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INTRODUCCION

Desde que el hombre comenzd a desarrollar la agricultura,
como el camino a seguir para asegurar suw sobrevivencia v con ello
su desarronllo social y cultural, ha tenide que sostener una
constante lucha contra insectos, roedores Yy microorganismos, para
evitar gue da¥den su alimento. En escritos antiguos abundan
refencias a la depredacidén por insectos, enfermedades de plantas
y diversas contaminaciones de cosechas, e igualmente mencionan
algunos principios bésicos ‘de agricultura, para evitar 1los
prohlemas antes mencionados, tales como €l barbechado peridédico
de las tierras, desviacidn de pestes con sulfuroc y la utilizacisn
del humo. Mi&s recientemente en el sigle pasado (31), sobreviene
un incremenio en la wtilizacidén de diversas sustancias en la
agricultura, siendo de gran utilidad sustancias inorganicas como
el sulfuro de celcio y el sulfato bisico de cobre.

Aunque ya se conocian y se usaban algunas sustancias organicas
en estado de refinamiento muy escaso, no es sino hasta 1240
cuando se inicia &1 uso generalizado de diversos compuestos
organicos, los mas importantes de estos descubrimientos fuerdn el
D.D.T. por Muller en 1939, ] 2.4.D. Patente Jones en 19458, el
hexacloruro de benceno en Inglaterra y Francia y 1los esteres
-fosféricos organicos por Schader. Estas nuevas sustancias fueron
mucho mas potentes en su actividad bioldégica que éodas sSus
predecesores, muy rapidamente desplazaron a casi todas las

sustancias que hasta entonces se usaban (31).

El usn de plaguicidas en México y en general en todo el mundo,



se ha incrementado debido a la urgente necesidad de elevar la
produccién agricola para la exportacién vy el consumo local.

Existen pocos datos sobre las pérdidas de granos debido a
plagas, sin embargo, algunos estudios indican pérdidas del 6rden
del 25 al 3J0%Z en el periodo de poscosecha, otros estudios tanto
nacionales como internacionales, nos muestran los altos niveles
de pérdidas en granos, algunos de estos datos son los siguientes:

De acuerdo & un reporte de 1a FAD en 1948: las pérdidas de
granos vy arroz alcanzaron cerca de 33 millones de toneladas,
suficientes para mantener alimentadas a 150 millones de personas
durante un afo. Se estimdé que por lo menos el S0 de esta pérdida
se debia a los insectos. En 1950 Ramirez Genel demuestra que en
Chapingo, México, se perdidé un 3I0% de maiz cacabuazintlie por la
infestacién de insectos de almacén antes de la cosecha vy en
' Cotaxtla, Veracruz, la infestacién de maiz criollo llegé hasta un
717 (38).

En una reunion del Sistema Alimentario Mexicano (SAM) y otras
Instituciones dedicadas a la alimentacidén en México en 1981, se
dijo que en México se perdieron 47,000 millones de pesos en
alimento de los cuales 9,484 millones de pesos correspondian a
pérdidas en granos y cereales, las pérdidas de alimentos para
1982, se predijeron en unos 70,000 millones de pesos. En ese
mismo affo en una reunidn ‘nacional’ sobre tecnologia para
produccién de proteinas y sistemas modernos de apoyo la CONASUPO
asegurd que existia un 10.9% de pérdidas de grano de poscosecha
en el pais, y que 2.57% de esas pérdidas eran debidas a insectos y

microorganismos(39).




En el afio de 1979, un ano de sequias, heladas y plagas, provocé

el gque se importaran 10 millones de toneladas de granos basicos.
En 1982 la produccién de cultivos basicos se redujo en 4.2

millones de toneladas, con recspectoc a 1981, Yy las importaciones

requeridas en 1983 rebasaron por mucho esta cifra (se importaron
8.3 millones de toneladas), que representa una cantidad de 1,700

millones de délares para ese afo. Ademds para garantizar el

abasto de alimentos en 1984, =e financid un credito para su
adguisicion gue o=cilaba entre los 1,500 a 2,000 millones de
délares, de eesta forma se asequré la reserva de granos basicos

para 1984, todo lo anterior debido a la insuficiente produccién
nacional agricola(31).

En la actualidad se usan un gran numero de plaguicidas adema&s
de otras medidas para cbtener uwna produccién agr;cola elevada en
las cosechas, sin embargo, &l abuso y las deficientes técnicas de
su aplicacibn, causan problemas de contaminacidn en los
aiimentos, agua y medio ambiente. Ademas, el espectro de accidn
de estos plaguicidas es muy amplio, por lo tanto, no solo
ccasionan un efecto torxico sobre las plagas que se requieran
atacar, sino también afectan la flora y la fauna benéfica de
tales cosechas. Otro problema, en las poblaciones de insectos, es
la resistencia genética gue desarrcllan a los plaguicidas. Esto
hace necesario utilizar el mismo plaguicida en cantidades cada

vez mayores o aplicar nuevos productos, quizd mas ténicos. For lo

anterior se debe poner en practica la actual legislacion

c.ambiental para controlar y especificar el uso de plaguicidas.

El promedic de persistencia de la mayoria de los plaguicidas

organoclorados s apréximadamente de 3 a 10 afos (31). Literatura




reciente revela que el paratién y el diazinén persisten también

en el medio ambiente por varios meses. Estudios sobre deteccion

de residuos de pesticidas y sus productos téxicos en diferentes

alimentos, agua, suelo, aire y 1la concentracién de algunos
pesticidas en las cadenas alimentarias, han sucitado atencidn

concsiderable, por el hecho de que algunos plaguicidas se han

reportado como cancerigenos y mutagénicos(3I1).

El hombre debzrrd buscar diferentes alternativas para poder

controlar diferentes plagas gque atacan las cosechas y los granos

que almacena y también para protegerse y no dafar a la poblacidén

animal y vegetal que le s Gtil, asi como mantener un medio

ambiente 1o m&s puro posible, excento de residuos ténicos de
plaguicidas.

Es necesario también una vigilancia estricta y un monitoreo de
diversos residuos toxicos para una identificacién Y
cuantificacion de ellos, para lo cual se requieren estudics mas

profundos en los cuales se podrian utilizar diversas técnicas

bioguimicas < espectrofotometriay cultivo de organi smos
hipersensibles a plaguicidas, etc. V.

Actualmente, en todo el mundo y principalmente en los peises con
un alto nivel cientifico y tecnolégico 1la busgueda de
alternativas para el control de plagas forestales, de cosechas o
de granos en almacenamiento, es un reto, pero al mismo tiempo una
necesidad wgenteg dade la enorme cantidad de dinero y alimento
gue e pierde & nivel mundial. Este nuevo tipo de alternativas se

basan en &l contrel fisico y biolégico de plagas (3B,48).

El control fisico de plagas se basa en la idirradiacién durante




diferentes etapas de desarrollo del insecto, Yy pueden ser los

siguientes:

1) Rayos Gamma, 2) Rayos "X o 3) - buzolazer. de argén y neén
4) Radiacién ultravioleta, B):  Cambios' de  temperatura vy &)

Atmésferas control adas..

El control biolégico esrsin, los métodos

fisicos, porgque tiene mu:has?*#dmeSsde: aplicabilidad, y 1a
mayoria no requiere de equipos sofisticados de dificil manejo vy
costo elevado. Algunos de ellos son los siguientes:

1 Utilizaciéon de enemigos naturales, sean estos pardsitos o

depredadores, por ejemplo se utilizan hymenopteros, nemdtodos,
hongos o algunos otros organismos.

2) Seleccionandeo variedades de plantas resistentes al ataque de

insectos. por ejemplo, seleccionando los granos mas duros, con
ello &1 insecto tendrd mds dificultad de dafar y penetrar el

endospermo.

3) Contirol microbieldégico. En este se puede utilizar divercos
microorganismos como las bacterias, hongos, protozoarios y los

virus.

Flagas de Granos Almacenados

De los 26 érdenes que integran a 1a Clase Insecta solamente

-

=2 gson  considerados comoc verdaderas plagas  de importancia
econdmica en los granos almacenados éstos son los coledpteros vy
lus lepidépleros.

El da®o gue producen los insectos a los granos se ha clasificado

en directo e indirecto. El dafo directo consiste en la

destruccién del grano por &l insecto con fines alimenticios o de

S




oviposicién. For otra parte tanto los cuerpos de los insectos al

morir asi como sus excretas contaminan al grano haciéndolo

inaccesible como alimento, vya que en estas condiciones se pueden

desarrollar algunas bacterias patédgenas para el consumidor. En

algunas ocasiones puede tener un aspecto dessgradable y originar

pérdidas econdmicas considerables como en el caso de la seda que
producen las larvas de 1las "palomilla del higo” Ephestia

cautella, Walker o la "palomilla indiana de las harinas” Plodia

interpunctella, Hubner ((39).

El dafo indirecto es el producido en el calentamiento del Qrano

por el metabolismo de los insectaos, lo cual origina un mal olor
debido al desarvollo de microorganismos que se encuentran en un
medio favorable de temperatura y humedad para su desarrollo.

Los dos tipos de dafo demeritan considerablemente tanto el poder
germinativeo de las semillas como 1a calidad y cantidad del grano,
inaceptable para el consumo alimenticio o industrial.

También se puede identificar a los insectos por €1 grado de dafo
que  producen, de esta forma son plagas primariss aguellos
insectos .que logran romper la cubierta externa del granoc vy se
alimentan de todo &1 grano o cuando leos adultos depositan sus

huevecillos sobre el grano y al nacer la larva, ésta lo perfora

alimentandose de su interior. Las plagas secundarias son aquellas
ezpecies de insectos que se desarrocllan un# vez que &1 grano ha
sido daWado mecanicamente o  por las plagas primarias,
generalmpente se desarrollan entre las harinas y granos rotos
perforados por los insectos primarios (39).

Entre los insectos que atacan a los granocs almacenados sélo los




lepidépteros pueden ser controlados biol égicamente por medio de

bacteria Bacillus thuringiensis.

La mayoria de los coledpteros, algunos de los que constituyen

plagas muwy importantes de granos almacenados como por eljemplo

Ehizopertha dominica Y

Prostephanus truncatus, no son

- susceptibles & la accidn patdégena de B. thurinaiensis.

En la literatura (5,29), .se reportan pocos ejemplos de insectos

coledbdpteros susceptibles a la acecidén de B.__thuripgiensis, de los

cuales ninguno es considerado como una plaga importante. FPor 1o

tanto, el grupo de interés son los lepidépteros. A nivel mundial

son  més de 100 especies de estos insectos contra los que se  han
probado diferentes cepas, de B.thuwingiensis incluyendo
productos comerciales), obteniéndose resul tados mas que

aceptables.

l.os lepidiopteros son plagas de cultivos de cereales, hortalizas;

plagas forestales; de granos y productos al macenados.

En Ménico hay m&s de 20 plagas de insectos lepidépteros con

importancia econtmica. Hay plagas forestales y de &arboles

frutales por ejemplo Hyphantria cunea, la mayoria son de cultivos

de cereales y hortalizas por ejemplo Heliothis :ctea, Estigmene

acrea y Irichoplusia pi (43).

Entre 1las plagas de granos productos almacenados con  mayor
=] Y

importancia econdmica en Méduico se encuentran las siguientes:

Ecspecie Mombre comdn en Mékico

Sitotreoga cerealella

Falomilla dorada de los cereales

Producto que ataca: Arroz, sorgo, maiz, cebada y trigo.



Ephestia kuehniella

Falomilla mediterranea de la harina

Producto que ataca: Semillas, nueces, frutas secas y harinas de

cereales.

Ephestia elutella © ‘Falomilla del tabaco o del cacao

Producto gue ataca: Tabaco, cacao, nueces, cacahuate y harina de

cereales.

FPlodia interpunctella FPalomilla indiana de las harinas

Producto que ataca: Harinas de cereales, frutas secas, cacahuate

y cereales.

Ephestia cautella Palomilla de la fruta seca
ot

Froducto que ataca: Cereales, semillas de oleaginosas, higo,

cacao y especias.



