazd con el cbjetivo de probar la

toxicidad de los extractos, GM-1l, GM-2, GM-7....., GM—19 de

B. thuringiensis contra larvas de primer instar de H. virescens

a nivel de laboratorio; evaluandose la toxicidad en porcentajes

de larvas muertas,

peso.

reduccidn de crecimiento y disminucidn en



2. LITERATURA REVISADA
2.1. Control microbioldgico de insectos.

2.1.1. Antecedentes.- El control microbiocldgico de in-
sectos o contrel microbial, se puede definir como la supre-
sidn de poblaciones perjudiciales de insectos mediante micro
organismos, pudiendo ser natural o ejercida por el hombre.

N.A.S. (1978).

La patologia de insectos desde hace tiempo, se ha preo-
cupado por el control de insectos dafiinos, principalmente con
microorganismos capaces de persistir en una etapa latente fue
ra del insecto. Oginsky y Umbreit, 1954; citados por Heimpel y

Angus (1963).

Aungue la mayor parte de las investigaciones scbre ento-
mopatdogenos ha concentrado su interés en aguellos cuyas pro-
priedades permitan su desarrollo hasta productos comerciales
competentes con insecticidas guimicos, el control microbial
comprende el usoc de microorganismos de acuerdo con sus atribu

tos especificos. Hall, (1963); Ignoffo y Anderson (1979).

Las observaciones de enfermedades en la abeja Apis melli-

fera L. v el gusano de seda Bombyx mori L. provienen de China

Yy Grecia desde el ano 2,700 A.C., sin embargo, el primer enfo-



gue cientifico de una enfermedad en insectos, fue la investi
gacidn de la "uva blanca", enfermedad del gusano de seda co-

nocida en Italia como "calcino" causada por el hongo Beauveria

bassiana Bals. Los famosos trabajos de Pasteur acerca de la
"pebrina", enfermedad del gusano de seda causada por Nosema

bombycis Nageli, son también conocidos.

La idea de utilizar agentes microbianos para el control
de insectos se concibid originalmente en el siglo XVIII. La

produccion masiva de Metarrhizium anisopliae (Metch.) se

efectud en un intento por contrarrestar el gorgojo de la re-

molacha azucarera Cleonus punctiventus Germ. N.A.S. (1978).

En Europa, a fines del siglo XIX, se intentd usar hon-
gos para controlar especies de insectos. Casi al mismo tiem-—

ro, en Estados Unidos se empleaba el hongo Beauveria globuli-

fera (Speg.) para intentar controlar a la chinche Blissus

leucopterus (Say.). Sin embargo, la mayoria de estos esfuer-

zos terminaron en fracasos totales o parciales debido a fa-
llas en el control del medio ambiente y a los escasos conoci-

mientos sobre las especies que se estaban utilizando.

Los primeros intentos en forma, se realizaron en Canada,
Francia y Hungria entre 1925 y 1930, con el objeto de contro

lar al barrenador europeo del maiz Ostrinia nubilalis (Hubner)




mediante agentes microbianos. Sin embargo, no tuvo grandes

alcances. N.A.S. (1978).

En Francia, durante los afios de 1930 y 1940, aparecid
una formulacidén comercial recomendada como insecticida a ba-
se de esporas de una bacteria reportada por Mattes en 1927
como altamente patogénica. Esta cepa es considerada hoy, co-
mo el reaislamiento de la cepa descubierta por Berliner en

1911, a la gue nombrd Bacillus thuringiensis. Heimpel y

Angus (1963); Hall (1963).

Segln muchos autores, los trabajos realizados por Dutky
v White de 1940 a 1950 fueron el primer programa en forma de
control microbial; trabajando en la reproduccidn de Bacillus

Ppopilliae Dutky, causante de la enfermedad lechosa del tipo

"A" del escarabajo japonés Popilliae -japonica (Neum.), en

donde obtuvieron un gran é€xito al hacer liberaciones de cam-
po. Hannay (1953); Heimpel y Angus (1963); Steinhaus (1957):

Jaccbs vy Gerstein (1960).

2.1.2. Importancia del control microbioldégico de insec-
tos.~- Actualmente, han sido encontrados alrededor de 1165 mi
croorganismos relacionados con insectos; casi todos son patd

genos. Quedando comprendidas 90 especies y variedades de bac



terias, 260 especies de virus y de ricketsias, 460 especies
de hongos, 255 especies de protozocarios y 100 especies de ne

matodos. N.A_S. (l1978).

Uno de los factores que impulsan a la utilizacidén de los
entomopatdgenos como agentes controladores es, gue la mayoria
de los microorganismos capaces de provocar enfermedades en
los insectos no dafia a otros animales © a las plantas. De

Bach (1974).

Es importante mencionar algunas de las ventajas gue ofre

ce el control microbial:

- El alto grado de especificidad de la mayoria de los

patdgenos.

- La compatibilidad de los patdgenos con insecticidas,
hasta el grado de gue los dos pueden ser usados en forma con-—

junta y, cuando menos en algunos casos, en forma sinergista.

- La facilidad y bajo costo con gque algunos patdgenos pue

den ser producidocs.

— La gran versatilidad de los patdgenos microbiales en

lo que se refiere a los métodos de aplicaciodn.

- La lentitud mediante la cual el hospedero susceptible



desarrolla resistencia a un patdgeno microbial. De Bach,

(1974).

2.1.2.1. Algunos agentes de control micrcbial.- Aungue
existen, como ya se menciond anteriormente, un gran nimero de
microorganismos patdgenos de insectos, so6lo se incluirdn al-
gunos de los ma&s utilizados y gque han demostrado su efectivi-

dad patogénica.

Entre los virus destacan: los virus de la polihedrosis

nuclear donde se encuentran los virus Heliothis, Lymantria,

Orgya,_Pieris, Spodoptera, entre otros:; y los virus de la po-

lihedrosis citoplasmatica, como el virus Dendrolimus.

En cuanto a los protozoarios, se pueden mencionar: Nosema

locustae, N. algerae, Mattesia trogodermae, y Vairimorpha

necatrix.

Los hongos principales patdgenos de insectos son: Asche-—

rsonia alevrodis, Beauveria bassiana, Hirsutella thompsonii,

Metarrhizium anisopliae, y otres.

Entre las bacterias mds importantes se citan: Bacillus

moritai, B. popilliae, B. thuringiensis, principalmente. Igno

ffo y Anderson (1979).

Las ricketsias patdgenas de insectos no han sido utili-



zadas para pruebas de patogenicidad debido a su alta inespe-
cificidad y dificultad de manejo por ser pardasitos obligadocs.

Finney (1981).

2.1.3. Generalidades del control microbiolégico de in-
sectos en México.~ El control microbioldgico de insectos en
México es aun muy joven. las investigaciones relacionadas
- con este campo han sido aisladas y muy poco difundidas. Sin

embargo, algunos de estos trabajos han sido importantes.

En 1911, D'Herelle, investigador francés encontrd una
bacteria la cual infectaba en forma natural, poblaciones de

Schistocerca spp en el Estado de Yucatan, habiendo poca difu

sidén de este trabajo en México, no asi en Francia. Steinhaus

(1974).

De esa fecha hasta 1976, no es facil encontrar trabajos
gue se relacionen con el control microbhial. En este afio, Ra-

mos (1976) aisla tres extractos de Metarrhizium anisopliae

(Metch.) y observd mortalidades del 100% en larvas de tercer

instar de Heliothis virescens (Fabricius).

Posteriormente, empiezan a hacerse investigaciones con
algunas bacterias entomopatdgenas. Cisneros en 1980 y Flores

en 1981 trabajaron con algunas formulaciones comerciales de
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Bacillus thuringiensis Berliner en contra de Heliothis =zea

(Boddie)} y Pieris rapae L. observando baja mortalidad.

Galan, et al. en 1980, aislaron de muestras de suelo de
varias regiones de la Republica Mexicana, 19 cepas de B.

thuringiensis en el Laboratorio de Microbiologia de la Facul

tad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Autdnoma de Nue

vo Ledn. (Galan, 1983; comunicacidn personal.).

Nufiez (1980) encuentra mortalidad del 100% en larvas de

primer instar de Spodoptera frugiperda (Smith) utilizando 1la

cepa GM-1 de B. thuringiensis, uno de los aislamientos ante-

riores. Maldonado (1981l) trabajando con los mismos organis-
mos determina - la potencia de la cepa GM-1 en unidades inter-—

nacionales U.I.

Ochoa (1983) trabajando con seis diferentes medios de fer

mentacidn de la cepa GM-1l de B. thuringiensis encontrd un pro

medio de mortalidad de 51.7% con una dosis de SOOng/ml de die

ta en larvas de Spodoptera frugiperda.

Murga (1983) trabajando con la cepa GM-2 de B. thurin-
giensis en diferentes medios de cultivo obtiene mortalidades

de 4 a 32% en larvas de H. virescens y Trhichoplusia ni

(Hubner) .
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2.2. Bacillus thuringiensis en el control microbioldgico de

insectos.

