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RESUMEN

Se probd el medio de cultivo liguide Holmberg, M. (1980,
modificado por Rivera (198&), para el crecimiento de las

siguientes cepas bacterianas de Bacillus thuringiensig: HD-27

variedad thuringiensis, HD—-123 variedad tolwortii, HD~199

variedad darmastadiensis y HD~1 variedad kurstaki. Este medio

permitid un rapido crecimiento y una abundante esporulacidn de
las 4 cepas bacterianas.
Se realizaron pruebas de toxicidad con el complejo espora-

cristal de las 4 cepas de Bacillus thuringiensis con larvas de

dos especies de palomillas plaga de granos almacenados: Ephestia

cautella y Sitotroga cerealella, se utilizaron concentraciones de

0.1, 0.4, 1.0, 3.0 y 10.0% del complejo espora-cristal.

De las pruebas hechas se concluye que: el complejo espora-

cristal de las 4 cepas de Bacillus thuringiensis puede ser
utilizado como bicinsecticida para el control de Ephestia

cautella vy Sitotroga cerealella.

lLa cepa mas potente para el control de las dos. especies

plaga, resultd ser Bacillus thuringiensis HD-1 variedad kurstaki,

ya que utilizd menos tiempo y una dosis mas baja (0.14) para
matar a un mayor nUmero de larvas en comparacidon con las otras &

Ccepas.



I.-INTRODUCCION

Con la introduccidn de la agricultura, el hombre modifico el

equilibriao scoldgice en numerosas  zonas, al crear condiciones
artificiales. De manera natural el control de las egpecies e
debe a una combinacion de factores bidticos y abidticos
tales COme el + agua, el clima, recursos nutricionales,

competidores, enemigos naturales v patogenos. Al ser alterados
algunos de los factores reguladores, cilertas especies puedsn
aumentar en numero considerablemente hasta llegar a constituip
un plaga. Segun Erebs (1985), las plagaes son  aguellas especies
que causan dafios a la economia, molestarn al hombre o ponen  en
peligre su salud. La primera idea que surge acerce de ellas
es la de controlarlas, lo cual en este contexto significa
cdisminuir los dafios. Una de las  formas evidentes de lograr
2ato Gltimo es disminuir la abundancia promedio de la plaga.’

Una de las primeras sustancias gquimicas de caradcter
insecticida fue el sulfato de cobre, utilizado para combatir las
plagas de la vid. A principios del siglo XX se comenczaron  a
utilizar en forma sistemdtica en los campos de cultivo:
rotenona, nicotina, guerosena, aceite de pescado, compuestos
de azufre, polvo de arsénico y mercurio, y se creo lo gque se
conoce come  la primera generacion de pesticidas. La segunda
generacion de pesticidas se inicia a principios de la segunda
guerra mundial con el descubrimiento del DDT (dicloro-difenil-
tricloroetano) nor Miller en 1939, el heracloruro de benceno por
Jomes en 1945 y los esteres fosfdricos orgdnicos por Schader
(Rivera, 1986). El precio es mucho menor a los que se utilizaban
anteriormente y matan a un gran ndmero de especies. El empleo
de estos nuevos insecticidas, principalmente el DDT  produjo

®itos tempranos espectaculares, por ejemplo los programas contra
el mosquito salvaron millones de individuos de la muerte debida
al paludismo y & la fiebre amarilla. El control de plagas en
~zonas de cultivo y almacenamiento, condujo a altos rendimientos
en las cosechas de todo el mundo (Stairs, 1971).

8in embargo, la utiliracion desmesurada de plaguicidas ha
tenido y tiene consecuencias muy negativas; por una parte, su uso
reduce  algunas especies de insectos Otiles (polinizadores,
productores de miel, depredadores, competidores naturales etc.,)
y contribuye por ello a la aparicidn de nuevas plagas. Muchas
especies de insectos se han convertido ademéas en resistentes  a
ciertos insecticidas lo que induce a buscar nuevos productos de




mayor eficacia. En segundo lugar,  figura el grave problema de la
toxicidad de muchos plaguicidas utilizados en la agricultura, que
al ser arrastrados por las aguas causan la muerte de los peces
y las aves, destruyen su alimento y lo contaminan. En
algunos paises se tuvo qgque prohibir sU U, debideao
principalmente a aus efectos perturbadores en el medio
ambiente y dafios ocasionados al hombre. Una de las catastrofes
ecolbgicas mas importantes, al parecer motivada por la
utilizacion incontrolada de plaguicidas, fue la ocurride en el
Coto de Dofiana (Huelva, Espafla), en el verano de 1973 v que
produio  la muerte de 40,000 aves de dicho parque nacional,
una de las mas importantes reservas ecoldgicas de Europa.
Estos hechos llevaron a la blsqueda de otros métodos de control
de plagas. Fara comienzos de la década de 1970 tomaron auge
ciertos compuestos que son liberados por los insectos en especial
los atrayentes =exuales, los cuales fueron considerados
potencialmente como la tercera generacidn de pesticidas. Estos
aun no han logrado su desarrollo, debido & una gran cantidad de
dificultades tecnicas. Actualmente, estan siendo desplacados por
los insecticidas de tipo bacteriano, con caracteristicas insecto-—
patdgenas, y se consideran a éstos como la cuarta generacidn de
pesticidas con grandes posibilidades de produccidn y desarrollo
(Ortiz, 198&). :

lLos  granos representan para el hombre una base fundamental
para su  alimentacidn y por sus ceracteristicas de materiales
nutritivos, con objeto de infestacidn por diversas entidades
bioldgicas que persiguen su propia sustentacidn y se convierten
en factores de plaga (Velazguez, 1983). '

La infestacion de insectos a granos almacenados, constituye
una de las més importantes causas de pérdidas a nivel mundial.
Los graneos de mayor cultivo en Méwico son el maiz yv el frijol,
que constituyen la principal fuente de alimentacidn de nuestro

puebla. La  produccién de estos dos granos bésicos, se ha
intensificado en algunos affos hasta los niveles gue su consumo lo
demanda, perc se ha visto severamente mermada registrando

pérdidas por mas del 15% de la cosecha que, se almacena bajo
condiciones tecnificadas y por tanto es de esperarse gue ] grano
aque se almacena en el medio rural presente mermas aln mas
elevadas. Algunos estudios realizados en poblaciones rurales
reportan pérdidas que varian de un 25 a 504 (Loaiza, 19462) y de
20 a 284 (Buarino, 1980). De la informacién tomada de Ramiresx
(1981) se acepta que en México existe una pérdida global gue va
de un S% haste 20% de la produccidn total de maiz,trigo, Y




frddol almacenado. i ae acentis en aguellas ar
calidas y humedss del pails, CLLE DR OPEORC T OnEn
erologicas  adecoadas para la infestacron de insectos, hongos
rosdores que dafian al grano. (Remires, 1980,

Y

Uno' de los problemas méas importantes, al gue se  enfrentan
actualmente las nacliones, ae lag produeccion de granos Yy otros
alimentos para la subsistencia de la  humanidady doe
mecanlsmoe para soluclornar b la praimer medida congiste an el
i z la produccidn, ta ] medoraniento
- ol cultivo, la forme Srode nuevas sonas para siembra
y o la produaccidan de
la dimplantacidn de
permitan &1 control de
grancs (FRamires, 1%50.

Tas mejoradas. a0 Il Em seria

La situacidén actual de las de control de plagas de
insectos, a2 nivel mundial y de manera espeoial en los palses
subdesarrol lados  como M 1l
varios afios  por una » e hechos ul;
cuales destacan, lo contaminacidn del medio
con residuos Lonicos e plaguicides
indiscriminadaments, mas de
Acares  han  desarrollado oy
1987y, s bha provoocado un dafio grave a

gxicm o ha

e desde hace
gntre los
un lado
aplican
plaga v
. (frarnda,
om nabtuwrales de
los organismos plaga, @& ha dafiado & otros organismos gue no oson
el objietivo del control, incluvendo Taurna silvestre niste
acunulacion de residugs btoxicos en cultivos alimenticios v en los
tejidos de muchos animales v &1 hombre; el costo cads ver mavor
de estos agroguimicos repercuts en un alto costo de los productos
agropecuarios que afecta al  consumidore. Ezts situacidn  bha
obligado a buscar alternatives de comtrol gue no dependan del wso
de plaguicidas guimicos. Entre los distintos métodos de control
biplogico de plages con posibilidedes de ser aplicados a  gran
gscala, come es el caso del control micrcbicoldgico gue es uno  de
los méas atractivos, preincipalmente aguel que se  basa en la
utilizacidon de bacterias entomopidtogerias. El presents  trabajo
pretends  probar, en base a2 la informacidn consultads, gue s
puede  aplicar un modelo de control microbioldgico de plagas e
granos  almacenados ocon el uso del complejo espora-cristal  de
Bacillus thuringiensis,




1.-METODOS DE CONTROL
1.1 CONTROL QUIMICO

En vla  actualidad el control de plagas se lleva a cabo
principalmErnte mediante la utilizacidn de pleguicides gquimicos
(tahla D). Sin embargo, el empleo de rociados no selectivos ha
conducido a la destruccion de controles natuwrales vy o a &
altteracion de  los suelos agricolas 1o gue  disminuye las
poblacione de la  flora bacteriana v por tanto &l ciclo del
niteog (Marales, 19770,

Urno  de :
insecticidas oquimicos e gue muchos
srtes.  En otros  téerminos, un
una  concentracion dade se hace a menwde menos efilcazr despudés de
algunos afios de uso, tal parsce como la substancia  guimics
hubietra perdido fusreza, prese & fue la composicidn se  ha
mantenido inslterada. FEsto ee debido a las muotaciones al arar
que los insectos  han  tenido vy la presion de
seleccidn por wun ambiente aparentsmente hostil. For ot
al cambiar leos plaguicidaes se producen en algunos Casos
resistentes & més e una substancia guimica. En consecusancis,
los insecticidas de amplio espsctro han  dado lugar a problemas
mas graves que aguellos que solo transitoriamente han resuvelto.