TAXONOMIA, RIOLOGIA, IMFORTANCIA Y CONTROL DE

Ephestia cautella ( Walker ).

1) Posicidn taxondmica

La palomilla de la fruta seca o palomilla del higo se conoce
cientificamente con el nombre de Ephestia cautella ( Walker 3 Y

corresponde a la siguiente clasificacidén taxondmica (10):

Clase: Insecta

Sub-—clase Fterygota

Orden: lLepiddptera

Sub-orden: Frenate ( Microlepidéptera )
Super—fam: Fyralidoidea

Fainilias FPyralidae

Sub—fam: Phycitinae

Géneré: Ephestia ( = Cadra >

Especie: E.cantella

Ségﬂn las caracteristicas obhservadas, se comprobdé por medio  de
las tablas de clasificacidn para adultos( Rorror y Delong,1954 )
su posicién taxondmica dentro de 1a Ffamilia Fyralidae. La
clasificacién para el génerc y 1a especie se haséd en algunas

.referencias; Coronado (10), Imss (23) y Loaiza (29) en los cuales
se mencionan las caracteristicas distintivas de la especie. Fara
confirmar la clasificacidén de 1la especie, también fué

identificada personalmente por &l M.en C. Mario Ramirez Martinez.
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2) BRioleogia de Ephestia cauntella

La palomilla adulta rehiye 1la luz intensa y durante el dia
reposa en lugares oscuwos. Los huevecillos son depositados sobre
los costales en donde se encuentran almacenados los granos o los
dejan caer por los agujeros entre las fibras de los sacos.

Las palomillas adultas, que no se alimentan, tienen una
longevidad de 6 a 12 dias y &1 numero de huevecillos que puede
poner una hembra varia de acuerdo con su fecundidad, algunas
puseden tener hasta 3JI00 huevecillos por postura encontrandose
posturas inferiores de 120, 80 y &0 huevecillos(39).

Las heabras ovipositan normalmente dentro de los tres o ceis
dias de haber salido del capullo. La larva e desplaza libremente
entre el producto almacenade elaborando gran cantidad de finos
hilos de seda que producen apelmasamientos del grano y también lo
contamina con sus deyecciones dando un  aspecto repulsivo. La
larva =se alimenta primero del embridn, pero a medida qgue va
crecienda,se alimentara de todo el grano.

Antes de pupar, las larvas salen del producto almacenado
arrastrando tras de =i un delgado hilo con &l que finalmente teje
uwn  capullo de sedaa, en el cudl se lleva acabo la pupacién.’
FPosteriormente la pupa dard origen a un adulto. La wvida del
adulto dependerd de las condiciones de temperatura y humedad
presentes, encontrindose gue presentan una longevidad corta (&6 a
12 dias). Su distribucién es cosmopolita(3o).

Los productos que son mas frecuentemente atacados por este
insecto son las frutas secas, nueces, cacahuate, cocoa, higo,

arroz, maiz, semilla de algoddén y harinas.

10




F) Historia y Morfologia.

ta descripcién original de Ephestia cautella fue hecha por

Francis Walker en 1863 en especies provenientes de Ceilén

clasificdndola comp PFPempelia cautella. Fosteriormente fue

redescrita por Zeller en 1867 de especies provenientes del Cairo,

Egipto, clasificandola como Ephestia cahiritella.

Subsecuentemente fue redescrita en 1875 por  Rarret gquien la

designo con el nombre de Ephestia passulella. Segun nomenclturas,
las especies son ahora reconocidas como Ephestia cautella Walker,

con 1los siguientes sindénimos: E.cahiritella Zell, E.passulella

Barr, y E.desuctella Walk. (29).

La siguiente descripcioétn del huevo, larva, pupa y adulto fué

hecha por Barret (23,2%9):

Huevo: es blanquecino cuando es puesto  inicialmente, pero se

torma en pocos dias ocre v frecuentemente juste antes de 1a

eclosién de la larva se pone en parte color naranjia. Su forma es

oval frecuentemente con un pezén distinguible en una extremidad.

La superficie es subopaca Fuertemente rugosa, las arrugas

longitudinales son gruesas, cortas y arregladas en varias hileras

irregulares alternadas, cerca de 24, y con 1las arrugas

transversales mas peqguefas, dando una apariencia reticulada.

Larva: de forma cilindrica, el diametro del cuerpo es casi seis

veces su anchura, generalmente de forma similar a E.kuebhniella.

Color grie claro, verde pé&lido o blanco con manchas rosadas

spbrepuestas arregladas en hileras longitudinales, mas o fmenos

11
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definidas sobre 1a parte dorsal. Superficie muy finamente
granul ada. Cabeza de cplor ocre oscureciéndose hacia las piezas
bucales. Flaca tord&xica (Escudo cervical) de forma similar a la

de E.Kuehniella pero mas oscuralhacia la parte anterior y mucho

mis pscura tirando al neg?b a.la 'parte posterior. Puntos
piliferos y verrugas pare;fd “de E.¥uehnieglla, pero todos
los puntos son  de coldf Hégfd,-'ﬁés grandes Yy mas visibles.
Hileras laterales vy veni?ﬁlgiérgiéévperfectamente visibles, 1los
cuatro pares de hileras presentes en la cara dorsal arregl ados
en franjas rosadas, con una apariencia obviamente estriada.

Todo &1 cuerpo pigmentado de un color rosado o sin pigmentacidén
presentando un color blanco; mandibulas con tres dientes.

Una larva de 10 mm de longuitud cuando se extiende mide 12.5 mm
y cuando se contrae B.S mm .

Fupa: de color clare y mide de 7 a 8 mm de longitud,
aproximadamente cuatro veces el largo del ancho.

Adulto: alas anteriores angostas, especialmente en la base.
Lébulo costal con un amplio penacho de escamas. Alas anteriores
de color cafe claro con un tinte amarillento, escamas grandes vy
gruesas, facilmente desprendibles. La primera linea transversal
es de un tercio de la longitud del ala, de color osSCUIra, bien
definida, recta vy ligeramente oblicua. La segunda linea es
oblicua, y paralela & 1los dos puntos situados en la regidn
discal, oscura vy poco distinguible, con peli}los oscuro
amarillentos. Alas posteriores blancas con escamas dispersas
oscuras y un tenue margen café, con pelillos blancos. Macho cbn
un  penache de escamas color ocre en la base. Cabeza, antenas,

palpos, térax Y sbdomen de color oscuro amarillento. Antenas

12



simples y engrosadas hacia el segmento basal. La expansidn al ar

alcanza de 14 a 20 mm.

4) Control Quimico

La palomilla de la fruta seca Ephestia cautella es combatida
por diversos incsecticidas quimicos. Entre los mds usados en
México podemos encontrar los siguientes:

Malatiodn: Puede aplicarse en forma liquida o en polvo.

Malatién + Piretrinas: Su aplica:ién es en forma liquida, vy
aplicado a muy bajas concentraciones.

¥ Lindanos: El uso de este insecticida es restringido dada su
toricidad, su aplicacién deberd ser a muy bajas concentraciones.
Bromuro de metilo: Su aplicacién es en forma liquida o gaseosa
como fumigante; es utilizado en forma especial para el combate de
plagaslque atacén el maiz. V

Fosfuro de Zinc: Se aplica en forma de tabletas sélidas, en forma
general para &l combate de diversas plagas que atacan diferentes
granos y productos almacenados.

Fosfurc de Hidrdgeno (Fosfina): Se aplica en forma de tabletas,
seguido despues de un cierto tiempo de aplicacidn, por una

aereacidon total.

¥ Lindano: 1, Z, 3 4, =M &, Hestaclorociclohexano. Es un
compuesto muy téxico para el hombre, la intoxicacidén puede
ocurrir por ingestién, inhalacidn o por absorcién percutanea. Los

sintomas mas frecuentes son: vértigos, dolor de cabeza, nauceas,



vomitos, diarreas, convulsiones y un debilitamiento general. Los
vapores pueden irritar los ojos, nariz y la garganta. En algunos
animales se ha observado daio hep&tico.
Esta sustancia vy sus. icoméros ham sido enlistados como
carcindégencs en "The Séénndrﬁnnuél Report on Carcinogens” (35).
lLos fosfuros tieﬁen“ é1 incnnveniente:de que dejan residuos

toxicos por 1o menos durante 2 o 3 semanas.

En general en la utilizacidn dé todos estos  insecticidas se
deben tener las precauvciones pertinentes, para lo cual es
necesario que se usen en forma correcta y oportuna. Para su
emplec deben consultarse las instrucciones mencionadas en la
etiqueta de cada producto, y deben extremar precauciones 1las
personas que 1o van a aplicar, teniendo éstas equipo y vestimenta

apropiada.
5) Control Rioldédgico

En el combate biocldgico de Ephestia cautella se han

uwtilizado dos métodos:

1) Produccién de variedades de semillas resistentes al ataque de
plagas. Este  método se utiliza en forma general para proteger a
los semillas de diferentes plages de granos almacenados, pudiendo
ser estos lepiddéptercs o coledptercs. Lag variedades de maiz,
trigo, frijol y otros granos y csemillas, presentan diferente
grado de csusceptibilidad & las plagas, encontrandose gue 1los
granos mas durnsA y de alto contenido proteico son mas

resistentes.

14



II) Uso de pardsitos o depredadores de E.cautella. En este caso
tenemos el uso de virus, bacterias, hongos e insectos (enemigos
naturales).

Entre 1los insectos gue se emplean para este tipo de control se
puede citar a la avispa Decorgilla canescens, que es en general
un depredador de las palomillas (47). Otra avispa muy benéfica es
el adulto de Bracon hebetor, que ataca a las larvas. Esta avispa
actda paralizando a la larva, picandola con su ovipositor varias
veces. Los huevecillos son depositados dentro del cuerpo de 1la
larva y cuando emergen las larvitas de la avispas s& alimentan
de los tejidos del huésped y por lo tanto este muere (18).

La chinche Xylocorig +f£lavipes previene el incremento de 1la

poblacidn pues se ha observado gue pusede alimentarse de los
huevos y las larvas de diferentes especies de palomillas (47).

También se han realizado estudios utilizando diferentes virus,
en particular utilizando virus granulosos combinadeos con la
‘bacteria entomopatdgena Racillus thuringiensis (24&).

Dtros e;tudios se han basado en la uwtilizacion de ciertos hongos
del género Fenicillium, para la produccidn de micotdxinas en
contra de especies de lepidépteros de granos almacenados. Los
efectos que se han observado ccasionados por estas micotérinas
son: una prolongada pupacidén, wna reduccién en la fertilidad y
una alta mortandad de larvas (49).

Entre 1los métodos de control biolégico més atractivos estad el
microbioldégico, principalmente e1 gque se basa #n el uso de 1a

bacteria entomopatégena Racillus thuringiensis. A partir de que

se comprobé gue esta bacteria afecta particularmente a



lepidopteros y dipteros, son muchos los estudios efectuados

(15,20,24,42) en los cuales se han reportado excelentes

resultados. En particular en el caso de Ephestia cautella, ha

quedado conprobada la susceptibilidad de esta plaga a la accién

de diferentes cepas de B.thﬁringiensis (25,33). Esta bacteria ha

sido extensamente evaluada en pruebas de 13bhoratorio vy en

almacenes, demostrando ser efectiva para prevenir infestaciones

en granos almacenados, tales como trigo y maiz. Sin embargo, la

utilizacién de diferentes cepas de R.thuringiensis, e incluso la

produccidén a nivel industrial de esta

realizan los paises mas avanzados en el aspecto

bacteria solamente 1l1la

cientifico vy
tecnolégico.
En Ménico hay pocos antecedentes, sobre el uso de

B.thuringiensis, En 1a Direcciodon de Sanidad Vegetal, dependencia

de la SARH, s han utilizado insecticidas bacterianoss en el

Instituto Tecnoldgico vy de Estudios Superiores de Monterrey,

Nuevo Leon, México, existe un grupo trabajando en este campoj

ademas en 1la Escuela Nacional de Agricultura, en Chapingo,

México, se han realizado investigaciones utilizando productos

bioclégicos (29,458). Sin embargc en todos los casos, estos

trabajos de investigacion s han realizado uwtilizando

preparaciones comerciales de produccidén extranjera.

