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1
RESUMEN

En ~ute trabajo se reporta el efecte de 12 epas nativas de Bacillus
thuringiensis B, thuringlensis) (meccia sporar cristaltes), aisladas de
suelos agrivodas del EBstado de Horelos, en larvas de puimer  estadio de
Speodopters feugiperds y S. exiqua. De 12 cepas wrilizadas (IR, IBG, 1B1O,
1813, IBlw, [823, IB26, IB3G6, 1837, IBS0, IB79 o [BIS6), solamente seis de
«llas (184, BN, IBI3, IRIG, IB3G o IB37) y los controles positivos (MD-1 y
UN-137) produjeron mortalidad siguificativa en 5. fruglperda on los biocensayos
preliminares, La cepa HD-137 (usada como control positivo) fue afectiva 4 una
rencentracion de 200 ng/em® de superficie de diet: en tanto que la HD-1
{contral positive), y las nativas [BIO e IBI6 fuercn efsctivas a 2000 ng/cwm®,
También observamos que, en general, las larvas sobrevivientes regularmente
presontaron menor talla con ‘respecto al control, después de siete dias gue
tardé el bioansayo. Las cepas IB6, IB23, IB25, IB50, IBR79 ~ 1B156 no
mostraron efecto alguno adn en la concentracién mixima de 2000 ng/cmt.  La
concentracion letal media (Clse) de las cepas activas fue inferior a 400
na/cn®, siendn nuevamente la cepa mas activa la HD-137 coh un valor preomadic
de Clsg de 174.3 ng/cnd. También se aunalizd el posible dJdesarrollo Jde
resistencia y efecto en la pupacion en S. Ffrugiperda usande concentracisnes
sublatales dae B, thuringlensis con las cepas GM-10 y HD-137, En éatos
exporimentos no fue posible obtener conclusiones definitivas respecto al
degsarrollo de registencis, pues al parecer las concentraciones empleadss
afectaron el desarrolle de las larvas asi como la fecundidad de los adultos
que lograron emerger. AUn cuando habfa oviposicién normal, nunca observamos
eclosi¢n de larvas de primer estadio s partic de esas masas de hucvos despuéds

de la tercera generacién,



No se realizaron ensayos preliminares con S. exigua., Sin embargo, con
la concentracion was baja usada (100 ng/cw?) en las pruebas de Cle se ohserve
al menos un 60% de mortalidad en las cepas 1BS5, IBLO, 1813 e 1BlG; llegando a
ser hasta del 100% en las cepas IB36, 1B37, HD-1 y HD-137, Iqualmente se
observd una disminucison on la talla de las larvas sobrevivientes desdo un 20%
hasta un 40 al cabo de siate dias. las formulaciones insecticidas microblanas
empiezan a tener una buena aceptacién, por lo que la busqueda de nuevas cepas

nativas m4s potentas y selectivas son de gran importancia.



INTRODUCCION

Desde que 2! ser humano se hize sedentario, comenzd a cultivar plantas y
1 dewesticar animales para alimento y vestide, tuvo necesidad de zombatir o
los  elementas nocivos  (como  los  insectos, otros  invertebrados y, aun,
vertebrados) que dismipulan la produccion.  Con el advenimiento de metodos
modernss en la agricultura, pudo mejorarse la produccion de alimentos pero
tambien hubo una consecuencia importante: aparecieron las plagas causantes de
daftos a plantas cultivadas y, entre las més scbresalientes, los insectos. Aun
cuando las formas adultas de estos avtropodos suelen causar daflo o las
plantas, son las formas inmaduras las que, sin duda, constituyen el vepdaders

problema para la agricultura (Equihuwa y Anaya 1990).

Tradicionalmente, el maiz ha sido utilizado como aliments basice eu
México por lo que representa uno de los principales cultives en la agricultura
de temporal y de riego. Sin embargo, el rendimiento real se ve disminuide por
la pérdida de fertilidad del sualo, un régimen pluvial imprevisible en las
regiones temporaleras y, ademis, por el ataque de insectos plaga. Uno de los
insectos plaga mas importantes durante tedo el ciclo de desarrolle del maiz es
al gusano cogollero del maiz (Spodoptera frugiperda Smith)
(Lepldoptera:Noctuidae), Ademas del maiz, también puede atacar a la alfalfa,
frijol, papa, diferentes especies de pastos, sorqo, soya y el tomate de
céscara. Esta especie ataca fundamantalmente el “cogollo" de las pléntulas de
matz (sitio donde se localiza el meristemo de crecimiento), donde se alimenta
de las hojas en formaclén perforéndolas severamente. Bl ataque temprano dael
GCM retarda el desarrollo o causa la muerte de las pléntulas de mastz (Morén y
Terrén 1988). Otra plaga de importancia es Spodoptera exigua (lldbner)
(Lepidoptera:Noctuidae) también llamada “gusano soldado del algodonero®, la