Com los
log insechos e hacen
aeminacio in cida en

el




TARLA 1

INSECTICIDAS QUIMICOS MAS COMUNES (Martinez, 1985)

Organoclorados Organofosforados Carbamatos Firetrinas
Endrina bemeber  mrgiearn  meeierin
Aldrina Faration Carbofuran Bioresimetrina
poT Metilparation Metomil Aletrina
Toxatenno Fenitan Haydén Decametrina
Canfeclor Diazinon Sarvin Cipermetrina
EHE Diclorvos Fermetrina
Endozulfan Fenitrén Fenvalerato
Lindana Dimetozton

Metaxicloro ; Malatidn




1.2 CONTROL FOR ESTERILIZACION

L.a fécnica de esterilizacion consiste en criar moscas macho,
esterilirarlas por radiacion y luego soltarlas & su ambiente
natural, 1o que da como resultado gue las hembras que se aparean
con  los machos irradiados no puedan poner huevas fértiles. Esta
tecnica es sspecifica de la plaga combatida vy no transtorna, por
consiguiente, &l istema. I vfortonadamsnte Ltienen que
resolverse muchos problemas téonicos antes, de gue el control por
medin de machos estériles pusda extenderse a diversas pla . B
primer  lugar  hay  que encontrar la  mar i licar el
insgcto ein afectar la posibilidad de encontrar pareje, cuestidn
dificil de conseguir; sin embargo, exizte una gran opocion, que ¢
la de matar el esperma sin que se perjudigue al  adulto. En ouna
gran cantidad de casos, )] proceso de berilizacidn debilita al
macho, & tal grado gue no pusde competir eficezmente con  los
insectos de su misma sspecie no tratados. En el caso de insectos
hembras gque se acoplamn muchas veces con machos distintos, resulta
virtualmente imposible reducir les probabilidades de apareamiento
fecundo & niveles suficientements bajos para gque se produzca  wun
control. El caso del gusano bavvenador Callitroge americana vy
C.. marcellaris, es particuwlareente favorable porgue una mosca

e virgen solo s2 oaparsa una sola ver en su vida vy ademds, =i
o

e de e

Sl

k
la propagacion de machos estériles con respecto a los 0
peterilizados s suficientemente alta, grntonces el control
resul ta posible (Brian, 1981).

1.3 SELECCION DE FLANTAS REGISTENTES

’

Durante oalgun btiempo, se han venido seleccionando plantas
resistentes al atague de plagas, habiéndose logrado en algunos
casos busnos resultados. La produccion de una variedad de alfalfa
resietente al gorgojo (Coleoptera: Curculionidae) v de varios
ceraeales resistentes a la infeccidn de la roya son ejemplos
que pueden citarse. Los éwitos en este campo han sido
pronetedores, de modo gue esta investigacion merece apoyarsg adn
mas. Las  nuevas variedades de plantas han de producie altos
rendimentos mientras mantisnen la resistencia natursl a las
enfermedadss. Sin embargo, s ha visto qque durante un cierto
tiempo la defensa genética de uma  especis b 51¢l0
contrarere ol & g cambios genéticos €17 @l CHEani smo




atacante. De esta manera, meichos cultivos resiestentes pierden
G inmunidad después de algunos afios, de modo gque hay que
desarrollar nuevas variedades resistentes (Turk,et al., 1976).

1.4 ENEMIGOS NATURALES
s
) En  esta seccion se han tenido resultados muy importantes,
por ejemplo con el escarabajo japonds. Esta plaga fue importada
inadvertidamente en un envieo de plantas orientales vy se pudo
propagar  principalmente en la costa oriental de los Estados

Unidos, donde  se  fue convirtiendo gradualmente en wna  plaga
importante. Eato propicid aue los cientifticos buscaran

alternativas viables para . cu eliminacién natural, wna de éstas
fug  encontrar un depredador del escarabsio  Jepones, halléandose
para este fin una avispa oriental, la cual paraliza a la  larva
del escarabajo y deposita en ella un hueve. Al salir  la  Joven
avispa del huevo s come la larva como su primer alismento vy no e
nutre de larvas de otreos insectos, por consiguiente esta clase de
control ez especifica vy no afecta el resto del sroslstema
(Fenword, 1981).

En  a&lgunos casos el aumento simple de la poblacion  de
depredadores naturales tales como la catarina (Colsoptera:
Coccinellidas) o la mantis religiosa (Dictvoptera: Mantidas), se
ha revelado como una técnica eticaz. '

Con otros mecanismos se han  registrado avitos cCcontra
plagas importantes, come la utilizacion de organismos patogenos.
Desde hece algunos afios se ha reglamentado el wuso de microorga-
niemos, tales como virus (Stairs, 1971) eficaces contra el gusano

de la mazorca y la céapsula del algoddon. Con hongos e han
hecho muchos intesntos para el control de insectos e
importancia econdmica (Wilkinson, 976, Hasta el momento se
conocen 2B grupos de insectos que son susceptibles al atague por
hongos  como: Beauveria bassiana, Metharrhizium anisophiae y

algunas especies de Eptomophitopors {(Yendol,et al., 1971).

El estudic de los protozoarios patdgenos para insectos, ha

sidno un o campo  con una  gran centidad de dificultades 817
comparacion con otras técnicas, debido a su reproduccion sstricta
in viva, v gue las cantidades de su produccidn no han alcanzado
miveles muy altos. Y su wtilizacidnm en la actualidad no 2

costeable. (MolaughlingG 15719,

Los mematodos constituyen otra alternativa =n el control

jaz}



bioldgico y su accion se ha visto tanto en plagas terrestres
como  en insectos dcuaticos de importancia médica; Wwun  caso bien
estudiado ee el del nemidtodo Agamermis decautata, que ataca al
saltamontes vy causa su muerte. Al dgual que en el caso de los
protozocarios esta drea también se enfrente a grandes dificultades
para su  produccion en altos vollmenes, asi como su aplicacidn
(Foinar, 1971).

El  uwso de las bacterias como otro tipo de control bioldégico
g8 presenta actualmente como una Ares muy interesante y s ha
considerado come los "bioinsecticidas del future'", con grandes
posibilidades de deserrollo y aplicacidén. Se conoce una gran
variedad de bacterias asociadas con insectos v la mayor parte de

ellas pertenecen & las familias: Foewdomonadaceas,
Enterobacteriaceas, Lactobacilliaceas, Micrococcaceae Y
Bacillaceae (Tabla II). 8in embargo  na todas han sido
utilizadas como  agentes de control debido, a sus propias

caracteristicas (Dubnauw, 1985).

l.as bacterias ae  pueden clasificar de acusrdo a  su
asociliacion con el hospedero en la naturaleza como patogenos

obligados o patédgencs facwltativos. Los patdgencos obligados se
caracterizan de acuerdo & los siguientes criterios:
a) Se encuentran asociados a su hospedero en la naturaleza.
D) El intervaleo de sus hospederos ssta muy restringido.
¢) No se cultivan normalmente in vitro.
Los patdgenos facultativos:
a) Se encuentran libremente en la naturaleza.
by Se cultivan in vitro.

Los insecticidas microbianos més importantes @n la
actualidad estan constituidos con especies del ogénero Racillus
entre laz que sobresalen las siguientes tres especlies:

H. opillae E. thuringiensis v H. sphasricus.
He RORLLIIGE, Lo Y Ba. 80

Fara la produccidon de un bicinsscticida #s necesaric  tener
en cuenta que cumplan las siguientes caracteristicas:

1)y Gue el insgecticida dafie especificamente  al  insecto

plaga.

2) Gue sea de rapida acocidn.

2 fue tengs relativa estabilidad {ren

medio ambiente tales como la desecacid

49 Gue AR produce i on GBEa f

(Lechtman, 1780).

te a los factores del
b, luz solar, etco.
actible Y costeable.



BACTERIAS QUE SE

FOMILIA

Foeudomonadaceae

Enterobacteriaceas

Lactobacilliaceas

Microooccaceae

Bacillaceae

TARLA T1

HAN IDENTIFICADO COMO ENTOMDFATOGENAS

ESFECTE

Feeudomonas aeruginosa

Feeudomonas septica

Vibrio leonagii

Corratia mMarcercens

Focherichia coli

maerohacter agrogenss

Froteus vulgaris

Frotews mirabilis

Salmonella enteritidis

Shigella dysenteriae

Diplococcus sp.