Es necesarioc e importante poder iniciar programas de investiga—

cidn con el fin de poder desarrollar una tecnologia propia y ser

capaces de producir pesticidas bacterianos como peodria ser el
B.thuwringiensis, utilizando materias primas de produccién

nacional, de esta manera poder combativ diversas plagas de

lepidopteros, considerados de importancia econdmica en México.
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Bacillus thuringiensis

1) Posicidén Taxondmica

La  bacteria Bacillus thuringiensis (Eerliner) se encuentra

situads tarondmicamente de la siguiente manera (1&6):

Clase: Schizomycetos
Orden: V Eubacteriales
Sub—orden Eubacteriiaene
Familia Bacill aceae
Genero Racillius

Especie B.thuringiensis

~

2) Caracteriéticas de las bacterias entomnpétégenas del géneroc

Racillus.

Las especies de este género son células &n forma de bastén,

algunas veces formando cadenas, capaces de producir endoesporas

que les permite permenecer en estado de latencia(20). La mayoria

de las especies de este género son versatiles quimiotréficas,
capaces de usar un rango considerable de compuestos organicos
simples. Atacan unma gran variedad de sustratos por medio de

enzimxs, las cuales son excretadas dentro del material

circundante a la célula bacteriana. La funcién  de estas

expenzimas s la de reducir los compuestos mads complejos a uwnos
mids solubles para ser asimilables, y puedan pasar continuamente

la pared célular (44).
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Aungue l1a mayoria de las bacterias formadoras de esporas son

mesofilicas, con temperaturas éptimas en un rango de 28 a 42°C,

el grupo puede incluir un namero de especies termofilicas,
.caracterizadas por una temperatura é4ptima de &2 a 65°C, e
incapaces de crecer en temperaturas menores de 45°C (37).

El término cristalifera ha sido aplicado & un buen ndmero de

estas especies que ademds de la endoespora, producen también una

inclusion caracteristica de celulas que sSe encuentran

esporul ando(20). La forma de la inclusidén varia considerablemente

entre las especies, & dgualmente es diferente entre sus
variedades. Hannay (19 sugiridé el término cuerpo paraesporal
para mencionar la inclusidén, que puede permanecer junto a 1la
espora, pero en algunas variedades también se ha observado que

estd separada, y que s# forma durante la gsporulacién.

3) Esporulacion

La esporuiacién es la transicioén de una célula vegetaltiva a
una espnfa latente. Este proceso ha sido considerado como el
ejemplo mads sencillo del proceso de diferenciacion célular.

Las esporas son células altamente deshidratadas que se forman en
el interior de algunas bacterias, principalmente de los géneros
Bacillus vy Clostridium, como respuesta a un medio ambiente
desfavorable. La formacidon de esporas normalmente ocurre después
de la fase de crecimiento logaritmico, este crecimiento cesa
debido V al agotamiento de nutrientes,. entonces en vez de
dividirse, cada célula producird una espora intracélular 11amada

endoespora (3.



Las propiedades mids caracteristicas de la espora bacteriana son

dos:
IY Su resistencia al célor,r a la luz ultravioleta, a los ravyos
"X", & los disolventes organicos, a muchas sustancias gquimicas y
a la desecacidén. l.a resistencia de la espora a 1los téxicos
quimicos estd en funcidén de la impermeabilidad de 1a pared de 1a
espora, su resistencia &l calor puede deberse & su estado de
intensa deshidratacion.
I1) Es capaz de germinar, es decir, puede volver a su forma
vegetativa original de desarrollo, con todas las propiedadeé
originales intactas, cuando se coloca wna vez mas en un medio
favorable. Aungue las esporas libres parece que Son
metabdlicamente inertes, contienen namarosas enzimas
potencialmente activas (16).

La morfologia de la formacidén de la espora y de 1a proteina
cristxlina estd bien establecida. En la figura 1 estan
represantados los 7 pasos gue s& han descrito como las etapas
morfolégicas de la esporulacién, reconocibles en microscopia

electrénica, de Bacillus thuwingiengsis (1).

Estadio I se Fforma un filamento auial, y parte de este se
destina para l&a espora. Estadio II se pliega la membrana célular
para formar el septo de la endoespora, envuelto por mesoscomas.
Estadio 111 hay un crecimiento coﬁtinuo de la membrana y en el
englopamienté de la endoespora, aparece el cristal parassporal .
Estadio IV se caracteriza por la formacién de 1a corteza e
incorporaci 6n del 4cido diaminopimélico a J1a corteza. Estadio V

se inicia la sintesis de la cubierta externa. Estedio VI finaliza



VI

Ee
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Fig 1. Etapas moricl)Sgicas durante el ciclo de vida ce

Bacillus thuringiensas. '

Nota: En alounas cepas de Bacillus thuringiensas la sinte-

sis de la proteina cristaliﬁa se lleva acabo junto & la

espora, € igualmente son liberacas conjuntamente, llamian-—

dose & ellc complejo espora-cristal.

sbreviaturas:

C, corieza; Ce, cubiertas externacs; Cr, cuerpo paraesporal

; Cv, cé&lvla veagetativa; Dc, divisibn célular; Ee, enclonea
re; El1, espora lirtre; Em, esSi0Ors macure;

Fa, filamerntc axial; M, mcscosomas; Mg, membrana plasnEt.céa

{ Pc, pared cé&lular; Pl, Prctefna cristalina libre; S, seg

to; Sc, Sintesis de la cubiliexrta. ’



lae sintesice de lae cubiorta, se forme el exosporio, y la espora
alcanza su maduracién dentro del esporangio. Estadio VII las
enzimas liticas -liberan tento a la espora como a la proteina

cristalina.

4) Formacidén Y caracteristicas.de'Léfproiéihé cristal

La existencia de  un 'cuerpd paraecporal en células de

Bacillus thuringiensis durante la esporulacison fue notada por

primera  vez por Rerliner en 1915 y  Mattés en 1927 qguienes
realizaron algunas observauioneé(E?), sin embargo se le dio poca
importancia. Mo fue =ino hasta 1953, cuando Hannay redescubrié la
‘incluaiun ettra—esporal, a partir de aqui le fue dada mayor

importancia por conocer su naturaleza y significado. Una ves que

conpirobdé que &1 cuerpo paraesporal | era un  ténico  para
lepidéptereos, se convirtidé en el centro de &tencidn. Se han
realizadno subsecuentes {Trabajos no  solo para comprobar (=31
patogenicidad en diferentes especies, =ino temhién para conocer
la biogénesis y su estructura fisica (373,

Se ha demopstrado que el cuerpo paraesporal o proteina cristal se
forsa principaimente durante los estadios ITT y N de la
ceporuwlacidn (273 .

Lloe estudice realizados por Lecadet (270, sugirieron wuna
relacidn con vespecto a las caracteristicas ficsicas de la
proteina cristal y una fraccidén de proteina de la cubierta de l&
ESpOra.

Con la ayuds del nicroscopio electrénice se ha obsorvado que 1a

proteina cristal es un cristal bipiramidal conr estriaciones
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paralelas & la base del plano del cristal (1), Ferc en algunas
especies tiene forma romboide o cuboide.

Norris (373, cita que ;en la mayoria de las variedades de

B.thuringiensic, }a"#qrﬁ#éiéﬁ,'de la espora y del cristal son
seguidas porl 1$~ a:ﬁéred del esporangio remanente,
liberdndo=e la'esﬁn r. sﬁél por separado en el medio de
cultivo, ademé= ,aéo-que el cristal esta afuera del

delicado EXDSprIUﬂ‘QL ‘a la espora.

lLa proteina  cristi & protdéxinag estd compuesta de una

glicoproteina dé uh,pgé molecular de aproximadamente 120,000,
Tierne mas de un 17z‘déﬁﬁitrageno y cuando menos 18 aminoacidos,
pero no contiene fés%orb;b‘Los carbohidratos consisten de glucosa
(3F.8%) Yy manosa (1.8%) . En un pH alcalino 1l1a protdxina se
zolubiliza y se activada por un meEcanismo asukolitico guie
involucra una proteésa inherente suwlfidrica que &activa & 1a

protdérina insecticida (&).

Le= cricstales s

it

han oblenido en forma relativamente pura,
libres de esporaz y células vegetativas por diferentes métodos
entre los que se incluyern centrifugacidn qi¥9rencia1, separaci dn
por flucrocarbdén & insctivacidn ultravicleta de la espora en una
mezcla de esporas y cristales. Cooksey (8), cita diferentes
métodos pars la prificaci dén de mezclas de esporas vy cristales.
El cristal se tiWe fa4cilmente con colorantes biolédgicos y con
{ac?]idad = observa con tinciones gram negstivaes o mediante el
minoscopio de contr aste de faces.

La prateina cristal posee une alta especificidad tdxica a muchas

especies de larvas de lepidépteros, debido a que =1 contenido del




intestino de 1a larva es en general alcalino, y cuando los
cristales ingeridps llegan al intestino se disuelven (13,30).

La viabilidad del cristal esta indicada por el hecho de que las

preparaciones - Secas’ de espo

s-cristales de BR.thuringiensis

pueden tener un 10 aWos (45).

(=] Forma,  de. cristalina de Racillus

thuringiensis.

El efecto de 1la pfotégaé’lﬁfistal sobre larvas de
lepidépteros ha sido bién estudiade. Heimpel y Angus (200,
demostraron pard&lisis intestinal con una serie de fotografias
uwtilizando -ayos"X", en larvas que habian ingerido sulfato de

bario y cristales de B.thuringiensis. En general se ha observado

una pardlisis bucal & intestinal en muchas especies, en algunas
ocltras sc ha demostrado una pardlisis general del cuerpo, 16 7

horas después de ingerir los cristales, como ocurre n larvas de

Comb v mori (24). &in ‘émbaﬁgm se  observan OLr oS cambios
histopatolégicos en el epitelio del intestino, junto con  1a
paralisis intestinal.

Ccn  baec en estudios realizados evperimentando en  diferentes
plagas de lepidipteros, se ha llegado . a la conclusidn de que 1a
forma de accion y la téxicided de l1a proteine cristal no ectida de
igual manera en las diferentes especries de lepidéptercs (7,24) .

La actividad téxica de los criziales s basa sobre ciertas
piropiedades del contenido  intestinal, tales como el pH3 la
secrecion de enzimas protecliticas; y la presencia de esporas

bacilares ingeridas simultaneamente con los cristales (7,30).
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De acuverde & 1la susceptibilidad especifica de cada especie
Heimpel Yy Angus (20), reconocieron 3 tipos principales
manifestando sintomas diferentes después de la ingestién de 1la

proteina cristal.

Tipo 1 representada por Bombi » mmrf. Frotoparce sexta, Y

Colias eurytheme (7,24) las cuales sufren uwna par&lisis general,

acompafada por un aumento en la alcalinidad de 1a hemolinfa, una
.dieminucidn del pH intestinal y destruccién del epitelio. Se ha
demostrado también que la permeabilidad del intestino medio es
alteradsa v la regulacidén de iones potasio dabada.

Tipo II1 incluye especiez tales como Hyphantria cunea (245,

Fieris rapae y Ephestia cautella (T, se ha demostrado que

el
efecto gue produce es una pardlisis intestinal. Los crigstales son
solubles bejo condiciones alcalinas y se disuelven despuds de la
ingestidén =n el intestino medio de la larvea. La pearalicis
intestinal detiene los movimientos peristdlticos causando 1la
obturacidn del alimento, por 1o tanto, la larva no podraA seguir
alimentiéndose; por otra parte, la proteins soclubilizada provocara
un desprendimiento del tejido epitelial que reviste al intestino,
se ha observado que el tejido afectado estd formado por 2 tipos
de células, las células columnares y las célules Goblet ¢ de
regenaracidn) (7,23, Los cristales afeclardn también a las
sustancias cementantes que mantienen a estas células adheridzas a
la pared, COmD COnNSEecuUeni &, el liguide intestinal puedes
mezclarse libremente con la hemolinfa, observéndose una ligera
dieminucidn del pH intestinal.