cual puede alimentarse de una gran variedad de cultivos ontre otros 2l



atonielt, alfalfa, melon, arros, coya, onge, tamate de cascara,  Jitomate,
linaza, papa, vcartamo, garbanzo, « incluse  Llega 1 atacar o plantac
orhamentalss como el risantemo (Malais 1992). Pata reducir las pardidas
provocadas por plagas como S, fruglperda, varios metodos han sido utilicados,
desde @) control quimico hasta ol control manual, especialmente en parcelas de
maiz de subsistencia donde la aplicacien quamica no o5 rosteable  (Romero
1993). Sin embargo, el uso de productos quimicos es el metodo de o -nrrol mas
extendido; desde un punto de vista practico, los pesticidas quimicos . asionan
la muerte de toda o de casl toda la pobla:ién de una determinada plags on poco
ti wpo y ademds es posible eliminar varias plagas com un solo producto,  Adn
asi, el valor ingecticida que representan éstos productos se ha visto

disminuido debide a que dejan residuos persistentes tanto ¢n el anbjente
(suelo, agua, aire) come en low tejides vegetales y animales con la
consecuente acumulacidn en las cadenas troficas (Chauvin 1967}, Por otro
Lacky, 1905 insechiclidas quimicos someten a los insectos plaga a nna fusrte
presitn de selecclén por 1o que son capaces de desarrollar resistencia a los
productos quimicos. Sawicki (1979) ha calculado que aproximadamente el oOrden
lepidéptora presenta al menos 52 especies resistentes, en tanto que los
ordenes coleoptara 96, acarina 43 y homdptera-himenoptera 41, Actualmente,
hay mas de 500 especies de 4curos @ insectos que han desarrollado resistencia
(Lambert y Peferven 1992}, Aun was, 2l acelevado deterloro ambiental, el alto
casto de adgquisicion y aplicacion, asi como los riesqos a la salud humana que
implica el uso de insecticidas quimicos, han dado la pauta para buscar y
desarrollar alternativas menos daiinas, Asi, las nuevas estrategias de
control deberan orientarse hucia un manejo de plagas efectivo y natural que
permita obtener una produccidon agricola rentable (Abarca et al. 1991,

Catpenter 1%92),
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OBJETIVCS

Evaluar sl efecto toxico de cepas nativas de Bacillus thuringiensis oh
larvas de primer astadic de Spodoptera fFrugiparda Smith y Spodoptera exigua

(Hubner) (lLepidéptera:Noctuidae).

Analizar el posible desarrollo de resistencia de Spodoptera fruaiperda a

las toxinas de Bacillus thuringfensis, cepas GM-10 y HD-137.

Analizar las alteracicnes fisioldgicas (excresion y pupacion) provocadas
por concentraciénes subletales de toxinas de Bacillus thuringiensis, cepas

GM-10 y HD-137, en Spodoptera frugiperda.



ANTECEDENTES

INSECTICIDAS MICROBIANOS. Todos los erganismos son susceptibles de ger
atacados por diferentes tipos e microorganismos y los ingectos no o ls
excepeion, Como parte de los programas exjstentes de manajo integradce de
plagas (MIP), una de las alternativas propuestas es el uso de entomopabtdgencs
capaces de enfermar a su hospedere hasta llaevarle a la muerte (Coulson vy
Witter 1990). Entre los patogenos de insactos, se incluyen especies de
diferentes grupos taxonomicos como los virus {Fuxa 1990), bacterias (Feitelson
et al, 1990), ricksettsias (Aronson et al.1936), hongos (McCoy 1990},
protozoarios (Henry 1990) y nemitodos (Kaya 1990). De todos estes grupos
destaca el de las bacterias las cuales han tenido un gran auge durapte los
yltimos afios (Technology Impact Reports 1990). La mayoria de los virus,
bacterias y protozoarios son ingeridos por los insectos al alimentarse; on
tambio los hongos invaden al insecto a través del tegumento intacto (Coulson y

Witter 1990).