2.2.1. Descubrimiento de B. thuringiensis.- El término

B. thuringiensis encierra a un amplio grupo de bacterias es-

porulantes, caracterizadas sin fundamento como las bacterias
"cristaliferas". Ellas comparten algunas caracteristicas co-
mines: primero, el tamafio de sus células, la forma y coloca-
cidn de sus esporas, que es muy parecida a B. cereus un orga
nismo comin del suelo; segundo, las células esporuladas de

todos los cultivos normales de B. thuringiensis contienen

‘uno o mas cuerpos parasporales cristalinos, generalmente en
forma de diamante, de ahi el nombre de "cristaliferas", aun-

gue no siempre tienen esta forma. Dulmage, et al., (198l)

El descubrimiento de B. - thuringiensis se acredita a

Ishiwata, guién describid una severa "flacheria" o "enferme-
dad sotto", aislando también a los organismos causales -"so-
tto" es una palabra Jjaponesa gue significa "flacido", la con
dicidén tipica de los insectos con esta enfermedad- siendo su
identificacidn incomplets, v la primera descripcidn vdlida mi

crobiolégicamente de B. thuringiensis fue hecha en Alemania

por Berliner, guién aisld el bacilo en 1911, de larvas enfer

mas de Anagasta kuehniella. En 1915, Berliner identificé
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aislamientos como una nueva especie y propuso el nombre de B.

thuringiensis en honor a la provincia de Thuringen, en la

cual habia sido descubierto. También en 1915; empero, subse-
cuente a la publicacidén de Berliner, Oaki y Chigasaki en Japdn,
publicaron una detallada descripcidn del organismo de Ishiwata

y propusieron el nombre de B. sotto.

Mientras gque en Japdn, B. sotto era visto como un posi-
ble organismo dafiino para las colonias de gusanos de seda B.

thuringiensis, el cual probd ser virulento para muchas otras

especies de insectos, fue tomado en Europa como un instrumen-
to potencial para el control de las plagas de insectos. Se

esperaba, gque la liberacidn de esta bacteria en areas infes-
tadas por insectos dafiinos pudieran iniciar epidemias, gue

redujeron las poblaciones de insectos lo suficiente, para que
no pudieran causar dafios econdmicos. Sin embargo, las prime-
ras pruebas tuvieron poco é€xito y el interés se perdid, hasta
gue Mattes en 1927 reaisld el organismo encontrado por Berli-

ner y revivid el concepto del uso de B. thuringiensis para el

control de insectos. Las cepas de Mattes fueron eventualmente

adoptadas en Francia, para produccidon de formulaciones comer-

ciales de B. thuringiensis . ﬁulmage y Aizawa, (1982).
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2.2.2. Descripcidon de Bacillus thuringiensis.- En este

punto se tratard de dar la descripcidn, posicidn taxondmica,
- - . - - -
asl como caracteristicas generales, especificas y subespeci-

ficas de B. thuringiensis.

2.2.2.1. Posicion taxondmica.- Existieron controversias

para establecer la especie B. thuringiensis como una especie

aparte de B. cereus; sin embargo, el concenso entre bacterid
logos vy entombdlogos, apova el uso de especies separadas para

el grupo de "esporiferas" y "cristaliferas". Heimpel vy Angus

(1963).

Toumanoff y Vago en 1951, aislaron un patddgeno formador

de esporas de larvas enfermas del gusano de seda Bombyx mori,

y les 1llamdé la atencidn el parecido con el B. sotto de Ishi-

wata y B. thuringiensis de Berliner. Ellos llamaron a su ais-

lamiento B. cereus var. alesti. Heimpel y Angus (1963).

Toumanoff sugilere en 1952, gue los cultivos aislados por
Vago v €1, por Berliner e Ishiwata, fueran todos variantes de

B. cereus, Dulmage y Aizawa (1982).

- En los afios subsiguientes, el concenso crecid y todos es
tos bacilos fueron relacionados. Tenian los tres, el mismo ta

mafio v forma, contenian un cuerpo parasporal cristalino den-



14

tro de la célula; sin embargo, existian diferencias taxondémi
cas entre ellos, y no hubo concordancia en gque si debieran
ser considerados como especies individuales. Heimpel y Angus
en 1958 y 1959, sugirieron que estos aislamientos tenian di-
ferencias taxonbmicas con B. cereus, y no podian ser conside
rados como variedades de este y, propusieron gque se tomara a

B. thuringiensis como especie nueva, y los aislamientos exisg

tentes como variedades de ésta; de tal forma, gue el aisla-

miento realizado por Ishiwata seria B. thuringiensis var.

sotto y el de Toumanoff y Vago, B. thuringiensis var. alesti.

Esta clasificacidén es valida todavia. Dulmage y Aizawa (1982).

La ubicacidn taxondémica de B. thuringiensis es la si-

guiente, Buchanan y Gibbons (1974).

Reino: Procariote

Divisidn II: Procariotes indiferente a la luz

Clase I1: Bacterias. Partes 2-17

Parte 15: Bacilos y cocos formadores de endosporas
Orden I: Eubacteriales

Suborden 1: Eubacteriineae

Familia I: Bacillaceae

Género I: Bacillus (Cohn, 1872)

Especie: thuringiensis (Berliner, 1911)
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2.2.2.2. Caracteristicas del género Bacillus. Las espe-

cies de este género son aerdbicas o anaerdbicas facultativos.

Estos microorganismos tienen forma de bastdn, algunas ve
ces en cadena, capaces de producir endospcras. Los esporangios
son como células vegetativas, excepto en algunas especies en
las cuales la espora tiene un diametro mayor que la célula y

causa un abultamiento.

El tamafio de las células varia de 0.3 a 2.2 g de ancho,
y de 1.2 a 7.0 # de longitud, son méviles con flagelos peri-

tricos y generalmente gram-positivas.

La mayoria de las especies de Bacillus atacan a una am-
plia variedad de sustratos por medio de enzimas, las cuales
son excretadas dentro de materia circundante. La funcidn de
estas enzimas es reducir los compuestos mas complejos a condi
ciones solubles o por lo menos mas asimilables, que pasen a

través de la pared celular. Heimpel y Angus (1963).

2.2.2.3. Caracteristicas especificas de Bacillus thurin-

giensig.- Es un bacilo gram-positivo de aproximadamente 1.0
a 1.2‘u de ancho y de 3.0 a 5.2  de longitud, con esporas
ovales o cilindricas de pared delgada, con esporangios no hin

chados. Forma una proteina cristalina durante la esporulacidn

6656
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denominada cuerpo parasporal, gque gueda depositada dentro del
esporangio, pero, en el exterior de la espora. Este cristal
de proteina es una estructura de forma cominmente bipiramidal,
esta compuesta por una proteina pura y su actividad bioldgica
es destruida por altas temperaturas, es insoluble en agua;

pero, se disuelve en sustancias alcalinas. Brock (1973).

2.2.2.4. Variedad de Bacillus thuringiensis.- Heimpel y

Angus en 1958 y 1959, propusieron en sus escritos, la utili-
zacidn de pruebas biogquimicas para la identificacién de las

variedades de B. thuringiensis. Esta clasificacién fue usada

por varios alios, hasta gque Bonnefol y De Barjac en 1963. De

Barjac y Bonnefoi en 1968, reportaron gue la identificacidn de
variedades podia ser distinguida seroldgicamente, por la com-
paracidén de antigenos para sus proteinas flagelares. Los anti
genos flagelares, ahora llamados antigenos H, probaron ser ca
racteristicas muy reproducibles y son ahora muy utilizados pa

ra la identificacidn de variedades.

Norris en 1964; Norris y Burges en 1965, propusieron gue
los patrones electrogoréticos de las esterasas producidas en

células vegetativas de B. thuringiensis, podrian ser usados

también para distinguir wvariedades de este organismo. Hubo una

relacidn significativa entre la clasificacidén hecha por anti-
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genos H y por el andlisis de esterasas. Los andlisis de los pa
trones de esterasa son ahora usados para suplementar los pro-
cedimientos de serotipificacidn desarrollada por De Barjac

Dulmage vy Aizawa (1982).

Las variedades de B. thuringiensis, los nombres de sus

descubridores y el insecto del cual fueron aisladas se presen

tan en la tabla 1.

2.2.3. Modo de accidon de Bacillus thuringiensis.- Ha sido

demostrado gue la susceptibilidad a B. thuringiensis varia en-

tre las especies de insectos, y gue la respuesta de una espe-
cie en particular es modificada por factores tales como la
edad, vigor y concurrencia de la infeccidn con otros microor-
ganismos; ademas, la variabilidad es influenciada por factores
ambientales como: humedad, temperatura y fuente de alimento y.
en algunos casos, por el método de dosificacidén. Finalmente,
la patogenicidad de la bacteria es afectada dependiendo de la
variedad, edad del cultivo, proporcidn de esporas y cristales,
condiciones del cultivo y el medio de fermentacidn utilizado.