Tipo I11 se incluyen pocas espezcies, estan representadas por

—~e
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Ephestia kuehniella y Ostrinia nubilalis (7,20,24), son  poco

sensibles & la accidn de 1a proteina—-cristal por si solaj no
poseen urr pH intestinal muy alcalino o no contienen las enzimas
necesarias para activar‘,aijla protdéxina, por 1o tanto 1los
cristales sd6los nunca ;adsaréﬁ.reacciones fisinlégicas 1letales.

En este caso es necezariG . l1a accién combinada de los cristales

con las esporas para prbvdéé Un efecto letal. Se ha observado
que l1a proteina cristal indq;e algunos cambios fisioldgicos en el
intestino de 1a larva sin causarle efectos nocivos severos, pero
si un debilitamiento y +ésto combinado con los cambios
mencionados, favorece la germinacidén de 1la espora, y el
crecimientos de las células vegetativasg la muerte ocurre mas
ftarde comnm resultado de 1a invasidén de l1a bacteria en los tejidos

del cuei-po, cattsando una verdadera septicemia. En estas especies

también se administraron solamente esporas v tampoco =& han

obesi-vado efectos letales, por lo se concluye que se
requiere la accidn combinada de cristales y esporas para provocar
la toxicidad (7,30 .

Todas las investigaciones histopatolégicas indican que el sitio
primario de accidn de la proteina cristal es 1a regidén anterior

del intestino medio (B8).

6) Froduccidn de Bacillus thuripgiensis

La produccidén en el laboratorio y en la industria de
cultivos y preparaciones comerciales, requiere la seleccién
minuciocsa de la cepa bacterianas, del medio de cultivo y de las

condiciones para el crecimiento bacteriano. lLos niveles y formas




de estas sustancias y condiciones dependeréan de los procesos de
fermentaci én GUsados.

El medio de cultivo requiere fuentes de carbono, porque éste es
la materia prima para la sintesis del nuevo material célular o
productos cé?ulares y para la obtencién de energia, Ffuentes de
nitrogenno son necesarias para la sintesis de péptidos y con ello
la de proteinas, &cidos nucleicos vy vitaminas, elementos
minerales como las sales inorgéanicas son esenciales para el
crecimiento bacteriano, estas incluyen K=, Mg=~, P>—, 5=, vy en
menocres cantidades C&2*, Fe®*, Mn=*, u otros minerales (12).

Los principales factores que influyen el crecimiento bacteriano
son el pH, la temperatura, la agitacidén y la aereacidn. El

crecimiento o6ptimo de B.thwingiensis, ocurre cerca de un pH de

7 sin embargo dependiendo del tipo del medio de cultiveo, el
rango de pH puede wvariar, encontriandose entre pH de 7 a 8. Ademéas
tiene uwun amplio rango de temperatura en la cual la proliferacidn
célular puede occurrir, 1a temperatura mae usada en los cultivos
se encuentra entre 25 y T2eC. La arreacidén es importante para
administrar el onigeno necesario para las diferentes +fasecs de
C?ECimientD, y mediante 1la agitacidén distribuirlo en todo el
medio, al mismo tiempo que se estd homogenizando todo el
contenido (12).

El primer produclto comercial fu¢ producido por una Firma
francesa llamado Sporeine; producido poco antes de la segunda
guerra mundial. El Sporeine era un polvo que contenia esporas
bacterianas cecas Yy s& cres que Eont@nfa crristales proteinicos,

pero su presencia no fué comprobada, este polvo era mezclado con




un acarreador inerte, la bentonita (36). A partir de este

szcontecimiento la industrializacién de R.thuringiensis, en

muchos paises del mundo se esta desarrollando y también se esta

ocbteniendo en muchas presentaciones;. sea estd como 1liquidos,

suspensiones acuosas, o polvos quidos son preparaciones

muy efectivas pero se hawpﬁ’ menos estables que los

polvos secos, los cuales pue cenados por afos =in que

pierdan su viruwlencia (12)%
Muchos productos comerc ahora:= disponibles para
pruebas de campo, de laborat pa‘é“éﬁ,hso practico; son

vendidos por industrias-o-agencias ggbernamentales. Los nombres

de los preoductos y los paiéés que

producen son: Riotrol,
Thuricide, Dipel , Balthane, Agritol y Parasporin de Estados
Unidons; Sporeine, Ractospeine, y plantibac de Franciaj; Bathurin vy
EBactosporine de Checoslovaquia; Riospor de Alemania; Raktulkal des

Yugoslavia; Dendrobacillin y Entobakterin de U.R.S.S.(17).

7} Begw-idad En 21 uco de Racillus thuringiepcsis

El uso de insecticidas microbianos plantéa el problema de la
seguridad de las preparaciones que se utiliznan. En el caso de

B.thw-ingiensies,

ain no se han reportado efectos adversos en el
hombre, mamiferos, aves, peces, incsechtos benéficos o plantas. En

pruebas rexlizadas con diferentes mamiferos, no se ha reportade

patogenicidad, ain con preparaciones concentradas (21,45).
En 189064 Steintiaus vy Fisher (14,21) iniciaron uwn trabajo
evperimental, en 1a Rioferm Corporation, para producir  un

insecticids con base en el E.thuringiensis; el Thuricide. Una vez
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producido se realizaron pruebas rigurosas en puercos, roedores y
voluntarios humanos, para demostrar la inocuidad del insecticida
biolégicen. En una de las pruebas 18 personas se sometieron a un
experimento ingiriendo wn gramo diarioc por un lapso de 5 dias,
posteriormgnte examenes fisicos y de laboratorio demostraron que
no euistfa ninguna alteracion funcional o incepacidad de 1los
individuos que fuseron somstidos & 1& prusba. El andlisis de las
preparaciones usadas indicé que contenian I x 10" esporas
viables/gramo (21). En otras pruebas los sujetos inhalaron 100
ng de wna preparacidéon por un lapso de S dias, los resultados
fuerocn negativos (14,21).

Se probé en ratas y ratomes la virulencia del Thuricide por via

peritoneal y se encontrdé que B.thuringiensis permanecia - en 1la

sangre de los animales, durante las siguientes 48 haoras vy
desaparecia totalmente a las 72 horas, sin observar efectos

nocivos atribuible=s al B.thuwringiensis (14). En muchas de estasg

pruebas e uwtilizarcon cerca de 2 » 10 esporas viables/ gramis.
En otras pruebas utilizando gallinas y patos, se observd gque adn
ingiriendo un gramo diario de estas preparaciones durante 23
meses, no se encontraron efectos nocivos. Loes peces también han

sido sometidos= a pruebas con el B.thuringiensis, sin indicios de

efectos adversos (21).

8) Ventejas y desventajas de su uso. Heimpel, A.M.(21) y Norris,

J.R. (Z6) .

Ventajas:




1

Relativamente especifica para la especie plaga.

2) Los productos son seguros. No da¥an a1l hombre, mami feros,
aves, peces, insectos benéficos o plantas.

3) No deja residuos téxicos.

4) Ejerce poca influencia snbré,la.biosgenosis.

5) No desarrollan resistencia’ las péb]acinnes de insectos
tratados.

6) tas formulaciones tienen buena persistencia bajo condiciones
noramales, auwngue la expesicidén a l1a luz solar por mds de 3
meses puede inhibir la germinacién de la espora.

73 La bacteria se puede mezclar con uwuna variedad amplia de
adhitivoe, insecticidas quimicos, hormonas de insectos, sin
perder su virulencia.

8) El costo de 1as preparaciones, el cual al principio’ fué muy
elevado, ha sido reducido por el desarrcllo de los métodos de
producci dnyg y es ahora comparable coﬁ el gasto que se hace en
insecticidas quimicos sobre una base de eficiencia-costo.

?) Las cepas m&s virulentas de  B.thwingiensie, pusdsn cer
seleccionadas para poder combatir mds eficientemente una
plaga.

Desventajias:

1 LLa especificidad de B.thuringiensic, ez tal gue no siempre
protege campl etamente una especie de planta o de granc, contra
todos los insectos plage que lo atacan.

)

El tiempo critico de aplicacidén en el campo, en algunos casos

es determinante,; para poder lograr un eficiente control.




En murhos casos el periodo efectivo en el campo no es mayor de

dos semanas.,

4) lLos productos comerciales importados son caroz, :lo.cual limita

los cultivos en los ;ualestbuéd’

solamente. seran

ctivamente.

)

“Tasuma de todos los
factores externos que in?iuy’ﬁ;:eﬁifigr-interacciﬁn entre el
patdgenoc y el huéeped. . Se puédéﬁ df?erenciar varios Ffactores
entire los cuales Encmntramos‘a’ los fisicos, bidticos y el
habitat, que influyen de manera determinante en la viabilidad de

los cristales y las essporacs. Se ha encontrado de manera general
gque las esporas presentan uwha actividad por periddos mas

prolongados que los cristales.

Entre los factores fisicos determinantes estd la temperatura, le

lluvia, la humedad, la lus svlar, la radiacidén y el pH. Se ha

.observado que B.thurinaiensis =ze inactiva rapidamente en suelos

con  pH menores de 5.1 (15). Se cita una reaccidn desfavorable

sobre S veriedades de B.thwingiensis, por sustancias wvolatiles

de algunas plantas en el campo (48). Teambhién se menciona gque en

cieirtas  épocas del #%o puede

istir en el follaje de algunos
drboles un compuesto que inhibe la germinacioén de la espora en el

intestino del insecto (3I2).

En un euperimente en el campo Reardon y Haissig (40,41),



utilizaron dos productos comerciales (Thuricide 16R y Dipel aty,

sobre 2 especies de 4arhboles en contra de Choristoneura

fumiferansy, entre 1los resultados se encontré que la proteina
cristal fué detectada sobre el follaje por un maximo de 16 dias vy
esporas viables se recobraron en el follaje de uwna de las
especies un afo después del tratamiento.

La principal ventaja de utilizar éste insecticida biolégico en

el Campo, es que no existe el problema:.de . 1la  contaminacidén

ambiental.
jO) Control Tntegrado’

Se  habla dé contéﬁ] intégradé cuando dos o m&s métodos de
contral sonm utilizados simultaneamente, estos pueden ser métodos
figicos, quimicons y bioléngicos.

Se reportan principalmente 8l uso de los insecticidas qguimicos
junte con  microorganismos, Y la combinacién de diferentes
microorganiemos. En el primer caso el control integrade de
insectos ofrece la pocsibilidad de minimizar &1 severo impacto de
los pesticidas en sl ecosistema.

Todos estos tipos de combinaciones o interacciones, pueden traer
consigo doz diferentes resultadoss uno seria el antagonismo,
cuando se tiene una reduccidén ern la téxicidead, y &l sinergic=smo
cuandeo aumenta la tévicidad como resmultade de la combinacidén de

win insecticida quimico v un microorganismo o de 1a interaccidn de

%)

patégencs (4,26,



1) Combinacién de E.thuringiensie con insecticidas gquimicos.

Se ha observado que los insectos, son. mas susceptibles a 1las
enfermedades cuando han.sido sometidos. a - algun. factor o condicién

adversga. Por ello laiutilizacién de insecticidas quimicos a bajas

dosis, podrian &g

r slos. . dinsectos adquirieran

enfermedades, O  undAran,,qebiii£a&65 y de esta forma sean més

susceptibles a la accién de B.thuripgiensic (4,14).
Los reportes indican Aﬁmento en la mortalidad de insectos cuando
se ha utilizado EB.thuringiensis y éstos prevismente habian sido

expuestos a bajas dosis de DDT. Freparaciones de EB.thuringiensis

pueden ser meccladas con mucﬁos insecticidas, fungicidas; agentes
dispersantes, conservadores y ctros coadyuvantes, =in que sufran
péirdida importante en su actividad (4,14).