Streptocococus Tecalis

Micrococcus sp

Bacillus thuringiensis

Bacillus cersus

Bacillus popillae

Eacillus lentimorbus

Bacillus sphaericus

Bacillus larvae

Clostridium novyi

10

HOGFEDERD
Saltamontes
Escarabajos

Falomillas

Falomillas
Falomillas
Mariposas
Saltamontes
Galtamontes
Falomillas

Falomillas

fAbejorro

Falomillas

Escarabajos

Falomillas
Mariposas
Escarabajos
Escarabajos
Mosguitos
Abejas

Falomillas

(Ins:;0Grthopterad
(Ins:Coleoptera)

(Ins:lepidoptera

(Ins:lepidoptera’
{Insilepidoptera)l
(Ins:lepidoptera)
{(Ins:0rthoptera)
{Ins:0Orthoptera)
{(Ins:lepidopteral

(Ins:lepidoptera)

{Ins:Hymenpteral

(Ins:lepidoptersa)

{Ins:Coleoptera)

(Ins:lepidoptera)

(Ins:Lepidopteral
{(Ing:Coleoptera)
{(Inz:Coleopltara)
(Ins:Diptera’
(Ins:HMHymenopters)

(Ins:lepidoptera)



2.~BIOLOGIA E IDENTITICACION DE INSECTOS FLAGA DE GRANOS
ALMACENADOS

los insectos pueden clasificarss por el dafin gque producen
en: plagas primarias, plagas secundarias y plagas terciarias. Las

plagas primarias son agqueéllas especies de insectos, que son
capaces de romper la cubierta externa del grano y daffarlo, o
bhien los adultos depositan sus huevecillos en el exterior del
grano vy al nacer la larva perfora @l grano alimgntandose de  su
interior, por  ejempla Sitophilus, Rbhizoperths, Prostephanus,

Las plagas secundarias eon aquéellas especies de insectos,
que se desarcollan une ves: que @1 grano he sido dafiado por  las
plagas primarias; un ejemplo caracteristico de e tipo de plaga
es el de Triboliuwm castenesum.

l.avg plagas  terciarias  son aguellos  insectos gue &

1t

desarrollan una vez: gue 21 grano ha sido dafiado por las plagas
primarias v secundarias. Generalmente se alimentan de impurezas,
granos qguebrados vy perforados, residucs  dejados por otros
insectos, v de los hongos gue e desarrollan una ves que el grano
se ha deteriorado completamentse. Un ejemplo son las especies  de
género Criptolestes (Ramirez, 1984&).

Z.—- TIFOS DE DAMOS GQUE FUEDEN OCASIONAR LOS INSECTOS A LOS GRANOS
EN ALMACENAMIENTO

El dafio gue producen los insectos & log granos, se  ha
clasificado en directo = indirecto . El dafio directo consiste en
la destruccion del grano por el insecto con fines alimenticios o
por la oviposicidn, asi @mismo  los insectos al morir 00 SUs
excrementos  contaminan al grano al hacerlo inadecuado para el
consumo humano, ya gue en estas condicionss se pueden desarrollar
bacterias patdgenas para el consumidor. Muchas veces puede tener
un  aspecto poco atractiveo comercialmente, como en €l caso de la
seda que producen  las  larvas de las palomillas Flodia
interpuctella, Ephestia cautella (Cotton, 12&63).

El dafip indirecto es el producido por el calentamisnto del
grano debido al metabolismo de los insectos, lo cual origina un
mal olor causado por el desarrollo de los microorganismos gue
encuentran  un medio favorable de temperatura v humedad. Los dos

tipos de dafio demeritan considerablements tanto el poder
germinativo de las semillas, como la calidad y cantidad del
CrAanG; inaceptable pPara  Consume alimenticio o industrial

{Ramirez, 1981).
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Los trabajos de mu@gtvow que se han efectuado, indican gue
en Méwico existen 5  es species de insectos de importancia
econamica, qgue infestan a granos almacenados y a sus  productos,
sin embargo, e ha demostrado que los que mayor dafio ocasionan a
los granos v a2 las harinas, son unas 195 especies entre insectos
primarios vy secundarios pertenecientes & varias familias de los
ordenes Coleoptera y lLepidoptera vy son los de mayar importancia
log siguientes: gorgojeo Sitophilus que ataca cereales enteros,
barrenillo de los granos Rhysopsrtha gue se alimenta de cereales,
gorgojo de dientes de sierra Orizaephilus cque se desarrolla  en

almacenes de cereales vy harinag, barrenador de los  greanos
Frostephanus gue se alimenta de cereales, gorgojo Tribolium  que
e omnivaro, gorgoio pardo del Trijo Acanthoscelides gue aca @l

frijol, palomilla doreda de los cereal Sitotroga cerealells,
palomilla banda clara Flodis interpunctells gque infestan cerales
v harinas, palomilla grie Ephestis kubnslla v Euh@stia cantella,
gque son plaga de granos y harinas almacenadas. (Lotton, 1963).

4.- CARACTERIZACION DE Ephestia cautella (Walker)

Clase Insecta
Dvden: Lepidoptera
Familia: Pyralidas
Género: Ephestia

Eaperie: E. cautella

Se le conoce cominmente como polilla tropical de los
almacenes, o palomilla de la fruta seca.

Diagnosis: La palomilla adulta es de color gris palide v
mide de 0.6 a l.hq cm.  de largo. La cabeza y la cola estan
ligeramente elevadas cuando el insecto estd en reposo, lo gue es
muy caracteristico. Las alas se encusntran marcadas por  dos
lineas en =zig =ag de color negro. Las alas anteriores son
angostas, especialmente en la base, las alas posteriores son de
color café claro con un tinte amarillento, escamas grandes v
gruesas facilmente desprendibles.

Tipos de dafins @ importanciar Esta eszpecie ez una plaga
primarizs. Los huevecillos son puestos en acumulaciones de harina
o sobre los grancs, incuban de 2 a & dias, lo gue depende de la
temperatura. Las  larvas al emerger empiezan  inmediatamentes a



tejer hilos de seda vy forman lo gque se conoce como &1
apelmazamiento del grenn. Las larvas bien dezarrolladas, miden
aproximadamente 1.9 com. de largo, son de color blanguizco &
rosado generalmente. Las polillas adultas gue no se  alimentan
viven menos de 14 dias, v los huevos (hasta 200 por cada hembira)

log deposgitan normalmente dentro de los 3 6 4 dias de haber
emargide’del capullo, la larva se desplaza  libremente entre el
producto almacenado vy 1o contamina con su seda y deyvecciones. La
larva perfara el grano vy lo destruyve, alimentandose del

interior, hasta gue llegan & la madurez. Después construyen el
capuwllo v emerge el adulto. En condiciones dptimas., los huevos
gclocionan en tres dias y &l desarrolleo de la fase de husvo a la

o

de adulto dura aproximadamente 20 dias.

Condiciones de temperatura v humedad relativa para el
desarrol lo:

Temperatura (o0 % de Humedad Relativa
Méaxima: 28 100
Minima: 1% 43

Optimay 28 70

La incidencia en &l paie es muy alta . (Hinton, et al., 1973).

S.- CARACTERIZACION DE Sitotroga cerealella (Oliver)

Llase: Insecta

Orclem: Lepidoptera

Familia: Gelechiidae

Genero: Gitotroos

Eepecie g, cerealella.

Se le conoce comGrmente como polilla de los cereales o
palomilla dorada de los cereales.

Diagntsis: Hon pelillas pequefias de color entre pardo vy
amarillente palido. Las alas anteriorss con dos pequefios puntos
negros;  las alss posteriores con una visible orla de largas
sedas; apice puntiagudo. PFalpos labiasles curveos. Los productos
gue ataca generalmente son el arroz, =zorgo, maiz, cebada y trigo.



Tipeos de dafivs e importancia: Este especie es considerada
camo  plaga primaria de productos almacenados, causa daffos  muy
parecidos a los que llevan & cabo  los gorgojos  (Coleoptera:
Curculionidag). La meraa de peso de 1los graneos de malr atecedos
por  dsta especie es aprosimadeamente del 104, For lo general
infesta los productos agricolas antes de la recoleccion. En los
productos almacenados abunda solamente &0 las Capas
superficiales de los granos guardados & granel. La hembra
deposita los huevos en la superficie de los granos, y la larva
zale del husvo y taladra el grano vy penetra en él. Ahi  permanece
hasta que ha alcanzado su pleno crecimiento, luego se forma la
pupa  y  despudts aparece la fase adulta gue sale dejando en el
grano wn  capullo caracteristico. l.as  larvas solamente =t
alimentan de productos sgricolas almacenados; vya que los adultos
tienen vida corta. El periodo de desarrollo de la fase de huevo a
Ia de individuco adulto = aproximadamente de 20 dias a Z0°C

Condicipnes de temperatura y hamedad relativa para el
desarrollo:

Temperatura (20) % Humedad relativa
Mawimay I3 80
Minimas 1& o
Optimas 22 75

Su incidencia en el pais es. muy alta. (Hinton, et al., 1972).
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6.~ DESCRIFCION DE Bacillus thuringiensis (Berliner)

EL. GENERO Bacillus:

La mayoria de los bacilos son quimicheterdtrofos versatiles,
capaces »de uwtilizar uwn  intevalo considerable de compuestos
organicos simples (dzucar, aminoécidos, &cidos organicos, eteo.)
camo  sustratos para la respiracidn y en ocasiones también
fermentan carbohidratos. Focas eepecies requieren de factores
de orecimieto no organico, otras pueden regquerir aminoacidos,
vitamina B o ambas. La mayoria son mesofilas, con  temperatura
optima  en un intervalo de 30 a 45<C, Sin  embargo, =1 género
también contiens a numerosas termdfilas representativas, gque

crecen a bLemperaturas hasta de 659, Las especies mesdfilas del
género Bacillus pueden dividirse en tres  subgeuapos  principales

distinguidos por la estructura v la localizacidn de la endospora
(Stanier,et al., 198&).

Grupo 1: La forma de la endospara ss oval, su posicidn dentro
de la célula vegetativa ws central, déata no es
distendida por la espora. EBEzpecies representantes:
B. subhtilis, E. ceraus, B. thuringiensig
(5tanier, et al., 198&).

L)
Grupo 2 La fores de la endospora ess oval, la pared de la
espOra @5  gruesa vy rigida, la posicidn de la
endospora dentrao de la célula madre &5

central, ¢sta s distendida por la endpspora v su
reprecentante es B, polymixa (Stanier, et al. 1786).

Grupo 3@ La forma de la endospora es esfeérica, la posicidn
de . la endospora dentro de la célula vageltativa es
terminal, la endospora distiende a la célula

vegetativa, For ejemplo: B, pasteurii (Stanier,
et al., 19386).