Heimpel v Angus (1963); Ochoa (1983).

El modo de accidn de B. thuringiensis pudiera generalizar

se en dos formas: paralisis general y pardalisis intestinal.
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2.2.3.1., Paralisis general.- El desarrollo de esta para-
lisis ocurre rdpido, después de la ingestidn de los crista-
les. Después de este momento, la larva se considera moribunda,
aungque el tiempo de la muerte sea un poco mas dificil de de-

terminar.

Al mismo tiempo gue ocurre la paralisis, la hemolinfa
del insecto se torna progresivaménte més alcalina, se piensa
gque esto ocurre porgue la proteina del cristal actha en el in
testino medio, alterando la permeabilidad, habiendo un eguili
brio entre los contenidos del intestino medio gue son de un
pH alto de 10.2 a 10.5, vy la hemolinfa gue tiene un pH de
6.8. Esto pudiera indicar que la paralisis general es produci
da probablemente por el aumento en la alcalinidad de la hemo-
linfa ¥ no por una accidn directa de la toxina. Heimpel y

Angus (1959); Heimpel y Angus (1963); Angus (1962).

2.2.3.2. Paralisis intestinal.- Este tipo de pardlisis
ha sido observado en una amplia variedad de lepiddopteros in-

fectados con B. thuringiensis. Se observa inactividad, cese

de la alimentacidn, disenteria y regurgitacidn; sin embargo,
no ocurre una paralisis general rdapida y no hay un incremento
significativo en el pH de la hemolinfa. Es notable, gue las

larvas no se alimenten posteriormente a la ingestidn de espo-
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ras y cristales, y se ha demostrado mediante rayos X gue el
intestino de las larvas deja de funcionar. Después de esto.
la muerte ocurre entre las siguientes 24 a 48 horas. Heimpel

v Angus (1959}; Heimpel y 2ngus (1963) Angus (1962).

2.2.4. Toxinas de Bacillus thuringiensis.- La investiga-

cidén del modo de actuar de B. thuringiensis ha demostrado que

esta bacteria produce, al menos, cuatro sustancias tdxicas pa
ra los insectos: fosfolipasa C o &X —exotoxina; una fosfolipa-
sa no identificada o "factor-Mallophaga'; P - exotoxina y § -

endotoxina. Dulmage y Aizawa (1982).

De estas toxinas solo dos son significativas en las for-

mulaciones comerciales de B. thuringiensis:ﬁ-—exotoxina Y

§ - endotoxina.

Se hara una breve descripcidn de cada una de las toxinas,

con un mayor énfasis en estas dos Ultimas.

Fosfolipasa C o of — exotoxina.- Es una enzima identifica
da por Toumanoff en 1953, la cual es producida por la célula
bacteriana en desarrollo y destruye los fosfdlipidos esencia-
les en las células de los insectos, ha sido poco estudiada,
atn a pesar de gue ha demostrado su toxicidad en ciertos in-

sectos, Lysenko y Kucera (1971).
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Factor Malldphaga.—- Es una fosfolipasa no identificada
de caracteristicas guimicas y toxicoldgicas desconocidas. Ha
sido probada en su accidn en contra de piojos masticadores de
algunos mamiferos, produciendo altas mortalidades. Dulmage,

et al. (1981).

F - Exotoxina.- Es producida por algunas razas de B. thu-

ringiensis. Es una toxina soluble en agua y estable al calor,
razdén por la que se le ha denominado como la "toxina termoes-

table", también como "factor - mosguito" y posteriormente

P —exotoxina.

La toxina ha sido purificada e identificada como un nu-
cledtido de adenima. Tiene una toxicidad generalizada para
insectos y mamiferos. De significancia particular, es la ac-
tividad teratoldgica demostrada en insectos maduros. A causa
de estos efectos, ha sido prohibido en cualguier formulacidn

comercial de B. thuringiensis en los Estados Unidos. Es toxi-

ca a mamifero por inyeccidn, es pobremente absorbida a tra-
vés del intestino de los mismos y tiene una toxicidad oral re

lativamente baja, Dulmage y Aizawa (1982).

S - Endotoxina.- Es el principic activo de las formula-

ciones comerciales de B. thuringiensis, sélo o en combinacidn

con la espora. Su descubrimiento es relativamente reciente.
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Hannay postuld en 1953 gue el cristal o cuerpo parasporal es-—
taba asociado con la actividad insecticida de este organismo.
En 1967, Heimpel propuso gque esta toxina fuera llamada S—endg
toxina. Es una proteina o polipéptido gue esta asociada con,

o es parte del cristal gque puede ser visto en las células es-

poruladas de B. thuringiengis; sin embargo, su actividad no

ha sido definida guimicamente. Esta endotoxina es insoluble
en agua, pero es soluble en soluciones alcalinas. Al ser inge
rida por el insecto ocurre una paralisis rdpida del intesti-
no, con cambios en el pH del mismo y desarrolla una toxemia

general. Dulmage y Aizawa (1982).

2.2.5. El cristal parasporal de Bacillus thuringiensis.-

El cristal parasporal es un compuesto protéinico, insoluble
en agua. La masa de el cristal representa poco mas del 30%
del peso seco del esporangio maduro, su peso molecular fue
calculado en 23 x 104 daltons. Es una estructura o agregado
bipiramidal normalmente, aungue existen otras formas con molé
culas polipeptidicas en forma elipsoidal. No es inactivado a
temperaturas de 80°C por 20 minutos, ni por exposiciones supe
riores a una hora a la accidn directa de los rayos solares;
sin embargo, la toxina sclubilizada es desnaturalizada por el

calor. Norris (1971); Fast (1981); Prasad y Shethna (1967).
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2.2.6. Ecologia de Bacillus thuringiensis.- Es comiinmen
te encontrado en insectos:; pero, casi nunca causa epizootias
en la naturaleza. Es un organismo gue puede subsistir en am-
bientes distintos; aungue, se le ha encontrado con mayor fre
cuencia en suelos cercanos a granjas sericicolas. La distri-

bucién de B. thuringiensis en la naturaleza ha sido poco es-

tudiada y es poco conocida. Se podria esperar encontrarlo en
diversos medios, no obstante su distribucidn parece estar
restringida; mids, no ha habido nunca un verdadero esfuerzo

para determinar la distribucidén normal del organismo.

De Lucca, et al. en 1981, analizaron suelos para determi

nar la presencia de B. thuringiensis. Ellos encontraron al

género Bacillus en 16% de los suelos examinados; pero, de
32,107 aislamientos de Bacillus, solamente el 0.75% fueron de

la especie thuringiensis. Cinco diferentes variedades fuerocon

encontradas en sus analisis: galleriae, kurstaki, darmstadi-

ensis, mas dos nuevas variedades: indiana y dakota, no conoci

das previamente. Este andalisis pudiera indicar gque B. thurin-
giensis constituye una pequefia fraccidn en el complejo micro-
bial del suelo; més, no indica que no sea comin. Dulmage y

Aizawa (1982).

Normalmente, cuando se hacen aplicaciones de formulacio-
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nes de B. thuringiensis, se usan mezclas de esporas viables y

§ - endotoxina. El ingrediente activo principal es, por su-
puesto, la § - endotoxina, no cbstante, al hacerse estudios
de la persistencia de estas formulaciones, se utiliza como
criterio el conteo de esporas. Esto pudiera llevar a informa-
cidén no exacta, cuando se pretende evaluar el esguema de tra-

tamiento. Dulmage y Aizawa (1982}.

Numerosos reportes han mostrado que las esporas de B.

thuringiensis son susceptibles a la accidn germicida de la

luz solar. Cantwell y Franklin (1966).

En estudios de largo plazo, es a veces imposible separar
el clima y la luz del sol como las causas de la pérdida de es
poras viables. Norris y Hildebrand reportaron en 1974, que
habia una reduccidn del 93% en la viabilidad de las esporas
después de 48 horas de exposicidén directa a los rayos solares;
sin embargo, estos mismos autores reportaron actividad insec-

ticida residual contra Choristoneura fumiferana 42 dias des-

pués de la aspersitn.

Las esporas de B. thuringiensis pueden persistir por un

tiempo considerable en el suelo; aungue, el nUmero de las mis

mas va reduciéndose paulatinamente. Dulmage y Aizawa (1982).
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2.2.7. Bioensayos con Bacillus thuringiensis.- La Unica

forma de gue la cantidad de toxina presente en una mezcla pue
da ser medida, es a través del biocensayo. Ya gue las protei-
nas gue producen 1a.$—-endotoxina no tienen caracteristicas

inusuales. Dulmage (1981).

Los biocensayos con insectos son dificiles de llevar a ca
bo, y los primeros investigadores intentaron evitarlos. Como

el examen microscopico de B. thuringiensis mostraba un cris-

tal de 1la S— endotoxina por cada espora del bacilo, se espera
ba gue un conteo de esporas viables presentes en una prepara-
cibdn, podrian ser usadas para determinar su actividad insecti
cida. Este método pronto se generalizd en su uso para medir

la potencia de las formulaciones de B. thuringiensis. Dulmage

et al. (1976).