EBenz (1) reporta datns sobre mortalidad de diferentes especies
de incectos, en Jos cualez se ha ohservado sinergismo Vv

antagonismo utilizando preparaciones de E.thuringiensic Y

diferentes insecticidas gquimicos.

Se ha determinado que el sinergismo o el antazgonismo de algunas
corhinaci ones dependerd més de factores cuantitatives que
cualitativos, porque la mnisma combinacidn, pero en proporciones
diferenfes, puede producir efectos antagonistas o sinergistas, o
bien, pueden obtenerse resultados positivos en una especie vy
negetivos en octra.

Ee importente por 1o anterior, euxperimentar buti]izandm
di ferentes combinaciones para encontrar la mids adecwada en cada
caso ¥y la evaluacion la podremos dar con base en &1 porcentaje de

mortalidad observada, considerando el tiempo de la mortalidad, o

<1




por la reduccidn del dafo 1 medio ambiente.

I1) Interaccion de RB.tbhuwringiensis con otros microorgani smos

bajos: realizados se han basado en 1la

nicombinacién con virus (2,50).

aﬁéﬁteﬁ pueden también ser

B.thuringiensis. Entre los

sta el de Shekhurina (19564),

reportado por Krieg (26),ren5e1}QUEVencontr6 resul tados positivos

con una  combinacién de virds granulesos vy B.thuringiensis,
utilizados simultaneamente en contra de la palomilla del género
Aaretis v probadasz en &l campos las resultados ohtenidos fueron

empleando sol amente B.thuwingiensia s induio el &0% de

mort alicad, con virus eol apente €1 75% de mortalidad, Y con una
combinacidn de ambos patégencs se profdujo el 27% de mortalidad.
Young (47) reporta que utilizande simultaneamente otro tipo de

=0

virus (NFAS €n combinacidén con  Behiog ing

[t
"

== presenta
antagonismo cuando las dosis de los virus son bajas. Sin embargao

la mortalidad

i

s mayor y méde rapida cuando un  tratamiente con
B.thuyringiensis es seguido por la ewposicidn & los virus.

For lo tanto, ia interaccidn entre microorganismos también nos
puede dar =fectos sinergistas o antagonistas, dependiendo de los
microorganismos Yy proporciones uwtilizadas. Le principal ventajea
en la wutilizacidn de esta combinacidn es el hecho de que
definitivamente ningan problems de contaminecién embiental se ha

determinsdo.




ODEJETIVOS DE LA PRESENTE TESIS :

1) Establecer un medio de cultivo para Racillus thurinniensis
variedad thuringiensis cepa ATCC No.310792, que permita su rdpido
crecimiento vy abundahte'espnfuiécién, 3Dichormedio debera estar

constituido por nutrientes barate: . £Aci1 obtencién emn México.

2) Establecer un  método ara Crecuperacién vy

procesami @nte del complejo.espor

) Establecer un insectario experimental, para €l cultivo de la
palomilla de la fruta seca Ephestia cavtella, con base en una

dieta que permita una rapida y abundante reproduccién.

43 Demostrar experimentalmente gue el Bacillus thuringiensis

posee gran virulencis sobre Ephestia cautella.

3 Constatar 1a inocuidad de nuestras preparaciones sobre. una

especie animal ( raton albino Mus muasculus ).

6) Evaluar las perspectivas para la aplicacidn de insecticidas

bioldégicos en México.



MATERTIAL Y METODOS

Fara la realizacidén de este trabajo fué necesarioc solicitar
la cepa bacteriana, pero dado que en México no se ha desarrollado

la tecnologia para la produccion déf ffﬁﬁf{:”iénsis no  existen

tolecciones Mexicanas, por lo-tanto; se’acudié a colecciones

extranjeras. Se escribié a las: i :;Dhes{due las poseen, Y

algunas de ellas respondi eru pos; t: vamente proporcionando
algunas de sus cepas. pa;'yariedédi;tﬁuringiensis cepa ATCC
No. 10792, fueé enviada por el :Dr. ‘Holmberg, A. y Carlberg, G. del

departamento de Microbiologia de la Universidad de Helsinki,

Finlandia.

E ) Froducci 4n a escala de laboratorio de Bacillus thuringiensis

variedad thuringiensis cepa ATCC No.10792.
Fara 12 mayor comprensidén de este capituwlo se decidio
desglosarlo mencionando todos los medios de cultivo probados pero
ademds s integran aléunos resul tados con =1 obijeto de que se
entienda mds claramente la metodologia unsada.
Se encontrdé gque en la literatura se‘reporten diversos medios de
cultivo, de di ferente composicidén para el crecimiento

Y

esporulacién de E.tbhuringiencis. En algunos medios de cultivo los

componentes ttilizados son relativamente caros y por tanto, dado
Qque uno de los objetivos es establecer condiciones de cuitivo
aplicables y rentables a nivel industrial, ce decidid establecer

y definir wvarios medios de cultivo en cuya composicidén se
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utilizaran materias primas baratas y producidas en nuestro paicss

por otra parte, basandose en 1 hecho de que 1o méds importante
era obtener esporas y cristales de esta bacteria 1o mds réapido
posible y en gran cantidad, se selecciond el medio modificando
tanto los componentes comp sus cantidades, hasta encontrarse
aquel que ofreciera las condiciones de crecimiento y esporulacidén
deseadas.

LLos medios de cuitho ééie;cibnadog' puf sus componentes vy

cantidades utilizadsas ‘sbn los siguientes: .

1) Medio de Lecadeﬁ,r

Hidrolizada de caée{hé: '5;0 gs.
HFO, y 6.8 gs.
Mgs804. 7H:0 0.12 gs.
MnS04 . 4H=0 0.0022 gs.
Zn504. 7H=0 0.014 gs.
Fe=(S04)= " 0.02 gs.
CaClz. 4H=0 .18 gs.
Glucosa 3.0 gs.

Condiciones de crecimento y esporulacidn:

Temperatura 3JI0°C, pH inicial del medio ajustado a 7.2, agitacioén
200 rpm. Se prepararon 2 matraces erlenmeyer de S00 ml de
capacidad, ‘conteniendo cada uwio 100 ml de medio. Este medio
permitib un  répido crecimiento vegetativo. Al finalizar el
proceso de esporulacidn, se pudo apreciar gque la cantidad de

esporas vy cristales producida en este medio era baja, una
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dilucién 1:10 de medio recuperado tenia una absorbancia a 5S40 nm

= 0.047, lo cual significa que se obtuvo un bajo rendimiento.
2) Medio de Lecadet + Estracto de levadura.

Se utilizaron los mismos componentes vy las mismas cantidades
del medi o de lLecadet origimal, pero ademds =e le agregd 2 gs de
ve%tractn de levadura. Se decididé agregarle extracto de levadura
porque con esto se pensé que se podria obtener mavor crecimiento
bacteriano y por tanto obtener mayor cantidad de esporas.

Condiciones de crecimiento y esporulaciéns

Temperatura J0°C, pH inicizxl del medio ajustado a 7.2, agitacidén
200 rpm. Se prepararon 2 matraces erlenmeyer de S00 ml de
capacidad, conteniendo cada unc 100 ml de medio.

El ti;ﬁpo transcurrido desde Qque se inoculd la bacteria en este

mEoio hasta ueE == obtuvicron coperas Yy cristales fud
7

£
1igeramente. mayor que en el medio de Lecadet original. Se
~determind l1a cantidad de esporas—cristales, midiendo la
absorbancia a 540 nm de una dilwucidén 1:10, obteniéndose = 0.06%9.
Comparanda este resultado con el anterior, en este segundo medio
se presente un mayor rendimiento de esporas—cristales, pero puede
considerarse bajo ya‘que habia sido enriquecido con extracto de

levadura.

i
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3F) Medio Holmherg (22). Composicidén en gs./71t.

KH=FO4
K=HPO,
MgS0a. 7H0
MNnS04. 4H=0
FeS0a. 7Hz0
Calla. 7H20

(NHL) 2HPO,

Harina de soya

Melaza 25 ml.

Condiciones de crecimiento y esporulacidén:

Temperatura 3I0°C, pH inicial del medio ajustado a 7.2, agitacikn
200 rpm. Se prepararon 2 matraces erlenmeyer de 9S00 ml de
capacidad, conteniendo cada uno 100 ml de medio.

Durante el crecimiento se observd una rapida acidificacidon,
obteni éndese un pH de 5.5 y S.1 después de 24 vy 48 horas de

crecimiento. Estae condicién inhibidé la esporulacidn.
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q) Medio de Holmberg modificando sSu poder amorliguador.

Composicidén en gs./1t.

KoHPOA 15 gsi(medio B)..
MaS0.. 7H=0

MNS0A. H=0

FeSh,.7H=0
CaCl . 2H=0
(NHA )Y =HPO,
Harina de soya

Melaza 25 ml.

Debido & que en 21 medio de Holmberg original se tuvieron

muchos problemas con @l contrel del pH, se¢ decidid aumentar el

poder amortiguador del medio,  eliminando el {ocfatoc monobésico

sustituvéndolo por fosfato dibdsico. Con esto, 2l medio tendiidia
una mavor cepacidad pasra controlar la acidificacidén producida por
Ja fermentacidn, durante la faso de crecimiento vegestativo.

Se prepararon dos medios, uno conteniendoc 10 gs de KzHFOs{uedio

AY v otro conteniendo 1% ge de HuHFOL (medioc E).

Conciciones de crecimiento y esporulacidn:

medio A medic E
Temperatura - fadalolnd Io=C
PH inicial 7.5 ) 7.7
Anitaci én 200 rpm 200 rpm




El incremento del poder amortiguador del medio no fue suficiente
para controlar la acidificacién del medio durante €1 crecimiento
vegetativo.

En esta situacién se presentaron 2 alternativas: 1) Aumentar el
poder amortiguader del medio avadiendo mas fosfatn dibasiceo, 6 2)
Disminuir 1o caentidad de fuentes de carbono y nitrégeno para
evitar Ja produccidn y acumulacién excesiva de Acidos organicos.
Se decididé ensayar 1a segunda alternativa debido a que el
incremento de fosfato en el medio por arriba de 1.5% provoca una

precipitacidn de sales en el medio.

S5) Medio Holmberg, modificando las cantidades de harina de soya vy

melaza. Composicién en gs./1+.

SAx SBX SC¥ SD*
HaHPD4 .. SH20 5.0 5.0 5.0 5.0 (gs.)
MgS0a. 7H20 0.05 0.05 Q. 0% 0.0% {(g=.?
MnNS0a. Hz0 ‘ 0. 043 0.043 0.043 0.043 (gs.)
FeS0a.7H=0 o.a1 C.01 0.01 - 0.01 (gs.)
CaCla. 2H-0 y 0.08 .08 0.083 0.08 (gs.)
(NHa) 2HPO, 1.5 1.5 1.5 1.5 (gs.)
Harina de soya 5.0 10.0 5.0 10.0 (gs.)
Melaza 10.0 1G.0 5.0 5.0 (m1.)

"X El numero vy letra asignado a cada uno de los medios empl eados -
fué elegide arbitrariamente, con &1 Gnice fin de diferenciar un
medio de otro. Todos presentan las mismas sal ec, en les mismas
cantidades, v <ce diferencian solamente por las cantidades de

harina de soya y melaza empleadas.




Como se sabe durante el crecimiento logaritmico (vegetativo) a

partir de las fuentes de carbono (melaza), se liberan al medio
gran cantidad de Acidos yﬁMediénﬁelIés “fuentes de nitrégeno

(harina de soya), se liberan algunos éminoé:idos, haciendo a éste

mas acido. Por tanto si djbrde fuentes de carbono

y nitrégeno, se v cantidad de Acidos vy

aminoicidos liberados éh é1xy.se‘maﬁténdr§a un pH mas favorable
para nue se rﬁalizara'la_eépmru]écién;
De los 4 mrdios probados, modificando las cantidades de melaza vy

harina de soya, el que mostré ser el mas aceptable con base en

los objetivos terminales del presente trabajo, fué el designado

como el SC, que estad compuesto de la siguiente forma:

1<aHFO4 .. SHLO 5.0 gs.
tMg804. 7H=20 0.05 gs.
MnS04.H=0 ' 0.043 gs.
FeS04.7H=0 0.01 gs.
TaCl . 2HO 0.08 gs.
(NH4 ) 2HPDL 1.5 gs.
Harina de soya 5.0 gs.
Melaza 5.0 ml.