Las formulacicnes quimicss de  pesticidas  constituyen una  parte
importante del mercado comercial a nivel mundial. No obstante, los pesticidas
biclogicos o bicpesticidas representan menos del 1% da  los productos
disponibles en el mundo (aproximadamente 20 billones de délares) (Technology
Impact Reports 1990, Van Rie 1992). Su penetracién ha sido significativa solo
recientemente, quizés por el arraigado uso de los insecticidas quimicos
emnpleados por décadas cuya ventaja es la de actnar rapidamente y matar a
varias plagas de un é4rea agricola determinada. En cambio, los insecticidas
microbianos gon de aceién mas lenta y dada su alta especificidad sélo se
elimina a un tipo particular de plaga. Otro de los problemas ralacionadas con

las insecticidas microblanos es su permanencia en el campo, pues son muy



suscept ibles a factores fisjcos ambientales gue loz inactivan.,  Sin embarge,
actualmente se han desarrollado técnicas que les [ ermiten permanceocr largos
pericdos de tiempo expuestos 3 tactores fisicos inactivantes (Feitelsou of al,

1990, nes et al, 1991, Van Rie 1992).

Asy come los inmecticidas quimicos pasan por un proecese de pegulacifn
antes de sgalir al mercado (para probar la seguridad en su produccién y uso),
tambien  los  insecticidas  microbianvs  regquinwren  ser  regulados.
Comparativamente al tardado proceso para -ompletar su registro con pruebas de
soquridad al) que deben someterse los productos quimicos (5-7 afos y un costo
por arriba de los 40 millones de délares), en el caso de los insecticidas
microbianos el proceso solo tarda de uno a dos aflos y tiene un costo alrededor
de loz dos millones de d6lareso (Technology Impact Reports 1980, Abarcas et al.

1991},

Son varias las ventsjas que tienen los insecticidas microbianos sobre
las contrapartes quimicas (Coulson y Witter 1990, Galan 1990}, entre otras:
oturren naturalmente en muchos ecosistemas; hay auzencia de toxicidad para
plantas y animales (incluidos insectos no "blanco” y el hombre); son
extraordinariamente especificos en cuanto s su toricidad contra determinados
Insectos “blanco”: no dejan residuos toéxlcos por 1o cual no contaminan el
amblente (son degradables): no hay dependencla de una sola materis prima para
su produccién; se pueden presentar estados de resistencia o letargo para
soportar condiciones adversas, por lo que se pueden almacenar por mucho
tiempo, Esta 0ltima condicién permite que los insecticidas microbianos sean
usados con un alto grado de confiabilidad en programas de MIP,

UN PATQGENG PROMETEDOR: “Bscillus thuringiensis®. Como ya se menciond,

algunos grupos de bacterias son patdgenas a insectos, muchas de las cuales



pertenecen a lag familias Pacudamonadaceae, Enterobacteriaceae,
Micrococaceae, Lactobacillaceae y Bacillaceae. La mayoria de lag especies
bacterianas formadoras de esporas patdgenas a4 insectos pertenecen a la tamilia
Bacillaccae (lbarra 14992), Aungque se han reportado cevca de 100 . species
bacterianas «<omo  antomopatogenas,  solo cuabro hant censiderado o omeo
promisorios agentes le  control de  insectos:  Sacillus  thuriasglensis, B.
popilliae, B. lentimorbus, y B. sphaericus. D eéstas sélo b, sphacricus no se

ha producido a nivel comercial (Abarca et al. 1991, Crock y Jarret 1991).

CARACTERISTICAS DE Bacillus thuringiensis: Bacillus thuringiensis es una
bacterta cosmopolita, derdbica, gram positiva, de forma bacilar, habitante de
la flora normal del suelo y de otros habitats come el filoplano de las plantas
y el polvillo en los silos donde se almacenan granos. Esta especie bacteriana
tiene un amplio rango de insectos hospederos incluyendo lepidépteros, dipteros
y coledpteros (Hofte y Whiteley 198%), y més recientemente maléfagos (Drummond

et al, 1992) (tabla 1). Esta bacteria se caracteriza fundamentalmente por
producir una inclusién citoplismica (o cuerpo parasporal) que contiene el
factor téxico conocido como d-endotoxina (delta-endotoxina).,  Algqunas otras
cepas suelen producir otros tipos de toxinas (Bulla et al. 198}, Fast 1981,

Feitelson et al,1990),

INICIOS COMO BIOINSECTICIDA. Bl cientifico japonés S. Ishiwata aisléd a
B. thuringiensis por primera vez en 1902 a partir de larvas enfermas del
gusanc de seda Bombyx mori, a la que se llamé Sotte bacillus por la aparente

muerte subita que producia en las larvas y aunque describe la especie, no la



Talla 1.

9

ey Bacillus thuringiensis.