Bonnefoi, et al. (1958) fueron los primeros en no estar
de acuerdo con el contec de esporas, y sefialaron gque la medi-

cidn de la potencia de los extractos de B. thuringiensis de-

bia ser en base a un biocensayo, comparando las respuestas con

tra un estandard de referencia.

Casi al mismo tiempo, Burgerjon reportd que la mortali-

dad ocasicnada por B. thuringiensis es inversamente proporcio

nal al area de las hojas ingeridas por los insectos. Esta
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drea se media por medio de una celdilla fotoeléectrica, y uti

lizaba a Pieris brassicae como insecto de prueba. Burges y

Thompson (1971).

Posteriormente, Splittstoesser y Mc Ewen (196l1l) sugirie-
ron gque podrian mejorarse los bioensayos de s - endotoxina,
si ésta fuera administrada a los insectos de prueba, incorpo-
randola a una dieta artificial. No obstante, el conteo de es-

poras siguid siendo utilizado para estandarizar las formula-

ciones de B. thuringiensis.

En 1966, se realizd un simposio scbre la estandarizacién
de los agentes microbiales en Wegeniengen, en los Paises Ba-

jos, proponiéndose en el mismo, gue la formulacidn de un com-

plejo de la § -endotoxina de B. thuringiensis, preparado por
el Instituto Pasteur de Francia y nombrado E-6l, fuera adopta
do come la principal referencia estandar internacional. Asi
mismo, se le asignd una potencia de 1000 unidades internacio-
nales (UI/mg), recomendandose posteriofmente, gue todas las

preparaciones de § - endotoxina de B. thuringiensis fueran com

paradas en su potencia, directa o indirectamente con la E-6l
Y. gque ésta fuera expresada en UI. Burges, 1967; citado por

Dulmage et al. (1976).

Aungue, el exXpresar las potencias de los aislamientos de
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5—-endotoxina de B. thuringiensis fue un avance muy necesa-
rio, el estandard propuesto no tuvo una aceptacidn generaliza

da, hasta gque Dulmage (1970), descubre un nuevo aislado de B.

thuringiensis al gue denomina HD-1l, el cual no fue muy alto
en el conteo de esporas gue las preparaciones previas de § -
endotoxina; pero, fue muchas veces mds potente, y esto fue de
mostrado en pruebas de campo y laboratorio. De esta forma, el
conteo de esporas cbviamente no fue valido y la necesidad del

bicensayo quedd demostrada.

Posteriormente, Dulmage et al. en 1971, proponen un biocen

sayo basado en larvas de Trichoplusia ni, el cual fue adopta-

do por Estados Unidos, como el bioensayo oficial para medir

la potencia de las formulaciones de B. thuringiensis gue esta

ban siendo comercializadas, y una formulacién de HD-1 de B.

thuringiensis, etiquetada HD-1-5-1971, fue adoptada como la

referencia estandard primaria para usarse en los bioensayos,

a la cual se le asignd una potencia de 18,000 UI/mg.

2.2.8. Insectos susceptibles a Bacillus thuringiensis.-—

Continuamente se incrementa el numero de insectos suscepti-
bles a las toxinas de las bacterias cristaliferas. La mayoria
de estas especies corresponden al orden lepiddptera; sin em-

bargo, se ha encontrado susceptibilidad en insectos de los
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ordenes hymendptera, diptera y coledptera. De Bach (1974).

B. thuringiensis y sus variedades han sido probadas

sucesivamente contra mds de 137 especies de insecto. Burges y

Thomson (1971).

Entre los lepiddépteros mé&s cominmente utilizados para

probar la patogenicidad de B. thuringiensis se encuentran:

Trichoplusia ni (Hubner); Heliothis virescens (Fabricius),

H. zea (Boddie}, Manduca sexta (Johanssen), Pieris brassicae

.., Pyrausta nubilalis (H.), Gelechia gossypiella (Saunders)

Prodenia litura (F.). Estas y otras especies han sido proba-

das en paises como: Alemania, Estados Unidos, Francia, Rusia

v otros., Krieg (1981).

2si mismo, han sido utilizadas diversas especies de los

géneros: Culex, Redes, Ancopheles, Chironomus, Diamesa, Simu-—

lium y otros correspondientes al orden diptera, en los cuales
se ha encontrado una gran susceptibilidad a diferentes aisla-

mientos de B. thuringiensis. Ignoffo et al. (1981).

2.2.9. Estudios de la actividad de Bacillus thuringiensis.

Han sido en realidad, varios estudios los gue se han hecho, spo

bre la actividad de B. thuringiensis y sus variedades.

B, thuringiensis fue utilizado para control experimental
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de el barrenador eurcpeo del maiz, Ostrinia nubilalis (H.),

entre 1920 v 1930 y fue publicado en varios escritos. La bac-

teria fue probada en campo contra Gellechia gossypiella (S.)

Prodenia litura (F.), Sparganotis prilleriana (Schiffermuller)

Clysia ambiguella (H.), Ephestia elutella(H.) y Pieris spp..

entre los afios de 1930 y 1940. Esto aumentd el interés sobre

B. thuringiensis y su actividad para especies de lepiddépteros.

Jacobs reportd en 1950, la aparicidn en el mercado fran-

cés de un producto llamado “sporeine", el cual contenia espo-

o

ras de B. thuringiensis var. thuringiensis, recomendado para

el control de Anagasta kuehniella (Zeller.). Steinhaus en
1951, observd gue en pruebas de campo con cultivos esporulados

de B. thuringiensis, se obtenian rfesultados muy satisfactorios

contra larvas de Colias eurvtheme (B.). Heimpel v Angus (1963).

Posteriormente, Hall (1258) en pruebas de laboratorio
muestra la susceptibilidad de varias especies de insectos a

la accidn de B. thuringiensis, encontrando alta mortalidad en

Amorbia essigana (Busck), Estigqmene acrea (Drury), Baculatrix

thurberiella (Busck), Udea rubigalis (Guen), Heliothis =zea,

vy mortalidades moderadas en Trichoplusia ni, Laphygma exigua

(= Spodoptera) (Smith) . y Platynota stultana (Wlshm).

Ignoffo et al., (198l) reportan gue las especies Aedes

——
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aegyptii L. y Culex guinguefasciatus (Say) presentaban gran

susceptibilidad a las toxinas de B. thuringiensis var. isra-

elensis y un poco menos susceptibles a la var. kurstaki.

Bull et al., (1979) utilizando B. thuringiensis en prue-

bas de campo, junto con un virus de la polihedrosis nuclear

y liberaciones de Trichogramma vretiosum (Riley) en contra de

insectos perjudiciales del algoddn, logran reducir significa-

tivamente el numero de éstos y el dafio causado.

Pruebas de este tipo y de otros han sido realizados a

través de los afios, y atin contindan realizdndose, con resulta

dos cada vez mas satisfactorios.

2.3. Generalidades sobre Heliothis virescens.

2.3.1. Importancia, dafios, hospederos y distribucidn de

H. virescens.-— Es un insecto cesmopolita, plaga importante en

una amplia variedad de cultivos. posee una gran voracidad y

es causante de grandes pérdidas en la agricultura.

Se alimentan de las hojas, brotes tiernos, yemas termina
~les, capullos florales, frutas y granos de sus hospederos. Es

te dafio es causado en el estado larval. Akehurst (1973).

Entre los principales hospederos de H. virescens se en-
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cuentran: tabaco, algoddn, soya, Jjitomate, cartamo, garbanzo,
meldn, sandia, pepino, entre otros, y de ormato: geranio y

agerato. Metcalf y Flint, (1980).

Se encuentra distribuido en todo México; catalogado co-
mo plaga primaria, originando grandes pérdidas en la produc-
cién nacional, siendo dificil de combatir (Nafiez, comunica-

cidén personal).

2.3.2. Posicidn taxondmica y descripcibébn morfoldgica.-

La posicidn taxonémica de H. virescens, estd bien definida y

es como sigue . Borror, Delong y Triplehorn (1976).

Phy1llum 2 Arthropoda
Subphyllum - Mandibulata
Clase s Insectar
Subclase - Pterygota
Divisidn : Endopterygota
Orden 3 Lepidoptera
Suborden 5 Frenatae
Divisidn 5 Macrolepiddptera
Superfamilia - Noctuoidae
Familia 2 Noctuidae
Género z Heliothis
Especie s virescens
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2.3.2.1% Caracteristicas de la familia Noctuidae.- Es la

familia mas numerosa de los lepiddpteros y muchos de ellos
son plagas de plantas cultivadas. Los adultos miden entre 2.5
y 5.0 cm de punta a punta de las alas, en promedio. General-
mente, de colores café o gris opaco. El cuerpo es robusto,
son de habitos nocturnos y fuertemente atraidos por la iuz.
Las antenas son filiformes generalmente. Los adultos poseen
proboscis. Las larvas son poco atractivas, cilindricas y de
tamafio moderado, de color verde, café o gris opaco, manchadas
o rayadas de negro, longitudinalmente; son lisas o ligeramen-

te cubiertas de pelos. Metcalf y Flint (1980).