Este fue &l medio que finalmente se eligié para la produccién a

escal a de laboratorio de Racillus thuringiensis

variedad

thuringiensis cepa ATCC No. 10792. Se decidid utilizar este medio

por varias razones:
1) Permitid un répido crecimiento y una abundante esporulacidn.

2) Estad constituido per nutrientes baratos, vy las cantidades que
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se utilizaron de ellos son minimas.

il

) Los componentes del medio pueden adquirirse facilmente en

México y a bajo costo.

Una vez definido. el med o de cultivo éptimo‘para el crecimiento

Yy esporula:ién e 'thuringiegsis,"’591 iﬁici6 la etapa de

produccién,  r

peracién Y procesamiento - del compleioc espora-—

cristal.
Los cultivos .se elaboraron en un biofermentador con capacidad
mé&xima de 25 litros, di sefado y construido por el centro de
instrumentos de la UNAM. Fara iniciar el cultivo, se utilizé un
indculo de 5% en relacidn al volumen contenido en el
biofermentador. El indculo fué previamente preparado de 1la

siguiente forma: de un vial (frasco conteniendo medio sélido),

donde se encuentra en crecimiento el EB.thuringiensis, sSe
transfiria & un matraz erlenmeyer de 2 1litros de capacidad,
conteniendo un litre de medio de Holmberg modificado (S5CY:; 1la

bacteria fue dejada por 14 horas en este medic. Después =g
procedid a hacer la inocuwlacién transferiendo todo el contenido
del matraz &l biofermentador.

El crecimiento logaritmico de esta cepa bacteriana en el
biofermentador durco poco mas de 6 horas (figura 2). tn  problema
que se observé en el medio de cultivo, es 12 formacidén de espuma
durante el crecimiento, esto ocurridéd en 2 ocaciones, sin emhargo
esto fué solucionado afadieno antiespumante {(Antifoam A. Sigma

Chemical] Co.) & discrecidn.
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Fig 2. Curva de crecimiento de Bacillus thuringiensis

variedad thuringiensis cepa ATCC No.l1l0792 en medio de
Holmberg modificado.



2) Recuprracidén y procesamiento del complejo espora—cristal,

Debido a que las esporas y cristales  se encuentran en

suspensidén al final“deli proceso. fermentativo, era necesario

recuperarlos vy 5edaf1ds “Paras la recuperacién se  utilizé una

centrifuga de  flujo'centinuo, “mediante.la cual se recupera la

totalidad del matef ar féaravsetar Ié5 esb0ré5 se ensayaron 2

procesos:
A) Secado por la:tmsa—adétpn'

R) Secado por lio#ilizaciﬁn d

El primer proceso (A), se basa én eirmétodo sugerido por Dulmage
(11), para recobrar el complejo espora-cristal. El procedimiento
para un litro de medio es el siguiente:

Al total de la fermentacidn ajustar un pH ‘de 7.0 con HCl.
Centrifugar a 7,500 vrpm por 15 minutos (Rotor GSAY. El
sobrenadante descartarlo y el precipitado suspenderleo en 75 ml de
lactosa 51 Si . Agitar de 15 a 30 minutos. Afadir lentamente
mientras se agita 4 volumenes de acetona (J00 ml), agitar por 20
minutos. Detener 10 minutos para dejar sedimentar el material. Se
filtra en un embudo de separacién por succidén (& través de 3J
capas de papel filtro del #1). El sobrenadante descartarlo y el
residup (filtrado) agitarlo con un pequero volumen. de acetona (50
ml). Filtrar nuevamente en el embudo de separacién por succidn.
Dejar secar toda la noche. Congelar la pastilla obtenida, secarla
en la 1liofilizadora vy después s muele en un mortero hasta

obtener un polvo gris claro.




En el segundo proceso, las esporas—cristales fueron colectadas

por centrifugacién a 7,500 rpm por 15 minutos. El sobrenadante se

descarta, ¥ el precipitade es secado directamente en 1la

liofilizadora, una vez que estuvo totalmente secsa, se recupero

como wna pastilla, ésta se triturd en un mortero hasta obtener un

polveo café-—crema.

En pruebas realizadas posteriormente;.se encontré que utilizando

esporas—cristales, cbtenidos por;cualqui

r%?ﬂg 105 2'hé{ost, los

resul tados obtenidos eramn muy simi

2.1) Ventajas de 1a aplicacién:del ihéecti:ida biplégico en

polvo.

1) Puede mezclarss homogéneamente con =1 granoc a tratar.
La efectividad es mayor por la penetracién de sus particulas.
3) Na alteran el estado pasivo de almacenamiento del grano.

“4) El polvo excedente puede aplicarse nuevamente.

s
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T Establecimiento de un insectario experimental

Para poder experimentar en el laboratorio las preparaciones

cbtenidas, fué necesario localizar alguna plaga de importancia

reconocida, aislarla vy establecer un cultivo de ésta con fines

experimentales. Finalmente luego de cultivar diferentes especies

de palomilles plaga de granos almacenados, se selecciond a 1la

palomilla de la fruta seca Ephestia cautella, por las siguientes

razoness:

1) Por ser una plaga de importancia econdmica nacional.

2) For sw abundancia en el momento de la colecta en las  bodegas
-de ANDSA.

3) For que con una dieta a base de salvado preparado, se observé

una mayor emergencia de esta especie, que cualquier otra especie

de lepidépteros de granos almacenados.

En 1la literatura se reportan diferentes medios de cultivo para

esta especie (?,28). Las 4 dietas probadas, para el -desarrvollo de
esta especie, fueron las siguientes:

Dieta Componentes

Fartes
1 Miel de maiz
Harina de trigo =1
Alimento para perros ‘4
tevadura 2
Miel de abeja ‘2
Glicerina 2
Avena en hojuel as 2
Germen de trigo ) 1




Dieta Componentes Partes

2 Grano de maiz cacahuazintle 4
Harina de makz 1
Harina de trigo Co ; 1
Maiz duro (tnluc’oi."." B : 1

3 Grano de méi; én£grq =
Trigo 7 AT : 1
Harina de maiz : . 1

4 Salwvado 10
Glicerina 3
Extracto de levadura 1

Después de probar varias mezclas, se encontré que una mezcla
de salvado, glicerina v extracto de levadura en una proporciaén
10:3: 1 respectivamente, permitia €l crecimiento mds rapidamente vy
la mavor reproduccidn.

Les condiciones de temperatura y humedad relativa, usadas para
el desarrcallo de esta especie dentro de una camara de cultivo, en

el insectario fueron:

Tempereatura de 27 a 29°C, y humedad relativa de &6 a 72% .



4) Pruebas de infectividad

Como se conoce por la ' literatura, la especie Ephestia

cantella es muy susceptible: ‘;ﬁﬁjdeidiferentes cepas de

B.thuringiensis (25,33;34), trado el efecto que

produce y que se manifiesta’ e na pardlisis intestinal

antes de 1la muerte de 1a 1ary

siguiente durante 1las
pruebas de infectividad se traté. de observar el comportamiento de
la larva durante la ewperimentacién;  con el fin de relacinnarlo

con una posible pardlisis intestinal sufrida por ésta.

Una vez que se reunid suficiente material microbiolégico y se

logréd establecer uwn insectario productivo se procedid a realizar

pruebas de infectivided.
Se utilizaron las larvas mas jovenes; para suw selecciéon se
utilizé¢ uwn microscopio estereoscdpico.

Se realizaron I experimentos: el primero se realizdé para saber

come  influia el proceso de secamiento en la potencia de 1sa

n

esporas—cristales obtenidas. FPara ésto se prepararon Z frascos de

aproximadamente 800 ml de capacidad, conteniendo cada uno 250 gs
de sslvado preparado; Y 2 gs de una preparacistn al S% elaborada
con harina de maiz y polvo de esporas-cristales, uno obtenido por
el proceso de secamiento A y el otro por el procesc de secamiento
B. Ser prepararon 2 frascos como control conteniendo 250 gs de
salvado vy Z gs de harina de maiz.

lLos siguientes 2 experimentos fueron realizados para comprobar
el grado de susceptibilidad de E.cautella a diferentes dosis de

preparaciones de B.thuringiensis.
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Las larvas fueron colocadas en cajas petri de 9 cm de didmetro
por 1.5 cm de altura. Para cada experimento se prepararon 5 cajas
conteniendo cada una 25 gs de granos de maiz y 0.2 gs de una
formulacidén elaborada con harina de maiz (acarreador), y polvo de
esporas—cristales, obtenido  por el procesc de secamiento K, en
diferen?es concentraciones, daﬁdo con ello § dosis diferentes
(10, 5.0, 1.0, Q.5 vy 0.125. Una caja fué el control y contenia
unicamente 25 gs de granos de maiz y 0.2 gs de harina de mai=z.

Las mezclas de los granos de maiz con la formulacidén =e hizo en
las cajas petri, agiténdoée por 2 6 3 minutos hasta que quedara
vieiblemente todeo el grano cubierto por el polvo. Hechas 1las
mezcl as, se procedid a pasar las larvas a las cajas petri con la
ayuda de aguiss de diseccidn vy pinceles, las larvas colgaban de
finos hilm:s de seda que ellas mismas producian.

El nimerca  de larvas utilizadas para los 3 euperimentos fué  de

TIN5, distribuidas de la siguiente forma:

Experimento . i 2° Re
Numero de larvas por una dosis 100 K § <] 20
Dosis probadas 1 : - _ S
Mameroc de larvas en 1 testigo (e B _1“151' 20
Testigos probados 1 el 2
Total de larvas 150 105 140
MNimero total de larves utilizadas 395
La experimentacidan se hizo e&n un cuarto  con temperatura

constante, fluctuando ¢é¢sta entre 2B v 29°C, y 65 & 70% de humedad
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relativa. Las larvas muertas se lavaron vy esterilizaron
utilizando la técnica de Loaiza (29). Después fueron sembradas en
medio sélido, elaborado cen agar nutriente; * 2l final se obtiene

como resul tado el 'iémfbntn. del Racillus

thuringiensis; para su'ide zZ6'un micrnscopio

éptico.

e

S) Pruebas de seguridad

AunqQue la literatura nos aséguraba la inocuidad de
preparaci ones de B.thuringiensis sobré diférentes especi es
animales y en especial se mencionan varios casos en los cuales se
probd en ratas y ratones sin detectar efectos nociveos atribuibhles

&l B.thuwwingiensis (21,45, se decidid constatar la inocuidad de

las preparaciones que se elaboraron y se probaron scobre el ratdén

il us.

albino Mus mu
Se elabordé una preparacidn con una alta densided de esporas vy
cristrless 310 g=/206 m] de un jarabpidp articar (exte sirvide como
un absorbenie de las ecsporas—cristales). Este jarabe fueé
preparado en el laboratoric y tenia una concentracidén de 3JI07Z de
azdcar. La preparacién fué mezclada con el alimento del ratéon
{(nutricubos de Furinal, permitiendo una impregnacidén homogénea vy
posteridrmente se dejaba secar. Este alimento conteniendo unneae
alta densidad de esporas y cristales fue administrado a2 wn grupo
cde 20 ratones de las siéuientes caracteristicas: hembras jévenes
de ratén albino Mus musculus cepa C-DI.

lLos ratones fueron alimentados con la preparacidn arribea

mencionada, por  un periodo de 4 semanas. El desarrollo (PEesn,



apariencia vy actividad motora), fué comparado con un segundo
grupo de ratones (testigo), gue recibiédé alimento no tratado con
esporas—cristales.