Bacillus thuringiensis (Berliner) es una bacteria gram
positiva, aerdbica, esporoformadora, patogena facultativa, tiene
farma de bastan, productora de una inclusion proteica cristalina
conacida  ftambién  como cuerpo paraesporal, durante la fase de
gsporulacion, peritenece al grupo 1 de la familia Bacillae. B,
thuringiensis se distingue de B, cereus vy B. anthacis, que son
gepecies muy relacionadas, por la produccion de una  dinclusion
cristalina o cuerpo parassporal o alfa-endotoxina durante la fase
de esporulacidtn. Esta  inclusidn es  sintetizada por numerosas
subespecies de B, thuringiensis (Stanier, et al., 19880




lLa subespecie mas conocida es B, thuringiensis Berl., fue

aislada en 1911 por Berliner, de larvas muertes de la
palomilla de la harina del mediterrédneo, Anagasta kuhniella
(Zell) recibidas de un molineo de harina de Thuringia, Alemania.

{(De Rach, 1948).

For lo general, cada esporanglio contiene un ocristal, éste
puede terer forma b1piramidal, romboide o cuboide, el cristal
representa  del ZO al 307 del peso seco del esporangio  (Andrews,
et al., 1976), estd compuesto aproximadamente de 28574 de proteinas
y 9% de carbohidratos, los amincdcidos mas abundantes son el
acido glutamico y aspartico, contiene 3.8% de glucosa y 1.8% de
manosa. (Bulla, 1974&).

El peso molecular del cristal es de aproximadamente 1.34:010%
v pugde  setr solubilizado con  tratamiento alcalino. (Andrews,

et al., 19786 Ezte cuerpo paraesporal es formado fuera del
expsporio  y se separa de la espora después de la lisis de la
célula madre. B. thuringiensis ha sido dividida en base a

antigenos—-H, en serotipos y variedades gue se distinguen por sus
propiedades bioguimicas y patdgenas (William, et al., 1974).

b.1.— ACTIVIDAD ENTOMDFATOGENA DE Bacillus thuringiensis
(Berliner)

Lo conocimientos gue se tienen acerca de esta egpecie los
revisd De Bach, (12&8) y se iniciaron por los afioe de 1906 y 19135
con cientificos Jjaponeses (Ishiwata, Aoki y Chigasaki) que
obsarvaron gue cultivos viejos (esporulados y con formacidn de
cristales) de Hacillus thuringiensis var. sotto contenian una
sustancia toxica para el gusano de seda. Tanto Berliner en 1915

Ccomo Mattes en 1927 observardn el c¢cristal e Bacillus
thuringiensis var. thuringiensis, pero no lo asociaron  con la
toricidad del bacilo Esto fue sugerido por Hannay en 1933, v

Fitz~James en 1955 guienes establecen una relacidn entre la toxina
cristalina de E. thuringiensis v la pardalisis que le ocurre a
larvas de lepiddpteros después de la ingestion del cristal (De
Bach, 19480 . La proteina cristal posee une elevada toxicidad
especifica para las larvas de muchos lepidopteros (cerca de 100
especies) (Falcon, 1%971). 8in embargo, recientemente se aislaron
las subespecies israelensis vy kEyushuesis que matan larvas de
Culex pipiens vy Aedes aegypti (Insecta:Diptera) entre otros
(Erickson, 1974).




La proteina cristal es soluble en soluciones alcalinas, una
caracteristica importante de los insectos susceptibles es, el pH
del intestino, que es extremadamente alcalino (9-10.%5)3 el cual
es éptimo para la solubilizacion y degradecion del cristal,
al producir metabolitos tdxicos que causan & la larva los
siguients sintomas: Separacion lateral de las células epiteliales
del integtino y desprendimiento de la membrana basal, disminucidn
de la actividad sectretora de las células epiteliales, decremento
en el numero de microvellosidades observadas en  las células
columnares del epitelio intestinal, desintegracion celular,
mezcla de liguidos del hemocele v la hemolinfa ( saumento del ph
de la hemolinfa, que s acidal), parélisis intestinal y algunas
VECRS paralisis general del CURPRO, necréasis celular,
deshidratacion y muerte (Andrews, et al., 197&6). i bien la&
protorina coristalina es el principio activo responsable de  la
pardlisis vy otros sintomas del hospedero suceptible, en  muchos
casas el bacilo invade los tejidos y la cavidad del cuerpo vy

produce una septicemia al acelerar ) proceso letal (De  Bach,
1968 .
De acuesrdo al insecto parece que  hay por lo menos tres

formas diferentes de accidn por la cuales B, thuringiensis puede
matar al insecto hospedero. l.as diferencias entre éstas formas
fueron aclaradas gn &l trabsjo de Hemipel y fAngus (1988), guienes
les designaron comn tipes I, 11 v III (Burgerjon, et al., 1%71).

En el +tipo I de insectos, & los pocos minutos (5 a 20)
después de la ingestion del complejo espora-cristal , hay una
pardlisis del intestino medio. Fosteriorments se presenta una
pardliszis general, de una a siete horas. La cuel es acompafiada
par  un incremento en el pH de la hemolinfa de una a dos unidades
1o cual indica gue hay una infiltracidn del material alcalino del
intestino hacia la hemplinfa, existe una destruccidn del epitelio
intestinal y una alteracidn en la regulacidn de los lones de
potasio. Este modo de accidn s ha visto en insectos tales como
Eombyi, Frotoparce y Antheraea (Burgerjon, et al., 1971).

En el tipo 11, los insectos por ejemplo Malacosomsa,
Anisotota y Nimphalis no sufren un incremento en el pH de  la
hemolinfa, pero hay pardlisis del intestino y muerte a los 4 dias
con  wuna pardlisis gue impide la ingestidn de alimentos y una
septicemia generalizada. Ezte tipo de accion es probablemente el
mas comin de los tres (Burgerjon, ef al., 1271).

El tipo IIl sdlo se conoce en un insecto, Anagasta kuniells,
el cual muere a los dos o cuatro dias con sintomas de pardlisis
general . Este organismo no muere por la téxina cristalina en
ausencia de esporas como en el caso de los tipos Iy I1. Farece
ser  gque para causar la muerte la espora debe germinar y crecer

o
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en el intestino medio. Sin embargo, al administrar esporas libres
de cristales la muerte no ocurre, por lo tanto se concluye que se
regquiere la accidn combinada de cristales y esporas para provocap
la muerte a este tipo de organismos. (Burgerion, et al., 1971).

II.-OBJETIVOS

l.- Demostrar si el medio Holmberg. A. (1980) modificado por
Rivera (198&4) permite wun répido desarrollo y una abundante
esporulacidn  de las cepas bacterianas de Bacillus thuringiensis
HD--37, HD-1228, HD-19% y HD-1.

o~y

2.~ Frobar experimentalmente =i las cepas bacterianas de H.
thuringiensis HD-Z7, HD-125, HD-19%9 y HD-1 pueden ser utilizadas
como  insecticida bicldgico para el control de dos especies de
l.epidépteros plaga de granos almacenados: Ephestia cautella vy
Sitotroga cerealella.

-

Zo— Determinar la désis optima para el control de Ephestia
cautella vy Sitotroga cerealella.

4,.- Identificar la cepa mas tdéxica para el control de las dos
eapecies plaga.

ko

9.~ Frobar diferentes cantidades de la dosis &ptima de la
cepa mas  toxica, para encontrar la cantidad minima necesaria
para &l control de las dos especies plaga. '

18



III.- MATERIALES Y METODOS

1.~- CEFAS DE Bacillus thuringiensis

Las cepas de B, thuringiensis con las cuales se trabajo
fueron:

aB, thuringiensis HD-27 var. thuringiensis.

PR, thuringiensis HD-125 var. tolwortii.

cYB, thuringiensis HD-19% var. darmastadiensis.

Y B. thuringiensis HD-1 var. kurstaki.

Las cepas a,b y ¢ Tuerdn donadas por los Dre. Holmberg, M. y
Carlber, 6. del Departamento de Microbiologie de la Universidad
de Helsinki, Finlandia.

La cepa d, fue aislada a partir de una formulacidn comercial
llamada DIFEL {(Abbott laboratories North Chicago). El procesa de
aislamiento se describird mas adelante. :

2.—- MEDIO DE CULTIVO:

El medio de cultivo e&n en cual fueron crecidas las cepas
hacterianas consiste de las siguientes sustancias:

Medio Holmberg, A. 1980 modificado (Rivera, 1986)
Composicion en gm por ls

b P04 . BSH=0 5.0 gm MriSoa.H=0 ©.00473 gm

(NHa ) mHFOa 1.3 am MgBla. 7H=0 0.0 gm
Fedla. 7Ha0 0.001 gm Callz.2H=0 0.08 gm
Harina de soya 5.0 gm Melaza 5.0 ml
o _ .19
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3.~ CONDICIONES DE CULTIVO

El cultive de las cepas bacterianas se llevd a cabo en un
biofermentador con capacidad para 20 litros construideo por el
Centro de Instrumentos, UNAM. Condiciones de cultivo:
temperatdirar 30°C, flujo de aire burbujeado a través del medio de
12 1s por minuto, agitacidn de 2850 rpm. :

4.~ FREFARACION DEL INOCULO Y SIEMERA

El indculo se prepard en un matras Erlenmeyver de 2 litros
el cual contenia 1 litro de medio Holmberg, A. modificado. A
partir de un vial se tomd un indculo con ayuda de un asa de
siembra Yy se inoculd el matraz; todo esto e llevd a cabo en
condiciones estérilesy el matraz ya con el indculo se mantuvo en
un cuarto de  temperatura  constante (J09D) vy sometido a una
agitacidn constante de ZH0 rpm durante 12 horas. Después de este
tiempo dicho matraz fue usado comp indculo pata @]
biofermentador gue previamente fue esterilizado Junto con el
medio. Este procedimiento se llevd a cabo de igual manera para
las 4 cepas de B, thuringiensis.