2.3.2.2. Caracteristicas especificas de Heliothis vires-—

cens.— El adulto de H: virescens es una palomilla de aproxima
damente 2.0 - 2.5 cm de longitud y de 3.0 - 3.5 ¢cm de exten-
sidén alar, las alas anteriores son de color verde palido y es
tan cruzadas por cuatro Bandas obscuras y oblicuas. Ba£es v

Osborn (1958).

Una sola hembra puede depositar hasta 3,000 huevecillos,
aungue NQfiez en 1984, sefiala de 300 a 500 huevecillos por hem-—
bra. Los huevecillos son de aproximadamente 0.5 - 1.0 mm de
diadmetro, aplanados y con estrias a partir de una depresidn
central, de color blanco cremoso. Las larvas son de color ver

de palido, recién incubadas tienen una longitud de 1.0 - 1.2
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mm, y completamente desarrolladas pueden medir hasta 4.0 cm.
El cuerpo de la larva estd marcado longitudinalmente por dos
rayas negras, separadas entre si, por una linea delgada cla-
ra de color amarillento o blanco sucio. Metcalf y Flint,

(1980).

Las larvas pueden identificarse de otros noctuidos por
poseer en el tercer segmento toradxico, 4 pindculos simétricos
y prominentes en la regidn dorsal, vy un pindculo a cada lado
de los anteriores en la regidén dorsopleural. Ademds, se dife-
rencia de H. zea en el tercer instar larval por poseer un re-

tinaculo en la cara interna de las mandibulas (Niufiez, comuni-

cacidén personal).

La pupa tiene un color café rojizo obscuro y mide aproxi

madamente 1.8 cm de longitud. Bates y Osborn (1958).

2.3.3. Ciclo bioldgico y habitos de Heliothis virescens.-

El tiempo gue reguiere una generacidn de H. virescens desde

huevecillo hasta adulto es de 30 - 40 dias. Los adultos de
este insecto son voladores fuertes y bajo alguna circunstan-
cia pueden migrar hasta mds de cien kildmetros. La vida de
los adultos puede variar desde 6 hasta 14_dias. Las hembras
depositan sus huevecillos en forma aislada, por la noche, en

varias partes de la planta., aungue el envés de las hojas es
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uno de los sitios mds preferidos para la oviposicién. Los hue
vecillos eclosionan de 2 - 7 dias después, emergiendo las pe-
guefias larvas gue pasan por 6 instares larvales antes de en-

trar a la pupacidén. El estado larval se lleva a cabo en 15-21
dias en lugares con climas calidos. Una vez gue la larva ya

completd su desarrollo, baja al suelo, en donde pupa en forma
de huso y sin cocdn protector, generalmente, entre las prime-
ras capas del suelo, a 2.0 cm de la superficie. En este esta-
do pasa de 7 ~ 10 dias en lugares de clima calido, emergiendo

los adultos. Akehurst (1984); Bates y Osborn (1958).

2.3.4. Métodos de control de Heliothis virescens.— Entre

las medidas de control mas recomendadas se encuentran las prac
ticas culturales. E1 adelanto de las fechas de siembral la ro
tacidn de cultivos, barbechos profundos, destruccidn de male-
zas hospederas, son algunas de las mas utilizadas y de las gue

mejores resultados se obtienen (Nafiez, comunicacidn personal).

Este insecto posee un gran nOimero de enemigos naturales,
los cuales influyen en alguna medida en la reduccidn de las
poblaciones. Alguncs de ellos estan siendo reproducidos masi-
vamente y utilizades como agentes de control. Entre lovs princi

rPales enemigos naturales se pueden sefialar los siguientes:
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Tr ichogramma Spp. - Hymenoptera : Braconidae
Geocoris punctipes (Say) - Hemiptera : Lygaeidae
Chelonus texanus (Cress) - Hymenoptera : Braconidae
Calosoma calidum (Fab.) - Coleoptera : Carabidae
Zelus spp. -~ Hemiptera : Reduviidae
Hippodamia spPp. - Coleoptera : Coccinellidae

Aparte de los insectos, existen otros organismos capaces

de reducir las poblaciones de H. virescens, como es el caso

del virus de la polihedrosis nuclear y B. thuringiensis.

En lo gque se refiere al control guimico, es bastante dis
cutido ya gue ha tenido un sinntmero de problemas debido a la

resistencia de H. virescens a estos compuestos. En 1962, des-

pués de haber logrado controlar durante mas de 15 afios las
plagas del algoddn, en el Valle de Rio Grande, Texas, U.S.A.,

se observd gque H. virescens y H. zea habian desarrollado re-

sistencia a varios clorados, incluyendo al DDT, y a los carba
matos; sin embargo, ain podian combatirse empleando elevadas
dosis de parathidn metilico. En 1968, comenzd a fallar este
medio de lucha, cuando algunos agricultores no lograban con-
trolar las plagas después de 15 y hasta 18 aplicaciones. Asi

mismo, H. virescens vy H. zea pasaron, después de ser plagas

menores, a ser mas importantes gue Anthonomus grandis, el
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cual se convirtid en una plaga de poca importancia. De la mis-—

ma forma, H. virescens se habia convertido en el mas perjudi-
cial insecto del tabaco y no podia ser controlado. De Bach,

(1974) .

Aunque los insecticidas piretroides sintéticos son alta-

mente activos contra Heliothis spp. v son usados para lograr
su control en el algoddn, hay indicios de que algunas razas
de H. virescens resistentes al parathidn metilico, pueden tam
bién tener tolerancia cruzada a estos gquimicos. Crowder et al,

1979; citados por Bull et al. (1979).

2.3.5. Bacillus thuringiensis en el control de Heliothis

virescens.- B. thuringiensis ha sido recomendado desde 1963

para el control de H. virescens. El uso de insecticidas micro

biales ha tenido ventajas en los programas de control de in-

sectos,

Se mencionaré@n algunos de los trabajos gque se han lleva-

do a.cabo con B. thuringiensis para el control de H. virescens

tanto a nivel de laboratorio como en pruebas de campo.

Mc Garr et al., (1970) compararon la actividad insectici_

da del aislamiento HD-1 de B. thuringiensis, con tres insecti

cidas guimicos y dos mezclas de ellos, en contra de H. vires-
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cens, obteniendo mejores resultados con HD-1 gue con cualguie

ra de los insecticidas probados, incluyendo las mezclas.

Johnson (1974) bajo condiciones de campo, logrd contro-

lar satisfactoriamente a H. virescens con varias formulacio-

nes comerciales de B. thuringiensis, obteniendo mejores resul

tados gue los insecticidas utilizados para el control de este

insecto.

Bell y Romine (1980), mezclando una formulacidén comer-
cial de virus de la polihedrosis nuclear con la formulacidn

HD-1 de B. thuringiensis, logran reducir en forma significati

va, el nimero de cuadros de algoddn dafiados por H. virescens.

Ali y Watson (1982), utilizando una formulacidn de B.

thuringiensis en combinacidn con el predator Geocoris puncti-

pes, reducen en forma drastica el numero de larvas de H. vi-
rescens, en el cultivo del algoddn. El mismo afio, estos mis-

mos investigadores, utilizando B. thuringiensis var. kurstaki

contra huevecillos y adultos de H. virescens, reduciendo el

nimero de larvas eclosionadas y la longevidad de los adultos.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacidn.- El presente estudio se efectud en la
Facultad de Agronomia de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
en el Laboratorio de Cria Masiva de Insectos, Carretera Zua-

zua-Marin, Km. 17, Marin, N.L.

Para establecer los bicensayos, se requeria de una cria

de Heliothis virescens Fabricius, la cual se desarrolld de

la siguiente forma:

3.2. Desarrollo larval.- Las larvas de primer instar se
colocaban en recipientes de plastico de 5 x 3 x 5.5 cm. los
cuales contenian 5 ml. de dieta artificial, constituido por
agua destilada, harina de soya, germen de trigo. sal Wesson's
azlicar comercial, parametilhidroxibenzocato. &cido sorbico,
dcido ascdrbico, auromicina, hidréxido de potasio (22%), so-
lucidén vitaminica, cloruro de colina (15%), formaldehido
(L0%), acido acético (25) y agar-agar. La proporcidn de canti
dades y metodologia en la preparacidn de la dieta se realizd

seglin NGiez (1980).

Una vez colocadas las larvas individualmente en los re-
cipientes gue contenian dieta, eran colocadas en un recinto,

previamente tratado con fenol al 1% para evitar contaminan-

tes ajenos. Las condiciones para el desarrollo larvaric fue-
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ron las siguientes: Temperatura 26°C *+ 3, Humedad relativa
60 - 70%, Fotoperiodo 11 hr, y controlados mediante un calen
tador eléctrico de 1320 W, vaportizador de 5 litros y lampa-
ra de gas neon. El desarrollo larvario se obtenia en 17.66

dias bajo estas condiciones.