Los ratones eran pesados cada tercer dia en una balanza
granataraa, e igualmente se realizaban observaciones de ambos
grupos. Estas pruebas de seguridad, se llevaron acabo en las
incstalaciones del Bioterio, dependencia del Instituto de

Fisiologia Célular.
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RESULTADOS Y DISCLISION

1 Medios ~de. cultiveo. probados  para. Bacillus thuringiensis

variedad thuringiensis: cepa ATCC Nos 10792,

‘nformaci én

B.thuringiensics. En esta ]iéta 5e,méhéiéBav h@;pbnentps v
cantidades dptimas para el mejor desarrél]d’deilswbé:téria, Yy se
sugiere wunoc u otro medio dependiendo de la_bvariedad del
B. thuringiensis que se guiera cultivar. Después de analirar los
medios de cultivo para EB.thuringiensis variedad thuringiensis se
decidid utilizar dos, e] medio de cultivo de lLecadet y el de
Holmbergs; se realizaron les modificaciones pertinentes hasta que

se encontrdé el que ofrecid mas ventajas econdmicas vy de

produccidén en el laboratorio.

1) PMedio de Lecadet

Se decidid probar este medio porgue en la literatura (27)
e reporta que este medio fué probado para el crecimiento y 1a

esporul acidén de EB.thuringiensis variedad thuringiensis cepa 1715

de la coleccidén -del Instituteo Pasteur, obteniéndose buenos.
recultados con respecto a 1la esporulacidn. Dada 1a similitud de
la cepa mencionada anteriormente con la que que nos fué donada,
ce pensd que igualmente podria ser provechoseo la utilizacién de

dicho medio de cultivo.




Se determind la absorbancia & S4C nm de una dilucidn de c=poras-—

cristales (1:10), obteniéndose un resultado = 0.047

rendimiento

se- considera bajo si se le compora con los de otros

le quiere

emplear

industrialmente’

=

) Medio de Lecadet + Extracto de levadura

Se determind 1la cantidad de esporas-—-cristales, midiendo 1la
absorbancia a 5S40 nm de una dilucién de esporas—cricstales (1:10),
logr&ndose una absorbancia = 0.069 . Este resultado indica que se

tuvo un aumento en la cantidad de esporas—-cricstales obtenidos si
s& compara con =21 medioco de Lecadet originals perc no fué un

aumnento importante si se le confronta con el rendimiento
alcanzado regularmente con otros medios, por lo tanto se concluye

gue el rendimiento fué bajo. FBOeMAS 4 2l uso de glucosa asi como

el extracto de levadura hacen que este medio sea adn mas caro gue

el original, y en consecuencia tampoceo seria costeable.

3) Medio de Holmberg

Se decidid wsar el medio de cultivo gue es sugerido por
Holmberg (22) para esta cepa bacteriana. Cabe mencionar que este
medio de cultivo fué empleado por este investigador para otros
fines xperimentales, no repartando datos acerca de la

esporulacidn. Dentro de las condiciones uperimentales que




usaron, sugieren wtilizar de O a 40 gs/1t de fuentes de carbono y
de 20 a 60 gs/lt de fuentes de nitrdégenc. Fartiendo de estos
datos se supuso que el crecimiento y la esporulacién sufririan
alteraciones dependiendo de ias'cantidades usadas de harina de
soya y melaza.

Las primeras cantidades de harina de soya y melaca empleadas
para este medio, fueron elegidas al azar, pero respetando el
rango sugerido por los autores del medio.

» En este medio no se pudo realizar la esporulacidén debido a que
el pH se tornaba Acido réapidamente. En 24 horas descendio de 7.2
& S.2Z por lo que cse procedisd entonces a elevar el pH del medio
agregandole NaOH, hasta gque 1legdé a &.5 . Se esperaba que con
esta modificacidn la bacteria esporulara, sin embargo, después de
24 horas, la bacteria aun no habia esporulado y nuevamente el pH
del medio decrecid a 5.5 . En esta ocasién se decididé mantener a
la bacteria en este pH Acido por otras 24 horas, al terminar este
periodo de tiempo se midid y se encontrd que este descendio adn

m&s siendo de 5.1, no encontrandose esporas libres en el medio.

4) Modificacidn al aedic de Holmberg incrementando su capacidad

amortiguadors.

Fara controlar el descenso del pH en el medio, =e decidid
incrementar la capacidad amortiguadora de éste. Inicialmente en
ios 2 medios preparados, 4a v 4R (ver métodos), no se les ajustd
un pH de 7.2 como habia ocurrido anteriormente con el medio de .
Hdlmberg original, sino que ambos fueron inoculados tenisndo  un

‘pH bdsico, cone2llo se buscaba que aunque descendiera el pH, éste

=
o2




no  fuera tam Acido y por lo tanto mas favorable para que se

realizara la esporulacién.

A pesar de haber aumentado el poder amortiguador del medio,

eliminando el fosfato monobésico y agregarle mayor cantidad de

tosfato dibé&sico no se logré controlar 1a répida disminucion del

pH. Por otro lado, tampoco fué la solucién dejar a los medios con
su pH inicial puesto que nuevamente después de 48 horas, el pH

descendsi a por debajo de los wvalores permisibles para la

esporulacién. lLos resultados obtenidos de los cambios de pH

después de 24 y 48 horas, fueron los siguientes:

Medio pH inicial 24 horacs 48 horas
L T 7.6 6.1 5.4
4B Te7 &5.2 S.6

Dados 1los resultades obtenidns; se disminuyeron las cantidades
de las fuentes de carbono (melaza), y de las fuentes de nitrégeno
(harina de soya), para evitar 1la produccién y acumulacion
excesiva de acidos orgdnicos gque influyen drdsticamente en el pH
del medio.
=)

S Modificacién al medio de Holmberg variando las cantidades de

‘harina de spya y melaza.

Los cambios de pH en los medios de Holmberg probados
anteriormente, son un factor limitante para la esporulacién, por

lo tanto, bas&ndose en gue los auvtores sugieren rangos en  las

=1



proporciones en las cuales se puede utilizar las fuentes de
carbono y nitrdégeno, se decidid probar 4 mediocos en los cuales se
usaron cantidades limitadas de estes componentes, y se escogié el
mé&s aceptable +tomando en cuenta que las fuentes de carbono vy
nitrégeno fueran las Vminimas pero suficientes para qgque el
.crecimienta vegetativo de la'bécieria sea aceptable y  al mismo
tiempe s= realice la eSﬁofﬂIaEién enuna alta proporcién de la

poblacidn.

Los resultados obtenidos. en. uno de los 4 medios fueron 1los

siguientes:

Medio Sh: Después de 48 horas se ocbservaron foresporas y después

de 72 horas la mayor parte del cultivo presentaba esporas.

Medio OSb: Después de 4B horas se observaron stlo células
vegetativas y después de 72 horas algunos esporangios presentando

su endoecspora.

Medio SC: Después de 48 horas se observaron esporazs libres bien
definidas en todo el cultiveo. Este medio, comparado con los otros
tres, permitid un rapido crecimiento y.la esporulacidén se realizé
en un menor tiempo, obteni éndose  finalmente una abundante

esporulacidn.,

Medioc SD: Después de 4B horas se observé un cultivo asincroénico,
éstoc es, que en ese momento se encontraron tanto esporangios en
diferentes estadios de la esporulaciéon como algunas esporas

libres.




2) Dietas probadas para el desarrollo de, la palomilla de la fruta

seca Ephestia cautella.

Dentro del insectario .se observé el desarrolloc de esta

especie. De una manera general el ciclo de vida, bajo condiciones

6ptimas, segun observaciones personales es como sigue:

Huevo s de 3 a 6 dias
Larva : de 21 a 35 dias
Fupa : de & a 19 dias

Adulto : de 6 & 12 dias

Condiciones de temperatura y humedad relativa para su desarrollo.

Minima Maxima Optima
Temperatura en <C 15 38 28
% de Humedad relativa ag 20 70

Cuando se hizo 1a colecta de Ephestia cautella en las

bodegas de ANDSA, la especie fue proporcionada en recipientes de

vidrio los cuales contenian maiz, siendo este su Ganico alimento.

Se detectd que el uso del maiz como su dnico alimento, no era

suficiente para obtener una poblacidén abundante. Se buscdé dentro

de 1la literatura dietas sugeridas para esta especie, hasta que

finalmente se encontrd v comprobé, una dieta de salvado preparado
como la mas eficaz para obtener buen niimero de organismos  de

E.cauntella,

Antes de iniciarse los cultivos de esta especie, se seleccioné



la etapa de desarrollo del organismo, con el fin de tener
diferentes cultivos, en los cuales se tuvieran a los -organismos
lo mas sincrénizados posibles. De esta +forma se iniciaron
cultivos con larvas de primeros estadios, con larvas de estadios
intermedios, con larvas de estadios finales y con adultos
dnicamente. Ass se tratédé de asegurar gus en el momento de iniciar
las pruebacs de toxicidad, las larvas seleccionadas presentaran
prédcticamente la misma edad de desarrollo.

Se probarpn 4 dietas, los resultados obtenidos en cada una

fueron los siguientes:

Dieta # 1: por los componentes que contiene es considerada como
la mas nutritiva, por 1lo que se desarrollaron gran cantidad de
larvas y adultos de E.cautella. Sin embargo tiene 2 desventajas:
1 Es una dieta muy costosa y 2) La mezcla final que se obtiene
es una masa pegajosa gue dificulta la recuperacidén de las larvas,
éstas se introducen dentro de la masa y es muy dificil sacarlas,

cuando se intenta obtenerlas se corre el riesgo de danarlas.

Dieta # 2 y # 3IT: son facilmente elaborables, tienen bajo costo,
y las larvas se pueden recuperar s5in dificultad, pero el
inconveniente estd en el desarrollo de la palomilla, observandose

que el rendimientoc de larvas y adultos es muy bajo.

Distx # 4: estd resultd ser entre las 4 dietas probadas para el
cultive de esta especie como la mas ventajosa. Entre 1las

principales ventajas tenemos:




1) Su elaboraciséon es facil.

2) El numero de componentes son pocos, y el precio de ellos
barato, excepto el extracto de levadura, pero s6lo se requiere
1714 parte del total para esta dieta.

I) El desarrollo de larvas y adultos es constante, y se obtienen
en cantidades aceptables.

4) Las larwvas pueden recuperarse facilmente.




jo] Fruebas -experimentales de la virulencia de Bacillus

thurinoiensis sobre Ephestia cautella.

Se ha demostrado en estudios realizados en forma general,

que la susceptibilidad de una especie lepidéptera a la accioén del

B.thuringiensis, enn mucho dependerda de la cepa (24,34). Se ha

observado gque 1la dosis letal media (cantidad necesaria, de

cristales ¢ cristales y esporas, para matar sélo el 507 de 1a

poblacién), puede variar enormemente entre una y otra cepa (25).

En 1la literatura no se encontraron reportes de trabajos en los

cuales se mencione el uso de la cepa ATCC No.107%2 en contra de

E.cautella, de ahi gue se decididé utilizar esta cepa, probarla y

concluir si realmente se puede utilizar como una solucién para el

combate de esta plaga de importancia econémica en México.

Experimento # 1. Evaluacién de los métodos de secado empleados

para obtener el complejo espora-cristal.

La recuperacién del complejo espora-cristal mediante la

centrifugacion de flujo continuo, fué muy eficiente recuperandose

l1a totalidad del material célular. Se obtiene aproximadamente 6.5

gs por cada litro de medio preparado (peso bumedo), y después del

procesc de sSecamiento se tiene de 0.9 a3 1.0 gs de esporas-—

cristales en polvoe (peso seco).

Debido a que. se utilizaron 2 métodos de secamiento de
esporas—-cristales, se decidid comprobar si el métodm A (por
lactosa-acetona—liofilizacidn) podria dar preparaciones con mayor

virulencia en contra de esta especie. Se Pensd que podria ser

=8
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factible, con base a lo reportado por Dulmage (11), quien.
utilizando este método pudo obtener el compleio espofa—cristal,
1o mds puwro y sin perder la virulencia.

LLos resultados obtenidos (figura 3J), muestra una pequefa
diferencia entre uno y otro métoqo}_l .

Se observd gque utilizando el método?B (liofilizacien directa),
la wvirulencia de una preparacién al 5% es ligeramente mayor que
una preparacisgn al 5% obtenida por el método A.