Y.— CRECIMIENTO Y COSECHA

El crecimiento se siguid espectrofotométricamente a 540 nm.
l.a formacidn de esporas se observd periddicamente en
microscopio de contraste de fases (100x), una ve: que se observd
la espora y el cristal libres, se procedid a la cosecha. Durante
el crecimiento se observe la formacidn de espuma, problema que
se soluciond al aplicar antiespumante (Antifoam A. Sigma Chemicsl
Co.) .
La cosecha se llevd a cahbo mediante centrifugacion a 7500 mpm
durante 10 min & 4°C empleando una centrifuga Sorvall RC~ZE.
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6.~ RECUFPERACION DEL COMPLEJDO ESFORA-CRISTAL

El sedimento después de haber sido lavado con agua se
procedio a secarlo en una liofilizadora labconco modelo 4451F, la
pastilla vesultante se triturd en mortero hasta gque se obtuvo un
polvo fino color crema. El complejo espora-cristal ya en forma
de polvo puede almacenarse a 20°C por varios affoz y mantiens su
virulencia. (Mortimerp, gt al., 1981).

7.—- AISLAMIENTO DE LA CEFA Bacillus thuringiensis HD-1 variedad
burstalki ’

La cepe B. thuringiensis HD-1 var, hkurstabki fue aislada
apartir de una formulacidn insecticida comercilal llamada DIFEL,
2l procedimiento fue el siguiente: se colocd un poco del polvo
insecticida en un  tubo de ensayo con agua estéril v se sometid a
bafio Maria a BO®C durante 20 min, despues de esto se puso el
tubo en hielo (chogue térmico), con el fin de activar la
germinacidn de las esporas (Mortimerp, elf al., 1%51)), se tomd un
indoulo del tubeo v se sembrd en cajas Fetri con agar nutritivo,
(Bioxon) las cajas se colocaron en una estufa a temperatura de
0®C durante 24 hrs. A partir de las colonias crecidas  se
sembraron viales con agar nutriente para su conservacidn y futura
utilizacien. Después de este procedimiento la cepa aislada Tue
sometida a los tratamientos gque se les aplicaron a las otras
CEPAaAS.

8.~ FORMULACIONES BACTERIANAS

Una wvez obtenido el complejo espora-cristal en  forma de
polveo, se procedid a preparar las formulaciones bacterianas.Estas
s hicieron & diferentes concentracliones del complejo espora-
cristal con el fin de encontrar la dosis dptima a la cual se
obtuviera &l mayor numero de larvas muertas en menor tiempo, las
concentraciones fusron las siguientes: 0.1, 0.3, 1.0, 5.0 v 10%,

Como acarreador se utilizd harina de mai:z esteril. Las
cantidades tanto del polvo de esporas como la de la harina
fueron pesadas en  balanza analitica y las mezclas fueron

homogenizadas por agitacidn en vortex.
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?.~ CULTIVO DE Ephestia cautella y Sitotroga cerealella

Fara llevar a cabo los bioensayons se hizo necesario tener un
abastecigpiento mas o @menos  regular de material de pruesba
(larvas). Esto se logré al instalar un insectario en el gue se
cultivaron las does especies. Estos lepidépteros fuerdn
praporcionadas por el M. en €. Mario Ramirez, encargado del
Insectario del Instituto de FRiologia de la UNAM. La dieta
con la cual s alimentaron a las dos especies, 8 una mezcla
de salvado, glicerina vy dtracto de levadura en wuna proporcion
10: 301, respectivamente (Lecato, 1976&)

El alimento se prepard de la siguiente manerar: el salvado s
mezcld con el extracto de levadura en un recipiente con la  ayuda
de una espdatula, después se agregod poco & poco y sin dejar de
mezclar la glicerina, una vez que se homogenizd completamente, se
colocd gn  un matraz Erlenmeyer de 2 litros, y se esterilizd
durante 18 min & 120°¢,

Los frescos de cultiveo fueron de 2.9 litros v se llenaron a
la mitad con la dieta va preparada. Estos Trascos s= inocularon
con un promedio de 100 larvas. Las tapas de los frascos estaban
perforadas para permitir el paso del aire, y forradas con papel
estrasa por la parte interna para evitar la fuga de las pequefias
larvas y al mismo tiempo permitir el  intercambio gaseoso. Los
frascos de cultive se instalaron en un cuarto de. temperaturs
constante, cuyas condiciones eran las siguientes: temperatura:
200 v humedad relativa de 65-70%, que son las condiciones
gptimas para su desarrello. {(Junko, et al., 1%981).

10.- PRUEBAS DE TOXICIDAD

S8e realizaron en frascos de 280 ml de boca ancha, con las
tapas perforadas y forradas por dentro. En estos  frascos se

colocaron 20 gm de maiz, 200 mg de formulacidn y 15 larvas,
aproximadamente de la misma edad y procurendo que fusran las mas
pequefias. Cada bioensayvo constd de 9 lotes experimentales y un

lote testigo. Esto se realizd para cada una de las cepas
bacterianas, con larvas de laz 2 especies. El conteo de larvas
muertas se realizo diaramente con la ayuda de una lupa.



IV.-RESULTADOS Y DISCUSION

1.~ Froduccion del complejo espora-cristal. '

El ‘*medio Holmberg, A (19280) modificado por Rivera (1986),
propicit® un rapido crecimiento y wuna abundante esporulacion de las
cuatro cepas bacterianas de RBacillus thuringiensis con las que se
trabajd (curvas de crecimiento).

En las graticas 1, &, 2 vy 4 se observa que el poder amorti-
guador del medio no permitio el descenso del pH por debajo de
Sady ova que sl ssto Fubiera sucedido, la esporulacidn se
habria inhibido y para los fines del presente trabajo esto no
gra conveniente, ya que debido a la actividad metabdélica de las
célulasz bacterianas, en el medic se van acumulando Acidos
organicos, gqua producen una acidificecidn mortal para las
bacterias.

Otra wventaja del medio de cultivo fue los rendimientos del

complejo espora-cristal gue se obtuvieron, al ser los siguientes:
ESFECIE FESO SECO (gm)liﬁro;.
B. thuringiensis HD-27 330 b
B, thuringiensis HD-175 CozaE
B. thuringiensis HD-199  a.ss
B. thuringiensis HD-1 = G0

En restmen las ventajas gue ofrece el medio Holmberg, A
(1980), modificado por Rivera (198&) son las siguientes:

a) Permite un rapido crecimiento y una abundante esporulacidn
de las 4 cepas bacterianas de Bacillus thuringiensis.

B) Esta constituide por nutrientes baratos v las cantidades
utilizadas son minimas.

£) Los componentes del medio pueden adguirirse facilmente y a
bajo costo en México.

d)  Las caracteristicas de este medio pueden permitir la
produccion industrial nacional del insecticida bioldgico, y& que

a la fecha se importa principalmente de los Esztados Unidos,
lo que representa una fTuga importante de divisas.

e
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Grdafica 1: Curva de crecimiento de Bacillus thuringiensis HD- 27

variedad thuringiensis en medio Holmberg modificado, en
la que se indica la variacién de pH.
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Grdfica 2: Curva de crecimiento de Bacillus thuringiensis HD-125
variedad tolwortii en medio Holberg modificado, en la que
se indica la variacién de pH.



Tabhla V.~ Resultados obtenidos durante el crecimiento de
Facillus  ~thurinaiensis HD~19%2 variedad darmpastadiensis en medio
de cultico Helmberg, A. (1980) modificado por Rivera (1986).

T# S DO+ pH
hrs S E340 Am o

720

(%] | | .
0.5 7.9

1.0 7017

1.5 7.16

2.0 717

2.5 7.10

3.0 1,95 7,08

.5 .27 7.04

4,0 2.45 7.00

5.0 2.90 6.0
5.5 A2 687

* tiempo
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Gr&fica 3: Curva de crecimiento de Bacillus thuringiensis HD-199

variedad darmastadiensis en medio Holmberg modificado,
en la que se indica la variacién de pH.




Tabla “VI.~ Resultados  obtenidos durante el crecimiento . de
Bacillus thuringiensig HD-1 variedad kurstalii en medio de cultivo

Holmberg, A. (1980) modificado por Rivera (1986).
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Gré&fica 4: Curva de crecimiento de Bacillus thuringiensis HD-1

variedad kurstaki en medio Holmberg modificado,

en la que se 1indica la variacién de pH.



2.~ Fruebas de Toxicidad:

EBioensayo 1: Fruebe de toricidad de Bacillus thuringiensis
HD-27  var. thuringiensis scbre Ephestia cavtella y Sitotroga

.

En la grafica 5 =1 observan las CUPVAS de
sobrevivencia vs. tiempo correspondiente a cada lote. La linea
(0 se refiere al lote testigo, muestra que en los primeros 6
dias del desarrollo larvario existe una mortandad natural que
corresponde  al  20W  , después del dia 7 el namero de larvas
permanecid constante, en este lote alcanzaron a llegar al estado
adulto 11 organismos vy a los 50 dias se  observaron pequefas

larvas pertenecisntes & la sggundea genaraciaon. Ezte
comportamiento s repitid de manera semejante en  los  lotes
testigos de todos los bioensayos. En 2] lete gque contenia la
dosie de 0.1% del complejo espora cristal, en 11 dias musren el
.37 de los  organlismos  gue correspondian a 11 larvas, 2

llegaron al estado adulto y gquedd una pupa sin emerger. En este
lote no se presentd segunda generacion, esto quiza se debid
porgue &l nacer las pequefas larvas y tener contacto con el
complejo espora-cristal murieron rapidamente, quedando protegido
el maiz contra el atague de estas larvas aun  cuando la
concentracion del compleio fusra tan baja. En el lote con la
concentracion de 0.3% el total de las larvas murieron en un lapsoc
de 11 dias. La dosis de 174 mate al 100% de las larvas en 9 dias,
la de 8% en 8 dias vy la de 10% en 7 dias.