3.3. Pupacidn.- A1 finalizar el desarrxollo larvario,
las pupas eran recolectadas y sexadas para colocarse en cama
ras de emergencia con dimensiones de 25 x 24 cm, siendo es-
tos recipientes de cartdn. Las pupas se colocaban en grupos

de 25, en relacidn de 3 hembras por 2 machos.

Las condiciones ambientales para la pupacidén fueron
iguales a las anteriores, a diferencia de la humedad relati-
va gue en éste caso fue de 90 a 100%. El periodo de pupacién

fue de 9 dias bajo estas condiciones.

3.4. Emergencia de Adultos y Oviposicidén.- Al emerger
los adultos, eran cubiertas las camaras en su interior con
rapel celofan y una manta como tapa para recolectar los hue-
vecillos con facilidad, haciéndose cambiocs a diario. Los
adultos se alimentaron con uﬁa solucidn de miel de abeja, so
lucidn vitaminica y agua destilada en relacidn 1:1:20; a es-
ta solucidn se agregaba 0.5 gr. de parametilhidroxibenzoato

y 0.3 gr. de acido ascdérbico.
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Las condiciones en las gue se desarrollaron adultos y
huevecillos fueron: Temperatura 26°C + 3, Humedad relativa
90 - 100% v Fotoperiodo 11 hr. La vida promedio de los adul-
tog fue de 17.5 dias, ovipositando 162 huevecillos (X) por

hembra, con 95% de viabilidad y eclocionaban en 4 dias.

3.5. Bioensayos.~- Estos consistieron en incorporar 500

g de extracto de Bacillus thuringiensgis Berliner por ml. de

dieta artificial, mediante una dilucidén de 1:10, correspon-
diendo una parte al extracto prueba en solucidn buffer pH 7
v diez para la dieta, para tener una mezcla uniforme se agi-
té a 1,000 r.p.m. aproximadamente durante 30 segundos y verti

da a recipientes de plastico descritos anteriormente.

Se realizaron dos bioensayos, uno correspondiente a pro

bar los extractos de Bacillus thuringiensis GM-7, 8, 9, 10,

11, 12 yv HD-1: este biocensayo consistid en 8 tratamientos,
correspondientes a los extractos v un testigo, con 5 repeti-
ciones por tratamiento y 15 larvas por unidad experimental.
En el segundo bioensayo se probaron los extractos GM-1, 2,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 vy HD-1l consistiendo en 11 trata-
mientos, 10 correspondientes a los extractos y un testigo,
con 5 repeticiones por tratamiento y 15 larvas por unidad

experimental.
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Las condicioneg promedio para ambos bioensayos fueron:

Temperatura 26.6°C, Humedad relativa 64.36%, Fotoperiodo 11

horas.

Las variables a medir fueron: porciento de mortalidad,

longitud y peso larval para ambos bicensayos. La toma de da-

tos se realizdé a las 72 horas.

3.6. Evaluaciones.- Para evaluar el efecto de los extrac
tos se realizd un disefio completamente al azar bajo el mode-

lo:

Yi3 = M+ T: + Zij

Para cada variable 8e estudio se realizd andlisis de va-

rianza con las siguientes hipdtesis:

Hy: No hay diferencia entre efectos de los tratamientos.

Hl: Al menos un tratamiento tiene efecto diferente.

Dado que al analizar el experimento, se comprobo la Hl
se hizo necesario efectuar comparacidén multiple de medias pa-

ra cada variable del estudio, usando el método de Tukey

(DMSH) .



4., RESULTADOS Y DISCUSION

En los experimentos gue se realizaron durante el presen-
te estudio, se utilizd un testigo y el estandar internacional
HD-1-5-71, para tener mayor confiabilidad en los resultados y
comparar la toxicidad del estandar con los demas tratamientos.
Como se puede observar en la tabla 2 y 3, se presentan los re
sultados del testigo y el HD-1-S-71, los cuales se comporta-
ron de manera similar en ambos experimentos, en estas mismas
tablas se exXpresan los resultados relativos al peso promedio
de larvas sobrevivientes, la longitud larval promedio y los
porcentajes de mortalidad larval. Todos estos resultados se

presentan como una respuesta de las larvas de Heliothis

virescens a una dosis de SOO}Lg del extracto del complejo es-—

pora-cristal de Bacillus thuringiensis (Berliner) por ml. de

dieta vy comprendido en las cepas: GM-7, GM-8, GM-9, GM-10,
GM-1ll yv GM-12 en el experimento I y las cepas: GM-1l, GM-2,
Gm-13, GM-l14, GM-l15, GM-l6, GM-17, GM-18, GM-19 en el experi-

mento II.

4.1. Reduccidn del peso larval.
Para analizar la variable peso larval fue necesario eli-
minar el tratamiento siete., cepa HD-1 en el experimento I vy

los tratamientos 8 y 9, cepas HD-1 vy GM-1 en el experimento

ITI. Esto debido a gue fueron los tratamientos con mayor morta
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lidad y con pocas larvas sobrevivientes, y no fue posible ob-
tener el peso promedio por repeticidn, sino el peso promedio

por tratamiento como se observa en las tablas 2 y 3.

Los datos de los pesos promedio de las tablas 2 y 3 fue-

ron revisados en su mortalidad y se encontrd gue los rangos

de las observaciones por tratamiento, diferian mucho entre
tratamientos, principalmente el testigo con los tratamientos
en el experimento I; por lo gue se realizd una transformacidn
Jgni_i » due es la indicada para conteos peguefios. Las tablas
4 y 5 presentan los datos transformados y las tablas 6 y 7 pre
sentan los andlisis devarianza de ellos, en los cuales se ob-
servan diferencias altamente significativas en los tratamien-
tos para ambos experimentos, por lo cual se rechazan las hipd
tesis nulas de igualdad de medias y se acepta gue al menos un

extracto redujo mas el peso de las larvas gue el testigo.

En la tabla 8 se muestra la prueba de medias y en las fi
guras 1 yv 2 los porcentajes de reduccidn de los pesos larva-
les, en las cuales se puede observar gue en el experimento I,
todas las cepas son estadisticamente iguales con una reduc-
cidén de peso de 91.27 a 95.44% con excepcidn del tratamiento
3; cepa GM-9 la cual redujo el peso de las larvas tan sblo

60.72%. En el experimento II el tratamiento 2; cepa GM-14 fue

la més activa reduciendo el peso larval en un -48.90%, los tra
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Transformacifn VX + 1 de los pesos promedio de larvas
de Heliothis virescens sometidas a la actividad de seis
cepas de Bacillus thuringiensis por 72 horas.

EXPERIMENTO I

GM-7 GM-8 GM-9 GM-10 GM-11 GM-12 TESTIGO

SRR

o

sl
(%)

=

1.085 1.100 1.411 1.072 1.095 1.109 2.020
1.086 1.115 1.432 1.0598 1.114 1.136 1.982
1.086 1.122 1.414 1.054 1.118 1.114 1.838
1.091 1.118 1.473 1.068 1.095 1.114 1.844
1.0850 1.109 1.470 1.049 1.079 1.100 1.970

1.0866 1.1128 1.440 1.0604 1.100 1.1146 1.9308

TABLA 5.

Transformacién ¥X + 1 de los pesos promedio de larvas
de Heliothis virescens sometidas a la actividad de ocho
cepas de Bacillus thuringiensis por 72 horas.

EXPERIMENTO IT

GM-13 @414 GM-15 @416 @-17 &M-18 GM-19 GM-2  TESTIGO

N

s éﬂ tjﬂ

£

2.083 1619 1.806 1.830 1.559 2.095 2.049 2.090 2.040
2.042 1.676 1.718 1.967 1.712 1.814 2:195 1.936 2,208
1.827 1.612 1.838 1.819 1.897 2.062 1.855 2170 1975
LSS 1.643 1.900 1735 L #l2 1.803 1,971 1.852 2.022
1.962 1,637 1.916 2.265 1.758 1.924 1873 2.020 2..1085

1.9794 1.6374 1.8356 1.9232 1.7276 1.9396 1.9898 2.0136 2.0702
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TABLA 6. Andlisis de varianza de los pesos larvales transforma-
dos a VX + 1 —-Experimento I-.
F. Tabulada
F.V. G.L. S.C. C.M. . Cal,
J 0.05 0.01

Tratamientos 6 3.1029924 0.5171654 422 ,52075%* 2.44 3.53
Error 28 0.0342736 0.0012240
Total 34 3.137266

Diferencia altamente significativa
0.0123821

TABLA 7. An&lisis de wvarianza de los pesos larvales transforma-

dos a \fX + 1 -Experimento II-.
F.V. Bl 5.C. C.M. F. Cal. F. Tabulada
0.05 0.01
Tratamientos 8 0.8057286 0.100716 6.8042616** 2.21 3.04
Error 36 0.5328714 0.0148019
Total 44 1.3386

**k

Diferencia altamente significativa
C.V.