Después de SO dias de este tratamiento, de las larvas que fueron
sometidas a la preparacién obtenida por el método B, se produjo
la emergencia del 6% de adultos, v las gque fueron sometidas a la
preparacisén obtenida por el método A produjeron la emergencia del

147 de adultos. For otra parte en el control se pudo obhservar una

emergencia de adultos del 72% .

Experimentos # 2 vy # 3. Susceptiblidad de Ephestia cautella a
l1a accisdn de preparaciones de esporas—cristales de Bacillus

thuringiensis.

La elaboracién de las dosis para estos experimentos fue de 1a

siguiente manera:

Concentracién FPolvo de esporas—cristales Ha;ina de maiz
10.0% 20 mg 180 mg
S5.0% 10 mg 190 mg
1.0% 2 mg 198 mg
Q.5% 1 mg 199 mg
0.1% Q.2 mg 199.8 mg
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Experimento # 2

En el euxperimento anterior (# 1) se hizo una comparaciétn con
base en una séla preparacién (dosis al 5S4, en la cual se pudo
comprobar la alta virulencia de esta dosis; sin embargo, sabemos
que conforme aumenta la concentracién de esporas—cristales 1a
virulencia deber& ser mayor, por tanto se decidié elaborar
preparaciones de esporas—cristales a diferentes concentraciones y
probarlas sobre larvas de E.cautella.

Estas preparaciones fueron elaboradas con las esporas—cristales
obtenidas por el método B. Se utilizaron éstas porque 1a
virulencia es un poco mayor y porgue practicamente seria mas

facil, mas rapido y mas costeable obtener esporas—cristales por

este @étodo.

Basados en amplios antecedentes en los cuales se menciona gue
las larvas mas jovenes son las mads susceptibles de control (8,42)
se decidis comprobar experimentalmente dicho efecto.

Este experimento se inicié con 1S larvas para cada uno de los S
tratamientos y 2 de control.

Los resultados indicaron gue el efecto de las preparaciones es
mas letal en las primeros dias de desarrollo de la larva (fiéura
4y o Se observé que todas las larvas gue sobrevivian hasta el o<
dia, llegaban vivas hasta el 15° dia de experimentacidén (fin del
tratamiento), excepto wuna larva de la caja experimental con 1la

dosis al 1%, la cual muridé al 13= dia.
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Experimento # 3

En 1los cultivos de Ephestia cautella se pudo obtener una
mayor cantidad de larvas jovenes, iniciandose las pruebas de
toxicidad con 20 larvas en ctada uno de 1los 7 1lotes; S
experimentales y 2 de control.

En 1las Figuras S vy 6 se puede observar el porcentaje de
mortandad obtenido para cada una de las dosis probadas. Las
preparaciones de esporas—-cristales con las dosis al 10, S y 1%
evitaron 1la proliferacidén de E.cautella. Con la dosis al ©0.35%
solamente emergid el S% de los adultos, esto es, sé6lo una larva
alcanzd el estado adulto. Con la dosis al 0.17% se determind que
fué 1la menos efectiva para evitar la proliferacién de adultos,
teniendo al final el 3I5% de adultos.

Las Ffiguras 4 y § se complementan para reforzar la idea de que
las 1larvas mas jovenes son las mds susceptibles de control. Se

puede observar claramente gque en todos los casos laes

P e Y = T - =
CE&AEDS BVIC LD R = v )

ar
E.cautella, matando a las larvas en los primefcs dias de
desarrollo. Es muy notable el gran efecto téxico que se presenta
en los primeros 7 dias de experimentacidén, después de esta fecha
se observé gue wuna gran parte de las larvas sobrevivieé,
principalmente l1as encontradas en lotes con las dosis mas bajas;
sin embargo, ésto no significa que hayan adquirido .resistencia
hacia las preparaciones de esporas—cristales, sino que esto esta
relacionado con cambios fisiolégicos intestinales que sufre 1la

larva conforme ésta se va desarrollando y que no son favorables

para la germinacién de la espora.
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B. Thurineiensis (spo.)

Pig 7. Evaluacién del dafdo causado por la.pélomilla de 1la

fruta seca Ephestia cautella, sobre.el mafz.:

En la caja control, no protegida con p'{:e‘paractones de es—
poras-cristales, se observa gue el 'vm'afzi_.’,:f.txé intensamente
dafiado. En las cajas experimentales:se O'l‘.)S‘(T'.‘Va que el dafo
en el mafz disminuye conforme auméﬁt’a i‘a concentracién de

preparaciones de esporas-cristales.




En 1la figura 7 se muestra claramente que después de 2 meses de
almacenamiento, el recipiente control 60 ,protégido con
preparaciones de esporas—cristales muestra un dafo intenso; en
los experimentales protegidos el dafo es mucho menor en los que
se les protegié con baja densidad de esporas-cristales (dosis al
G.1, 0.5 y 1.0%); y no hay dado significativo en los protegidos
con alta densidad de esporas—cristales (dosis al 5.0 y 10.0%).

La Figura & podria servir como base para escoger la dosis mas
conveniente. 83 se quiere obtener sl 10074 de mortandad de 1la
plaga se recomienda usar las dosis al 10.0, S5.0 ¥y 1.0% pero el
tiempo requerido para alcanzar este porcentaje es variable
dependiendo de 1la dosis usada. La dosis al 0.5%Z no es tan
efectiva sin embargo, si asegura que sdélo una pequera parte de la
poblacién llegard al estado adulto. Estas 4 dosis mencionadas [4
10.0, S.0, 1.0 y 0.5% ) aseguran excelentes resultados a corto
plazo sin embargo, si por alguna razon algunos adul tos emergieran
Y pusieran huevecillos al momento de emerger estas larviitas; si
aun se mantiene el polvo de esporas-—cristales, serian bastante
susceptibles a la accion del insecticida biplégico, por tanto
también podria wusarse como un control & largo plazo.

En la tabla # 1 se reunen los resultados de los experimentos # 2
y # 3. En esta tébla se compara el porcentaje de mortandad
obtenido hasta el 9= dia de experimentacién, por que es hasta
este dia, en el cual el efecto téxico ain alcanza a manifestarse
significativamente. La comparaciéan de ambos experimentos muestra

claramente la confiabilidad de los resul tados.



. Tabla # 1

Resultados de la mortandad en larvas de Ephestia cautella,
después de 9 dias de estar sometidas a diferentes dosis de

esporas—~cristales de Bacillus thurigiensis.

Exp. # 2 Exp. # 3
{iniciado con 1% larvas) {(iniciado con 20 larvas)
Dosis (%) No. de larvas muertas (%) No. de larvas muertas (%)
10.0 15 ¢ 100 ) : 20 ¢ 100 )
S.0 14 ( 93.4 ) . 1o ¢ 95 )
1.0 13 ( 86.6 ) .17 ¢ 85 )
0.5 12 ¢ 80.0 ) : 17 ¢ 85 )
0.1 10 ( &66.6 ) 1T ¢ 65 )
S ¢ 15

Control 2 ¢ 13.3 )



Si se toma en cuenta gue las dosis fueron ensayadas sobre 25 gs
de granos de maiz, &l extrapola; esta relacién se tiene que para
cubrir 1la totalidad del grano por tratar vy 1lograr mayor
efectividad en el control de la plaga, se requiere de 8 Kg de
polvo para una tonelada de granos de maiz

Estos resultados son dnicamente validos para la especie Ephestis
cautella, sin embargo, la susceptibilidad de cualquier otro
lepidéptero, sea 0 no plaga de granos almacenados, a la accidn
del Bacillus thuringiensis puede variara ampliamente. Igualmente
la susceptibilidad de E.cautella a la accidn de cualquier otra
variedad que pertenezca a la especie B.thuringiensis puede ser

mayor o menor dependiendo de la variedad y la cepa.
4) Recuperacioéon de Bacillus thuringiensis de larvas muertas.

Fara poder recuperar el patégeno, se utilizé l1a técnica
uwgeride por Loziza (29):

Se lavan 1las larvas durante 2 8 3 minutos en HgClx (zoluci én
1:1000), y después en agua esteril por €1 mismo tiempo. Se
elaboran 2 1lotes, uno con larvas maceradas y otro con 1larvas
enteras. Se siembran en cajas petri en un medio sdélido de agar
nutriente, se hacen estrias con las larvazs maceradas Yy se
depositan sobhre ] medio las larvas enteras.

‘Después de 24 horas se realizan observaciones. En el lote con
larvas maceradas habia colonias grandes, bl anquecinas como
esptuna, y en donde se encontraban las larvas enteras éstas

colonias también grandes crecieron alrededor de 1la larva,

&4



presentandose una mayor densidad en la parte anterior y posterior

de 1la larva.

thuringiensis.

El desarrollo observado fué haééleib en-los 2 grupbs ¥y no se
presentd merma en el peso; ID ;ambio en Su apariencia y actiwvidad
motora; que hicieran sospechar .de algtn efecto nocivo atribuible
a las esporas—cristales.

Con respecto al peso, en la figura 8 se muestra que después de
25 dias de tratamiento, si se compara el grupo de ratones testige
con el de los ratones experimentales, se nota gue éste Gltimo
grupo fué opbteniendoc un ligero aumento de peso conforme
transcurria el tratamiento. Esta diferencia pudo deberse a que su
alimento fue previamente revuelto con un jarabe, de esta manera
la adicién extra de carbohidratos en la dieta de 1los ratones
experimentales, pudo ser la causa directa de esta diferencia en
el peso.

Estos ratones tratados sirven actualmente como pie de cria, de
esta forma se comprueba que tampoco hay efecto adverso en su
reproduccién ni en su descendencia. A la fecha ambos grupos de
ratones han procreado en 2 ocasiones, Vv la primera camada de

éstas se encuentra actualmente en reproduccién.

S) Pruebas de inocuidad. . de’ preparaciones de Bacillus
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Fig 8. Evaluacitn del peso del rat6n Mus musculus

( peso promedio de 20 ratones ).
A: Grupo de ratones con alimento normal.
B: Grupo de ratones con alimento tratado con

esporas—cristales de Bacillus thuringiensis.

(Afas)



CONCLUSIDNES

1) El medic de Lecadet no es recomendable pues se obtiene un

rendimiento de esporas—cristales bajo y es costoso.

2) El medio de Holmberg modificado es el mas recomendable y puede
ser usado para cualquier otra variedad perteneciente a la especie

Bacillus thuringiensis.

3) La recuperacién del complejo espora-cristal es 6ptima con el

método de centrifugacidén de flujo continuo.

4) Se recomienda el uso de secado directo por medio de 1la
liofilizacion para 1la obtencidén de 1las esporas—cristales en

polvo porque es €l ma&s barato, facil y rapido.

= Con base en la dieta preparada con salvado, glicerina vy
extracto de levadura (10:3:1), se obtiene una abundante poblacidn

de la especie Ephestia cautella.

&) Bacillus thuringiensis posee gran virulencia sobre Ephestia

cautella. - -

7) El porcentaje de mortandad de Ephestia cautella varia
dependiendo del desarrollo de la larva (edad) y de 1las dosis

utilizadas ( 10.0, 5.0, 1.0, 0.5 y 0.1% ).

) La dosis al 0.5% es la minima cantidad requerida para
ocasionar un elevado porcentaje de mortandad de larvas, Y que
corresponde & la cantidad de 40 gs de esporas—cristales como 1o

necesario para tratar una tonelada de granos de maiz.

bé&



@) Bacillus thuringiensis puede utilizarse como un excelente

insecticida biolégico para controlar plagas de Jepidépteros.

10 Bacillus thuwingiensis no ocasiona efectos secundarios para

otros organismos ni causa un deterioro irreversible del medio

ambiente.

11) En Ménico se pueden producir insecticidas biolégicos con base
a que se cuenta con recursos humanos Yy econdmicos para

industrializar su produccidn.

12) El costo de produccidén de 1las preparaciones bacterianas son
comparativamente menor o igual que el gasto que se destina a los

insecticidas quimicos.

&7
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