Como se pusde observar, al aumentar la concentracion del
complejo espora-cristal disminuye el tiempo en que mueren las
larvas, siendo las dosis mas eficaces la de 10, o y 1%, en
cuanteo al  tiempo que utilizan para matar a las 13 larvas, sin
embargo se pueden utilizar las concentraciones mas bajas (0.1 vy
0.5 % como medida profilactica.

En lo que se refiere a las pruebas hechas de Bacillus
thuringiensis HD-27 variedad thuringiensis Con Sitotroga
cerealella la grafica 6 muestra gue en el lote testigo (O) hay a
los 10 dias una mortandad de sélo el 204, en este lote llegaron a
estado adulto 11 organismeos & los 25 dias vy a los 45 dias se
presentaron  larvas de la segunda generacidn. El lote con 1la
dosis de 0.1% & los 10 dias tiene una mortandad del 73.3% {(gue
corresponde a 11 larvas), 4 organiemos llegan al estado adulto,
pero no hay segunda generacidn. En el lote que contenia la dosis
de 0.5% el 100% de las larvas mueren en £ dias. La doésis de 1%
mata a las 13 larvas emn 7 dias al igual gue la désis de S%. La
dosis de 104 mata al 100% de las larvas en & dias. Si ce compara

24



Tabla  VII.~ Resultadops obtenidos en la prusba de  toxicidad
hecha con diferentes concentraciones del complejo espora-cristal
de Bacillus thuringiensis HD-27 variedad thuringiensis sobre
Ephestia cautella; se reporta % de sobrevivencia.

Concentracion del complejo espora-cristal

b B Bt)ﬂ 0.0 40.0 20.0 T3 b. &
7 B0O.O 5.3 I %3 6.6 0
g 80.0 40,0 20,0 6.6 0
9 80. 0 TEL I A3 0

10 80. O 33,3 6.6

11 80.0 26.6 0

¥ Lote testigo



SOBREVIVENCIA (%)

TIEMPO (DIAS)

Grafica 5 TOXICIDAD DE Bacillus thuringiensis CEPA HD-27
VARIEDAD thuringiensis SOBRE Ephestia cautella.
SE PROBARON 5 DOSIS DIFERENTES.




Tabla VIII.—- Reszultados obtenidos en la prueba de toxicidad
hecha con diferentes concentraciones del complejo  espora-cristal
de Eacillus thuringiensis HD-27 variedad thuringiensis sobre
Gitotroga cereslella; se reporta % de sobrevivencia.

Concentracion: del complejo espora-cristal

Dias  ox  o0.17. -
g
o
4
5
6  Bo.o osILI *iét:i’.’"of :
7 80. 0 46.6 ' 1330 u T
8 80, 0 40.0 o
9 80,0 33.3
10 80. 0 26. 6

¥ Lote testigo




SOBREVIVENCIA (%)

] ¥ l~
5 [V
TIEMPO (DIAS)

Grifica 6 TOXICIDAD DE Bacillus thuringiensis CEPA HD-27
- VARIEDAD thuringiensis SOBRE Sitotroga cerealella.
~ SE PROBARON 5 pOSLS DIFERENTES.




la susceptibilidad de las dos especies plaga & la accidn

entomopatégena de Bacillus thuringiensis HD—27 variedad
thuringiensis se observa que las larvas de Ephestia cautella son
ligeramente masg resistentes gque las larvas de Sitotroga

-3

Bioensayo 2.~ Frueba de toxicidad de Bacillus thuringiensis
HD~128 wvariedad tolwortil sobre Ephestia ceuwtella y Sitotroge

En la grafica 7 observamos gue en el lote testigo (Q)  se
presentd una mortandad del 13.4% en los primeros 8 dias, a los 32
gdias se observaron 12 adulteos v a los 46 dias se  presntaron
larvas de la segunda generacidn. lLa ddosis de 0.1% mata al BOX de
lags  larvas de Ephestia cauwtells en L& dias, y el 204 gue
corresponde a I larvas llegan al estado adulto, en este lote no
s@ observaron larvas pertenecientes a la segunda generacidn.  En
2l lote con la dosis de 0.37%4 el 10074 de las larvas mueren en 1é&
dias. La dosis de 1% mata a las 19 larvas en 10 dias, a&al igual
que la do=is de 5%, aungue en este lote la poblacidon deciende
mas rapido gque en &l lote con la ddasis de 1%, la désis del 10%
mata al 100% de las larvas en 8 dias.

Al hacerse las peuehas  de toricidad de
thuringiensis cepa HD-125% variedad tolwotii con
ceralella se obtuvierdn los resultados mostrados en la grafica 8.
= el lote testigo (O) en los pritceros 6 dias se presento un 20U

de mortandad, a los 28 dias se observaron 1% adultos y a los 26
dias se observaron larvas pertenscientes a la segunda generacidn.
l.a désis de O.1% mata a 17 larvas en un lapso de O diass, las dos
larvas restantes llegaron al estado adulto v no se observo
segunda generacidn. La ddsis de 0.54 mata al 100% de las larvas
en & dias. En el lote con la dosis de 1% el total de laz larvas
mueren en 9 dias, lo mismo que en el lote gque contenia la dosis
de 5% , pero la pablacidn desciende mas rapido en el lote con la
dosis mas concentrada (5%). La dosis del 1074 mata al 1004 de las
larvas en I dias. Loes resultados antes mencionadas muestran gue
Ephestia cautella es méas resistente al contreol con Bacillus
thuringienslis HD-125 que Sitotrogs cerealella.

Comparativamente la cepa HD-125 es menos eficaz para el
control de Ephestia cautella gue la cepa HD-27 ya que la cepa
HD~12% reguiere mas tiempo para surtir efecto.

-
ol



Tabla IX.~ Resultados obtenidos en la prueba de toxicidad
hecha con diferentes concentraciones del compleio espora-cristal
de Bacillus thuringiensis HD-12% variedad folwortii sobre
Ephestia cautellas; se reporta % de sobrevivencia.

Concentracidn del complejo ezpora—-cristal

: ' v S.0%  10.0%

Dias 0% 00I% 0.5% 0 1.0

o o100 100

4 100 93,3

& 3.3 80,0 . 40.0

g B&4.6 &0. 0 40.0 3.3 6.6 o0

10 ab. 6 40,0 20.0 O

het
3

8&.6 2EVE 20.0
14 86.6 26. 4 ]

16 86. 6 20,0 ]

¥ Lote testigo
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SOBREVIVENCIA (%)

TI1EMPO (DIAS)

Grafica 7 TOXICIDAD DE Bacillus thuringiensis CEPA HD~-125
VARLEDAD tolwortii SOBRE Ephestia cautella.
SE PROBARON 5 DOSIS DIFERENTES.




Tebla X.~ Resultados obtenidos en la prueba de toxicidad
hecha con diferentes concentraciones del complejo espora-cristal
de Bacillus thuringiensis HD-125% variedad tolwortii sobre
Sitotroga cerealellas se reporta % de sobreviviencia,

Concentracion del complejo espora-cristal

2 i 8&;5_{ *u7$;3_fo'°5é;:  46,6 IELE 13,3

= Bb.6 60,0 A0LO nEL T 13,3 o

4 86,6 40.0 26,6 3.3 6.4
5 84.6 26,6 3.3 o s
6 20.0 13,3 0

7 80.0 R

* Lote testigo



- SOBREVIVENCIA (7)

TIEMPO (DIAS)

Grdfica 8 TOXICIDAD DE Bacillus thuringiensis CEPA HD-125
VARIEDAD tolwortii SOBRE Sitotroga cerealella.
SE PROBARON 5 DOSIS DIFERENTES.




Rivesayo 3%t Frueba de Toxicidad de Bacillus thuringiensis
HD~-199 variedad darmastadiensis sobre Ephestia cautella y
Sitotrogs cerealella,.

La grafica 9 muestra graficamente el descenso de la poblacién
en cada'lote. En el lote testigo (0) en los primeros 9 dias hay
una mortandad del 20 %, & los 20 dias se observaron 10 adultos y
a los 3% dias se observaron larvas de la segunda generacion. En
@l lote com la dosis de Q.17 murieron 10 larvas en 11 dias vy a
los 40 dias se observd una pupa qgque no termind de desarrollarse y
4 palomillas, este lote se eiguid observando para ver i
aparecian pegueffas larvas de la segunda generacidn, pero esto ne
sucedid. La doésis de 0.5% mata al 100% de las larvas en 9 dias,
la désis de 1% matd a lag 15 larvas en & dias, la de 94 en 6 dias
y la de 104 en & dias.

Eri el ceso de Sitobrogae cerealella los resultados de la
prusba hecha con Bacillus thuringisnsis HD--199 variedad
darmactadiensis se observan en la grafica 10, en eslla se observa
que en el lote testigo & los 7 dias existe una mortandad del
1%3.4%, en este lote se observaron 7 adultos a los 28 dias y & los
4% dias se presentaron larvas de la segunda generacian. la dosis
de 0.1% llega a matar a 10 (&6.6%U) larvas en 11 dias, de lag 9
larvas que guedaron 3 llegaron al estado adulto y 2 guedaron en
ecstado pupal, no se presentd segunda generacidn. La farmulacion
de 0.3% mata al 8&.7% de las larvas en 10 dias vy no se presento
segunda generacion En el lote gue conteni&a la formulacidn de L%
el total de las larvas mueren en B dias. La désis de T4 mata al
100% de las larvas en & dias y la dosis de 10% en 3 dias.