0.028609075
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tamientos menos activos fueron el 7 y 10;: cepas GM-19 y GM-12

reduciendo el peso en un 9.57 y 6.77% respectivamente. El res

to de los tratamientes redujeron el peso entre 39.36 y 11.17%.

Aungue en el experimento I casi no hubo diferencia esta-
distica significativa entre tratamientos, pudiéndose observar
gue presentd mas reduccidn de los pesos larvales gue con las
cepas utilizadas en el experimento II, a excepcidn de la cepa
GM-11 la cual redujo el peso al grado tal, gue no fue posible

tomar datos para analizarlos estadisticamente.

Las diferencias de peso encontradas pueden deberse a gue

se utilizaron diferentes variedades tales como kumanotoensis,

kurstaki, colmeri, morrisoni, ostriniae. Aungue atn -
dentro del mismo serovar se pueden encontrar diferencias como
lo reportd Ochoa (1983). El cual encontrd diferencias en los

pesos larvales utilizando una misma cepa (GM~-1) producida en

diferentes mediocs de fermentacidn.

4.2. Reduccidn de longitud larval.

Las tablas 9 v 10 presentan los andalisis de varianza pa-
ra la longitud larval en las cuales se observan diferencias
altamente significativas en los tratamientos para ambos expe-
rimentos, por lo cual se rechaza la hipdbtesis nula de igual-

dad de medias y se acepta que al menos un tratamiento redujo
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TABLA 9. Andlisis de varianza de longitud larval. Experimento I.

F. Tabulada
F.V. G.L. 5.C. C.M, F. Cal. 0.05 0.0l
Tratamientos 7 53.922298 7.7031854 148,61317** 2.32 3.25
Error 32 1.658682 0.0518338
Total 39 55.58098

k%

CVa

Diferencia altamente significativa
0.036601883

TABLA 10. Andlisis de varianza de longitud larval. Experimento ITI.

F. Tabulada
F.V. G.L. S.C. C.M. F. Cal. 0.05 0.01
Tratamientos 10 11.65664 11.165664 79.983266%%* 2.05 2.75
Error 44 6.1424 0.1396
Total 54 117.79904

* %

Diferencia altamente significativa
C.37.

0.03637628

I
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el tamafio de las larvas significativamente con relacidn al
testigo. En la tabla 11 se muestra la prueba de medias y en
las figuras 3 y 4 los porcentajes de reduccidn de la longi-
tud larval para ambos experimentos. En el experimento I se
observa que los tratamientos 1, 6, 4, 2 y 5 se comportan es-
tadisticamente igual variando entre 52.36 y 60.27% la reduc-
cidén de la longitud larval. El1 tratamiento 7; cepa HD-1 fue
la que mas redujo la longitud larval con 70.83% y el menos
activo fue el tratamiento 3; cepa GM-9 con un 23.5% de reduc
cidn en la longitud. En el experimento II, los tratamientos
8y 9 - HD-1 y GM-1 - fueron los gque redujeron mas la lon-
gitud larval con 75.95 y 64.13% respectivamente, el resto de
los tratamientos tuvieron reducciones de 25.52 al 0.65% sien
do esta Gltima el tratamiento 4; cepa GM-16. Comparando ambos
exper imentos se puede observar gue el estandar internacional
HD-1-S-1971 se comportd de forma similar en ambos experimen-—
tos. La mayoria de los tratamientos correspondientes al expe
rimento I fueron mads activos que los probados en el experi-
mento II, con excepcidn del tratamiento 9; cepa GM-1l, la cual

fue la mds activa de todas las cepas. probadas sin incluir 1la

HD-1-5-1971.

Castro (1982) reporta una disminucidn en el desarrollo

larvario en Spodoptera frugiperda (Smith) al probar diferen-
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tes medios de cultivos de las cepas GM-1 y GM-2; también en

'

H. virescens y Manduca sexta por Dulmage et al. y Scherrer

et al. citados por Castro (1982) aunqgue de estos datos no pre
sentan pruebas estadisticas para ninguno de los casos. Poste-

riormente, Ochoa (1983) reporta diferencias estadisticas sig-

nificativas en la reduccidn del tamafio larval de S. frugiperda

al probar diferentes medios de cultivo de la cepa GM-1l.

4.3. Porcentaje de mortalidad larval.

Para analizar los datos de la variable mortalidad larval,
se utilizaron nimeros de larvas sobrevivientes con la finali-
dad de simplificar la interpretacidn del andlisis de varianza
y evitar cualquier transformacidn innecesaria. En las tablas
12 v 13 aparece el nUmero de larvas sobrevivientes por trata-
miento en cada uno de los exXperimentos. En los anilisis de va
rianza de las tablas 14 y 15, se observa gue existe una dife-
rencia altamente significativa en los tratamientos, por lo
cual se rechaza la hipdtesis de igualdad de tratamientos y se
concluye gue al menos existe un tratamiento gue permitid me-
nor sobrevivencia larval que el testigo. En la tabla 16 se
presenta la comparacion miltiple de medias y en las figuras
5 v 6 los porcentajes de mortalidad larval. Como se puede ver
en el experimento I, los tratamientos gque permitieron menor

sobrevivencia larval fueron: el 5, 4 y 7; GM-10, GM-1l1 vy
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TABLA 12. Larvas de Heliothis virescens gue sobrevivieron des-
pués de 72 horas en dietas inoculadas con 500 umg de
Bacillus thuringiensis GM-7 a GM-12 por ml. de dieta.

EXPERIMENTO I

Repet. TRATAMIENTOS
1 2 3 4 5 6 T* 8
R1 13 12 13 10 12 14 4 15
R2 1.2 12 15 11 11 15 3 15
R3 13 12 14 11 10 1.3 4 15
R, 13 13 L5 11 11 15 4 15
R5 12 11 14 9 10 15 3 15
X 12.6 12 14.2 10.4 10.8 14.4 3.6 15

Ia unidad experimental fue de 15 larvas distribuidas individualmente
* Extracto del estandar internacional HD-1-S-71

TABLA 13. Larvas de Heliothis virescens gue sobrevivieron después
de 72 horas en dietas 1inoculadas con 500 Mg de Bacillus
thuringiensis GM-1, GM-2; GM-13 a GM-19 por ml. de die-

ta.
EXPERIMENTO 11
TRATAMIENTOS

Repet.
1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 11
R1 14 15 15 15 14 14 15 4 9 15 15
R2 15 14 15 15 14 15 15 4 8 14 15
R3 15 15 15 15 15 14 15 8 L 15 15
R.4 14 15 15 15 14 1.5 15 4 8 15 15
R5 15 15 15 15 15 15 18 5 7 15 15
X l4.6 14.8 15 15 14.4 14.6 15 4 8.2 14.8 15

La unidad experimental fue de 15 larvas distribuidas individualmente
* Extracto del estandar internacional HD-1-S-71
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TABLA 14. Andlisis de varianza para larvas de Heliothis vires-
cens, que sobrevivieron en dietas inoculadas con 500
» g de Bacillus thuringiensis GM-7 a GM-12 por ml.

de dieta.
F. Tabulada

F.V. G.L. S50C. C.M. F. Cal. 0.05 0.01
Tratamientos 7 466.975 66.710714 130.16725**  2.32 3.25
Erxor 32 16.40 0.5125
Total 39 486.375

** = Diferencia altamente significativa

C.V. = 0.0275403

TABLA 15, An&lisis de wvarianza para larvas de Heliothis virescens
que sobrevivieron en dietas inoculadas con 500 g de
Bacillus thuringiensis GM-1, GM-2; GM-13 a GM-19 por ml.

de dieta.
F. Tabulada

| G.L. S.C. C.M, F. Cal. 0.05 0.01
Tratamientos 10 665.38182 66.53812 292.76804%** 2.05 2.75
Exror 44 10 0.2272727
Toral 54 ©75.38182

** = Diferencia altamente significativa

C.V. = 0.0161293
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HD-1; 29.33, 30.66 y 75.99% de mortalidad respectivamente; los
tratamientos menos activos fueron el 3 y 6; GM-9 y GM-12 con

5.33 v 3.99% de mortalidad.

En el experimento II los tratamientos 9 y 8; GM-1 y HD-1
fueron los gue presentaron mayor actividad con 45.33 y 73.33%
de mortalidad larval, el resto de los tratamientos reportaron
una alta sobrevivencia de larvas habiendo tres tratamientos
gue se compararon con el testigo por su nula actividad con
respecto a la mortalidad larval; estos fueron los tratamien-

tos 3, 4 vy 7; GM-15, GM-16 y GM-19.