L& susceptibilidad de lasg dos especies plaga de
lepiddpteros es semejante arnte la accion entomopatogena

de Bacillus thuringiensis HD-199 variedad darmastadiensis.

Bioensayo 4: Frueba de toxicidad de Bacillus thuringiensis
HD-1 variedad kurstaki sobre Ephestia cautella y §itotroga
cerealella.

La grafica 11 muestra el descenso de la poblacién en cada
lote. En el lote testigo () a los 8 dias existe una mortandad
del 13.4%, a los 32 dias se observaron 12 organismos adultos v a
los 50 dias se presentaron larvas de la segunda generacidn,
la dosis de 0.1% mata al 100% de las larvas en 8 dias la dosis

o

de 0.5% en & dias, la de 1% en 4 yv la de 5 v 10% en 2 dias.



Tebla XI.- Resultados obtenidos en la prueba de towxicidad
hecha con diferentes concentrsciones del complejo espora-cristal
de Bacillus thuringiensis HD~19% variedad darmastadiensis sobre
Ephestia cautellas se reporta 4 de sobrevivencia.

Concentracion del complejo espora-cristal

1.0% 5. 0% 10.0%

100 093 € 7S 66,6 3L

o

0

bb.E 46. 6 40.0 3T,
4  9mI - 7.3 Ab.6 . 40.0 6.4 20,0

[Er——

40,0 20,0 A 0
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28]
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o
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o

b 80.0 9503 6. b 20,0 0
7 80.0 40.0 20.0 bub

8 80.0 TELE 6.6 0

9 80.0 IELE 0

10 80.0 FELE
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SOBREVIVENCIA (%)

TIEMPO (D1AS)

Grdfica 9 TOXICIDAD DE Bacillus thuringiensis CEPA HD-199

VARIEDAD darmastadiensis SOBRE Ephestia cautella,
SE PROBARON 5 DOSIS DIFERENTES. '




Tabla X1I.- Resultados obtenidos en la prusba de towicidad
hecha con diferentes concentraciones del complejo espora-cristal
de Bacillus thuringiensis HD-19% variedad darnastadiensis sobre
Sitotroga cerealella; se reporta % de sobrevivencia.

Concentracidén  del complejo espora-cristal

Dias 0% 0. 1% 0.3% 1.0% S.0% 10, 0%

1 100 100 100 - - 100

2 100 *;"100‘  et 3.53  : :50;6;

3 933 B6.6 73

4 I3 73, 53,3

5 L3 60,0 40.0'i2,  33.3; oams 0
b He A 46, 6 26.6 2éhHab 0

40,0 20.0 15,3
8 8&6.6& 40,0 20.0 13,5
G B6.6 40.0 R 0

10 86.6

11 B&.6

* Lote testigo
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TIEMPO (DIAS)

‘Grdfica 10 TOXICIDAD DE Bacillus thuringiensis CEPA HD-199

VARIEDAD darmastadiensis SOBRE Sitotroga cerealella.
SE PROBARON 5 DOSIS DIFERENTES.




Tabla XIIl.- Resultados obtefidos en la prueba de toxicidad
hecha con diferentes concentraciones del complejo espora-cristal
de Bacilluse thurinaiensis HD—1 variedad kurstaki sobre Ephestia
cautella; se reporta %4 de sobrevivencia.

Concentracidn del complejo espora-cristal

Dias 0% O.1% Q. 5% 1.0% YA 10.0%

1 100 100 100 Ba. b Bbab . 86;&
2 100 86.6 80.0 46,6 FIE 1EE
e 100 73,3 b&. 6 1Z.3 0 0

4 100 65O, 0 446. 46 20.0

S G 3 4606 20.0

& FELE 26.6 0

7 I3 13053

* Lote testigo



SOBREVIVENCIA (%)

TIEMPO (DIAS)

© Grdfica 11 TOXICIDAD DE Bagcillus thuringiensis CEPA HD-1
VARTEDAD kurstaki SOBRE Ephestia cautella.
SE PROBARON 5 DOSIS DIFERENTES.




Tabla XIV.~ Resultados obtenidos en la prueba de toxicidad
hecha con diferentes concentraciones del complejo espora-cristal
de Bacillus thuringiensis HD-1 variedad Eurstalki sobre

Sitotroga cerealella; se reporta 4 de sobrevivencia.

Cancentracidn del complejo espora-cristal

o s ot b P2 geee sekme aade e TR e V80t o S P 40k 4r0d S Pt WA SV oo PSR A U SR ot A it et o e AP Lo B e Si0e S5 bepm T S0 aen ot b A Sres S 9 e Tk AR e e b St TR0 1502 o S s ot

Dias O# 0. 1% 0.5% 1.0% S Q% 10. 0%
1 100 100 GE.3 FBé.& 86.6& 80:0
2 QE 3 84,6 TEE Lb. 6 4é. b 26.6
= B&. 6 T3 60,0 4&. 6 13,5 Q
4 B&. 6 LOL 0 46. 4 Z6.6 0
S 80.0 40,0 20,0 O
1) Bo.0 13,3 0
7 303 0

* Lote tesfigog



SOBREVIVENCIA (%)
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Grifica 12 TOXICIDAD DE Bacillus thuringlensis GEPA JD-1
" VARIEDAD kurstaki SOBRE Sitotroga cerealella.
SE PROBARON 5 DOSIS DIFERENTES.




En el caso de la prueba hecha con Sitotroga cerealella con
Bacillus thuringiensis HD-1 variedad kurstaki, la graéafica 12
representa los resultados, en la cual se observa como en el lote
testigo () a los 7 dias muere el 26.7% de las larvas, a los 30
dias se observaron 10 adultos v a los 40 dias se presentaron
larvas de la segunda generacidn. La dosis de 0.1% llega a matar
al 1007 cde las larvas en B8 dias, la dosis de 0.5% en & dias, la

de 1% en & dias, la de 5% en 4 y la de 104 en I dias.

Al  hacer una comparacion de la susceptibilidad de las dos
especies plaga de lepiddpteros, & la accidn entomopatdgena de
Bacillus thuringiensis HD-1 variedad kurstaki se nota que
s semejante, al ser esta cepa le& mé&s potente para controlar las
dos especies plaga, ya que ain con la concentracion més baja de
0.17 se mata al 100% de las larvas de las dos sspecies. Debe
hacerce notar gque esta cepa Tué aislada a partir de una
preparacidn comercial DIFEL que actualmente México importa de los
Estados Unidoz vy que con materia prima nacional se ha logrado
cultivar en el laboratoric.

Una wver que se encontro la cepa mis potente para &l control
de Ephestia cautella v Sitotroga cerealella, el siguiente paso
fue encontrar la cantidad minima necesaria de doésis para el
control de las dos especies, de manera que  fuera el
bicinsecticida més econdmico. Como se menciend anteriormente la
cepa mas potente para el control de ambas especies plaga, fue
Bacillus thurinciensis HD-1 variedad kurstak
fué suficiente para proteger a 20 gs de maiz del atague de 15
larvas. La prueba que se realizd para obtener la cantidad minima
necesaria de la ddsis de O.1% fué al variar la cantidad de la
désis, ~ como se menciond en log bicensayos anteriores se
utilizaron 200 mg de dosis, en este titimo bioensayo se
utilizaron las siguientes cantidades ¢ 20, 40, 80, 160, ZI20, y
640 mg en cada lote experimental respectivamente. ‘

. Esta prueba se realizé con larvas de Ephestia cautella y los
resultados se muestran en la grafica 1%, en ella se observa el
porcentaje de sobrevivencia respecto al tiempo, en el lote
testigo (0) hay una mortandad del 20% a los & dias, & log 20 dias
se observaron 10 adultos y a los 43 dias se observaron larvas de
la segunda generacidn. En el lote con la cantidad de 20 mg solo
muere el 40% de de las larvas, en este lote quedaron 7 larvas de
las cuales B llegaron al estado adulto y se encontraron larvas de
la segunda generacidn. En el lote con 49 mg de la dosis de O.1%
murid el 477 de las larvas gue corresponde & 7 organismos, los 8
restantes llegaron a estado adulto, en este lote también hubo




Tabla XV.- Resultados obtenidos en la prueba de toxicidad
hecha con diferentes cantidades de la désie 0.1% del complejo
espotra-cristal de Bacillus thuringiensis HD-1 variedad hkurstaki
sobre Ephestia cautella; se reporta 4 de sobrevivencia.

Cantidades de la désis 0.1% del compleio espora-cristal

Diag €% 20 mg 490 mg 80 mg 160 mg ZHG my HAO me
1 100 100 100 100 1G0 GEE 8&6. 6
2 100 1Q0 100 GEE B&. 6 80.0 TELE
) 3.3 100 GE.E Bb.6 733 I HOL0

4 Bé. b QI.E B&6. b6 20,0 6O 0 600 ORI

80.0 3.3 B80.0 L6.6 333 4.6 40.0

&l

) 80.0 g8b.6 bb. 6 50,0 46. 6 - 26.6 26.6

7 BO.O  BO.O 50, O 57,3 AE. T .3 RS
e 8OO bb. 6 ‘ 573 40,0 b6 0 )

9 80.0  60.0 53.3 3.3 17, 3

10 80.0  &0.0 53,3 ITLE 0O

i1 80.0 HO. 0 53,3 Zb. 6

12 80.0 60, 0 SE.3 2h. b

¥ lLote testigo



SOBREVIVENCIA (7))
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, 40 mp

o 80 mg

TIEMPO (DIAS)

Grafica 13 TOXICIDAD DE Bacillus thuri;giensis CEPA HD-1
VARIEDAD kurstaki éOBRE Ephestia cautella.
SE PROBARON 6 CANTIDADES DIFERENTES DE LA
DOSIS 0.1%.




segunda  generacion como en el caso anterior. En base a esto se
puede decir que 20 y 40 mg de la désis de 0,14 son cantidades
que no son suficientes para proteger 20 gm de malz de la
infestacidn de 1% larvas de Ephestia cautella.