4.4. Discusidn general.

Aungue se tuvieron diferencias significativas tanto en
la reduccidn de peso, reduccidn de la longitud y porcentaije
de mortalidad en ambos experimentos, los resultados antes des
critos no son del todo satisfactorios, va gue segun Dulmage®*
para gue una cepa sea aceptable en términos de actividad in-
secticida, necesita producir una mortalidad del 100% a la do-

sis de 500 pg/ml de dieta.

La falta de actividad de las cepas probadas es muy difi-

cil de determinar, pero una causa puede atribuirselzs a la

* Comunicacidn personal.
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constitucidn genética de las cepas, las cuales producen g -
endotoxina con un espectro de actividad gue no afecta a las

larvas de H. virescens y si es activa contra otras larvas,

citado por Dulmage (198l) y Dulmage y Aizawa (1982). Demos-—
trado posteriormente por Martinez (1983) el cual encontrd
una mortalidad hasta de un 100% en estas mismas cepas, sblo

gue probadas contra Trichoplusia ni.

Otra de las causas a las gue puede atribuirsele la falta
de actividad es a gue los componentes utilizados en la fermen
tacidn para la obtencidn de las cepas, fueron incapaces de
proporcionar actividad como lo cita Ochoa (1983). Los compo-
nentes utilizados para producir los extractos fueron: Dextro-
sa, harina de soya, liguido de remojo de maiz y CaCO3 siendo
estos componentes baratos pero probablemente incapaces de ca-
talizar actividad a las cepas utilizadas y especificamente

contra la plaga probada.

Castro (1982) reportd gue sin CaCO5 en la cepa GM-1 con-

tra larvas S. frugiperda produjc mayor mortalidad gue en pre-

sencia de CaCO3, reportando lo contrario en larvas de T. ni

con la cepa GM-2.

Murga (1983) demostrd que en ausencia de jugo de agave se

tenia mayor potencia de la cepa GM-2 contra T. ni, siendo con-
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trario contra H. virescens. Demostrando finalmente gque depen-

diendo del medio utilizado varia la potencia de la cepa en

una plaga

Como
verdadera
ticida en

que estas

determinada.

se puede observar es dificil determinar cual es la
causa por la cual se presentd poca actividad insec-
estos experimentos, yva gue cabe la posibilidad de

cepas con estos medios sean activos contra otra pla

ga. Como lo demostrd Martinez (1983). Pudiéndose también rea-

lizar cambios en los componentes utilizados en la produccidn

de las cepas teniéndose asi mejores resultados, por lo cual

es necesario seguir estudiando diferentes medios de cultivo

asi como probar contra diferentes plagas, determinando asi

con mayor

da una de

exactitud la verdadera actividad insecticida de ca-

las cepas.
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ANEXO

El presente anexo se suscribe con la finalidad de orien-
tar y aclarar sobre el origen y taxon de los extractos de

Bacillus thuringiensis utilizados en el presente estudio.

Los extractos denominados arbitrariamente Gm-1, GM-2,...
cese. GM-19, son aislados de suelo y fueron obtenidos por el
Laboratorio de Microbiologia Industrial de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas, de la Universidad Autdénoma de Nuevo Ledn.
Algunos de estos extractos han sido identificados por pruebas
bioguimicas, de antigeno-flagelo y elisa, correspondiendo a

las siguientes variedades y serovares.

Extracto Variedad Serovar

GM-1, GM-6, GM-~7, colmeri 20
GM-8, GM-9, GM-10

GM-2%* galanensis -
morrisoni 8a 8b
GM-3 sotto 4a 4b
GM-4 kumanotoensis 18
GM-5 ostriniae 8a 8c

* A(ln existen discrepancias, ya que algunas pruebas coinciden

con morrisoni 8a 8b.
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Los extractos GM-1l a GM-19 atn no han sido identifica
dos por el Laboratorio de Microbiologia Industrial y Labora

torio de Inmunologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas.



5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

l.- Las cepas que redujeron mas los pesos larvales fue-
ron: GM-7, GM-8, GM-10, GM-1ll y GM-12 con ©3.18, 91.27, 95.44,
92.30 vy 91.27% respectivamente. Sin embargo, cabe aclarar gue
la cepa HD-1-S-1971 y la cepa GM-l redujeron mas los pesos de
las larvas, ocasionando mayor mortalidad, por lo cual no fue
posible tomar datos para analizarlos estadisticamente. Obser-
vando las minimas reducciones de peso en las primeras cepas,
se hace necesario realizar experimentos preliminares para de-

tectar la inactividad de las cepas a probar.

2.- Las cepas HD-1-5-1971 y GM-1 redujeron el tamafio lar
val en un 73.39% (X) y un 64.13%, siendo estas las mas acti-
vas, en el resto de las cepas se registraron reducciones del
60.27 hasta de un 0.65% en la cepa GM-16, siendo esta la me-
nos activa. Recomendandose estas mismas cepas contra otras

especies de lepidopteros para asl determinar su actividad.

3.- El1 estandar internacional HD-1-5-1971 variedad kurs-
taki supero en actividad a todas las cepas, produciendo una
mortalidad de un 74.66% (X), siguiéndole la cepa GM-1 con
45.33% de mortalidad, en el resto de las cepas se registraron
mortalidades desde 0 hasta 30.66%. Recomendandose incrementar

el tiempo de exposicidn de las larvas de 3 a 7 dias en la die
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ta inoculada con Bacillus thuringiensis, siendo esto para ob-

tener una visidn mds exacta sobre la actividad de la cepa de

B. thuringiensis a usar.

4.~ Al evaluar la toxicidad de cada una de las cepas
se concluyé gue ninguna de las cepas probadas fue lo suficien

temente activa contra Heliothis wvirescens, siendo incapaces

de producir mortalidad superior al 90% con la dosis probada.
Recomendandose ensayar las cepas desarrolladas en otros me-—
dios de cultivo, variando fuentes de carbono y/o sales para

aumentar con esto la actividad de las mismas.

5.- La verdadera actividad insecticida de las cepas

probadas de Bacillus thuringiensis no puede predecirse, va

gque esta depende de: la constitucidn genética de la cepa, com
ponentes usados para la obtencidn del extracto, condiciones
de fermentacidn, el insecto utilizado en el estudio y algunas
mas, necesitandose realizar un estudio mads completo para de-

terminar con exactitud la actividad insecticida de cada cepa.

6.- Se requieren efectuar evaluaciones econdmicas sobre
los costos de produccién de las cepas obtenidas a partir de
medios de fermentacion baratos, como los usados en la obten-
cidn de las cepas incluidas en este estudio. Esto, con el fin

de considerar si la diferencia de mortalidad aungue sea sig-
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nificativa, correlacionandola con los costos de produccidn

puede no serlo.

7.—- Bungque la mortalidad fue baja para todos los trata-
mientos, como se sefiald anteriormente, es de consideracidén la
disminucidén en el peso y longitud larval, lo cual indica que
es posible deducir, gue puede haber una diferencia marcada si
los experimentos se hubieran realizado en el campo, dado gue
la reduccién en mas de la mitad en peso y longitud de algunos
tratamientos, hacen pensar en una mayor susceptibilidad de
las larvas hacia factores climidticos inestables, par&sitos
predatores, competencia especifica e interespecifica y otros

factores; gque bajo condiciones de laboratorio son controlados

por los bioensayos.



6. RESUMEN

El presente trabajo fue realizado en el Laboratorio de
Cria Masiva de Insectos de la Facultad de Agronomia de la Uni
versidad Autdénoma de Nuevo Ledn, en el cual fueron controladas
las condiciones ambientales como: humedad, temperatura y foto

periodo, por medio de un vaporizador, calentador eléctrico y

lamparas de gas neon.

El disefio experimental fue un completamente al azar, con
8 tratamientos para el primer experimento y 1l tratamientos
para el segundo experimento. Para ambos experimentos se reali
zaron 5 repeticiones. La unidad experimental consistid de 15

larvas de Heliothis virescens de primer instar. Las variables

de estudio fueron: peso larval, tamafio larval y porciento de
mortalidad. Se utilizd una dosis GOnica de 500 g/ml de dieta

artificial,.

Siendo el objetivo evaluar la toxicidad del complejo -en

dotoxina espora de los serotipos de Bacillus thuringiensis ob-

tenidos a partir de extractos enmedios de fermentacidn.

Los resultados del porcentaje de reduccidn de peso, por-
centaje de reduccidn en el tamafio larval y porcentaje de mor-

talidad variaron de: 60.72 a 95.44%; 23.50 a 70.83% y 5.33 a
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75.99% respectivamente en el primer experimento y de 6.77 a

48.90%, 0.65 a 75.95% y 0.0 a 73.33% respectivamente en el se

gundo exper imento.

Finalmente se concluye de gue las cepas probadas la gue
se comportd mas activa fue la cepa GM-1l y el estandar interna
cional HD-1-5-1971. lLas cepas GM-7, GM-8, GM-10, GM-11 y GM-1l2
redujeron considerablemente el peso larval y el tamafio de las

larvas, sin embarga, no fueron capaces de producir una morta-

lidad alta en las larvas tratadas.
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