En el lote gue tenia BO mg de formulacion de 0.1%4 murieron
11 larvag en 11 dias, y las 4 restantes llegaron a estado adulto,
en e&ste lote no hubo segunda generacion. Esta  cantidad es
recomendada a usarse en lugares donde no haya infestacion o esta
sea minima o bien como medida profilactica.

La cantidad de 160 mg de la désis O.1%4 fue la suficiente
para proteger 20 gm de maiz del atague de 15 larvas de Ephestia
cautella va gue en 10 dias murid el 1004 de las larvas.

-y

Las cantidades de 220 y 640 mg actuaron de manera semejante
que en &l caso anterior, al matar al 1004 de las larvas en 8
dias.
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V. ~CONCLUSIONES

El medio Holmberg, A. (1980) modificado por Rivera (1986), es
favorable para la produccion del complejo espora-cristal del
las 4 cepas bacterianas de Bacillus thuringiensis uwtilizadas
en la presente tesis. ‘

El caomplejo espora-cristal de las 4 cepas bacterianas
probadas puede ser uwtilirado come bioinsecticidas para
el control de Ephestia cavtella v Sitotroga cereallela en

granos almacenados.

La cepa de Bacillus thuringiensis HD-1 variedad kurstaki e
la gue en menos tiempo mata un mayor namero de larvas de la
dos especies plaga al utilizar concentraciones muy baja

(0.1%) .

nowm

]

’

La cantidad minima necesaria de dosis de Bacillus
thuringiensis HD-1 para proteger una tonelada de maliz esta al
rededor 8 Eg en una concentracion de 0.1%, lo gue corresponde
a B gm de complejo espora cristal.

La produccidn del complejo espora-cristal de las 4 cepas
utiliradas de Bacillus thuringiensis es factible a partir de
materias primas nacionales de bajo costo.
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VI.~SUGERENCIAS

Frobar la eficacia de Bacillus thuringiensis para el control
de Ephestia cautella v Sitotroga carealella a gran escala.

Investigar si Ephestia cautella vy Sitotrogs cersalells no
desarrolla resistencia al control con Bacillus thuringiensis.

Frobar i Bacillus thuringiensis es capazr de controlar otras
especies de lepiddpteros plaga.

Investigar otras especies del gérero Bacillus que puedan ser
usadas como posibles bioinsecticidas.

Frobar Bacillus thutingiensis junto con dosis muy bajas
de insecticida gquimico como control integrado de plagas.

a0



VII.-LITERARURA CITADA

Andrews, E. R. and Bulla, A. L. (197&), Toxin of Sporeforming
Bacteria. J. Invertebrate FPath., 38:220-229.

Aranda, He E. (1987). Modelos de FPrediccion de Eventos
Bioldgicos Para Flages de Insectos. Froblemas de Contaminacién
en México Z:4 p.8-10,

Brian, L. (1981). Fests Control: but what price? New Scientist
January 15:150-152.

Brock, D.T. 198&6.Basic Microbiology. Frentice-Hall USA p. 488-
499,

Bulla, L. A. (197&). Characterization of the Entomocidal
Faraesporal Crystal of Bacillus thuringiensis. J. Bacteriol
1730 (1) E75-E8E.

Bugerjon, A. and Martouret, D. (1971). Determination and
Significance of the Host Spectrum of Racillus thuringiensis.
In "Microbiol Conirol of the insects and mites" Burges, H. D.

e

and Hussey. N.Y. Academic Fress inc. London. p 203-226.

Cottomn, R. T. (196%).Fests of Btored Grain and Brain Froducts.
Burgess Fublising Co. Minneapolis Minn. EUA. 318 pp.

De EBach, F. (1968). Control Ricldgico de Flagas de Insectos y
Malas Hierbas. CECSA. México. p.480-320.

Dubriaw, D. A. (198%). lMolecular Bioloogy of Bacilli. foademic

Fress Inc. Z2:319-335.

Erickson, J. R, (1974), Industrial Aplication of the Bacilli: A
Review and Frospectus. Microbicl. Inmunol. 93:149-199.

"



~Falcon, L.A. (1971). Use of Racteria for Microbial Control. In:
Microbial Control of Insects and Mites. Academic Fress Inc.
D670,

- Fitz-James, F.Co (19460),. Farticipation of the citoplamatic
maembrane in growh and spore formaticon of Bacilli. J. Biophisic,
Citol. Sr507-528.

- Guarino, R, G. (1980). Aspectos sobre el almacenamiento de
granas en el medio raral en Mexico. Memorias . del Cologuio
Internacional Sobre Conservacion de Semillas Y. Granos
Almacenados. Oaxtepec, Morelos.

- Hemipel, A. M., and Angus, T. A. (1958). The Taxonomy of insect
pathogens related to Bacillus thuringiensis Frannklan and
Frankland., Can, J. Microbiol. 4:3%1-3541.

- Hinton, H. E. and Corber, H. 8. (1972). Common Insect Fests of
Stored Food Froducts. A BGuide to their Identification British
Museum Matural History). Economic Sciences. 1S:4l.

- Junko HNishiitsutzuji-Uwo and Yasuhisa Endo. (1981} Mode of
Action of Bacillus thuringiensis, alfa-endotoxin. Appl. Ent.
oo, 16(2)Ye 7287,

- Kenword, M. (1981). Croop Frotection without Chemical worfare.
New Scientis,2:312-322,

- #lug, M. . (1984). Microbial Ecology. American Socity for
Microbiology. p. 397-410,

- Frebs, J. Ch. (198%5). Ecologia: Estudio de la Distribucitn y -
Abundancia. Harla, México, D.F. p. 297-410.

- Lecato, G. L. (197&). Yield Develompnent and Weight of Cadra

cauvtella (Walker) and Flodia interpuctella (Hubner)  on
Twentyone Diets Derived from Natural Products. J. Stored
Frod. Res. 12:47%-47,




Lechtman, W. (1980). Microbiology. Macmillan FPFublishing Co.
Inc. New York. p. 745-748.

Loaiza, M. V. (1962). Riologia y Fruebas Freliminares en el
Combate de Ephestia cautella Naturaleza Z(5);22-35.

Martinez, J. ©. (1985 . Los Flaguicidas y su uso en la
conservacion de  granos.  Memgrias de las Conferencias del FUAL
sobre granos almacenados. Univeresidad Nacional Autonoma de
México.

Mcl.aughlin, A. (1971). Use of protozoos for Microbial Control
of insects and Mites. Academic Fress. p. 151-170.

Mortimegrp, S. R., Stolp, H., Triper, G Hoey EBalows, A.,
Schlegel, G. H. (1981). The Frocaryotes A Handbook of
Habitats, Isolation and Identification of Racteia. Morfimer,
Berlin: springer 2:1749-1751. - :

s fav =

Morales, T. B. y Maglola-mMundet, L. D. (1977). Efecto de cuatro
pesticidas sobre la nitrificacidn del suelo en condiciones del
altiplano boliviano. Rev. Lat—Amer. Microbiol. 1%:317-22Z.

Orti=z, J. M. (1988). Las bacterias como una alternativa en el
control de insectos en México. Tesina, gspecialidad  en
Riotecnologia. Biomedicas UNAM.

Foinar, G. 0. (1971). Use of Nematodes for Microbial Contro of
Insects. In: fMicrobial Control of Insects and PMites. Academic
Fress p. 181-201.

Ramirez, M. M. (1980). Frograma de investigacion del insectario.
del Instituto de Biologia de la UNAM sobre los sistemas de
almpacenamiento en HMéxico. Instituto de EHiologia de la UNAM.

pa. S0

-re
W




Ramirez, M. M. (1981)., Insectos vy Almacenamiento de Granos.
Naturaleza 120 192-102.

Ramirez, M. M. (1986). Biologlia e ldentificacidn de plagas de
Granos Almacenados. Memarias del Frograma Universitario de
Alimentos (FUALY  UNAH.

Fliivera, J. L. (1%86). Froducoidén Yy ensayo de Bacillus

thuringiensis come agente entomopatogeno. Tesis Licenciatura
Facultad de Ciencias UMNAM.

/

Stairs, G. R.(1971). Use of Virus Tfor Microbiel Control of
insects. In: Microbial Contrel of Insects and Mites. Academic
Fress, N.Y. p. 91-122.

Stanier, Y. R., Ingraham, L. J., Wheelis, L. M., Fainter, R. F.
(1984). The Microbial World. Frentice—-Hall New Jersey
p. 475-483.

Turk, A. T. vy Wittes, J. R. (19746). Tratado de Ecologia.
Interamericana. México. p 2Z09-230.

Vel&zquez, C. A, (198%) . Almacenamiento y Conservacion de

Froductos Agricolas en Almacenes Nacionales de Depdsito, 8. A.

(ANDSAY . Memorias del Cologuic Internacional Sobre Conservacion
de Semillas v Grancos Almacenados. Instituto de Eiologia UNAM.
Méwico. México, p. s/numerar.

Wilkinson, L. F. (1976) . Insecticide Biochemistry and
FPhysiology. Flenum Fress N.Y. and London p. &82-687.

William and Wilking. (1974). Bergey's HManual of determinative
Bacteriology. Waverly FPress, Inc. Baltimor USA. p. 33032355,

Yendol, G. W. and Roberts, D. W. (1971, Use of Fungi for
Microbial Control of insects and Mites. Arademic Fress.
p.486-49%7.




	Portada
	Índice
	Resumen
	I. Introducción
	II. Objetivos
	III. Materiales y Métodos
	IV. Resultados y Discusión
	V. Conclusiones
	VI. Sugerencias
	VII. Literatura Citada