Algunos ejemplos e insectos susceptibles o law & endotoxinas

NOMBRE COMUN | FAMILIA ¥ ESPECIE | REFERENCIA(S)
ORDEN MALLOPHAGA
PRICHOBECT TDAE
PIOJO Damalinia ovis Drummoncd + t al, 1992

ORDEN HCMOPTERA

FULGJ DEL CHICHARS
AFTDO PRIETD DEL MALZ

ATHIDILAR
Acyrthosiphen pisum

Payne y Cannon 1993

Rhopalosiphum matdis Aranda et al. 1993
ORDEN COLEOPTERA
SALLINA CIRGA SCUARABARIDAE Ohbe et al, 1992

ESCARABAIO DE LA HOJA
GUSANG DE LA RATZ
CUSANG DE LA RAIZ

FSCARABAJO DE LA FAFA

GORGOJO DE LA ALFALFA

CHRYSOMELIDAE
Chrysomela scripta
Diabrotica =pp.
D, undecimpunctata
Leptinotarsa
decemlineata

CURCULIONIDAE
Hypera postica

Rauar y FPankratz 1992
Mycogen 1992
Adpar ot al, 1991
FKupar et af. 1991
Lambert et al. 1992
Bravo et al. 1992a,b

Myzcgen 1960

ORDEN LEPIDOPTERA

GUSAND TROIADOR
GUSANO EGIFCIO DEL
ALGODOH
GUSANG DEL FRUTO
GUSANO DEL FRUTO

GUSANO DE LA YEMA

NOCTUIDAE
Spodoptera litura
S. littoralis

Helicoverpa armigera
H. punctigera
Esrias insulana
TORTRICIDAE

BAREENADOR EUROPEQ DEL
MA1Y

QCCIDENTAL Choristoneura
GUSANO DE LA YEMA DEL occidentalis
FINO
Ch. fumiferana
PYRALIDAE

Ostrinia nibilalis

GUSANO BARRENADOR
GUSAND BARRENADOR DE LA

PIERIDAR
Pieris rapae

vidtlack et «l, 1991
Hayon et al. 1990

Teakle et al,
Teakle et al,

1992
1992

___Havon et 3l, 1990 °

Hirva &t al. 1987

Van Frankenhuyzen y
Gringorten 1991

McGuire et al. 1990

McDonald et al. 1990

COL P. brassicae Martens 1990
LYMANTRIDAE
PALOMILLA GITANA Lymantria dispar Dubois et al. 1988
PLUTELLIDAE
PALOMILLA DORSO DE
DIAMANTE Plutella xylostella Fergd ot al, 1991

GUSANO CORNUDO DEL
TABACO

SPHINGIDAE

Manduca sexta

Hufte ot al, 1990
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ORDEN DIPTERA

MOSCA LB LA ACETTUNA

TEPHRITIDAE
Dacus oleao

" GUTRONOMIDOS

CHIRONOMIDAE
Rheotanytarsus sp.

SIMULIDOS
HOSCA DOMESTICA

MOSCA COPROFAGA

SIMULTTOAR

MIGCTDAR

SCIARIDAE
Bradysla coprophila
Lycoriella mali

Karamandilon et al,
19491
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publica formalmente. Sin embarge, alrededor de 1915 Berliner la descrike
taxonémicamente adjudicandosele asi su descubrimiento y ademds sugiere su uso
coma insecticida basado en otra :epa (subespecie thuringlensis) aislada

de un molino en Thuringen, Alemania (Starpes et al.1993). En los ultimos 30
afios tanto en los Estados Unidos como en Europa se han elaborado varios
insecticidas comerxciales para controlar formas larvarias de lepidopteros y
dipteros plaga (Feitelson et al.1989, Ware 1991, Beegle ¥ Yamamoto 1992,

Starnes et 91.1993) (tabla 2).

En 1956 Angus demcstré que el ingrediente active téxico para
lepidépterss era una proteina (conocida como S-endotoxina (delta-endotorinal)
contenida en una inclusion cristalina de forma bipiramidal. Posteriores
trabajos demostraron que la proteina activa contra lepidoptercs producida por
B. thuringiensis var. kurstaki es una mezcla da cuatro o mAs proteinas
diferentes que forman a la protozina (Aronscn y Wa 1990, Feitelson et

al.1992}),

Hoy en dia, B. thuringlesis es el entomopatdgeno de mayor produccion y
distribucién en el mundo. Se calcula que se utilizan alrededor de 7.3 millones
de Kg de bloinsecticidas a base de B. thuringiensis anualments, pudiéndose
encontrar en diferentes presentaciones come polvos, liquidos, granulados,
pellets (pequefias pastillas) (Abarca et al. 1991, Catologo Oficial de
Plaguicidas 1991). Como se menciond anteriormente H. ethuringiensis puede
producir varias toxinas que se liberan en el medio de cultivo durante su

desarrollo, las cuales se mencionan brevemente a ontinuacién:



TARLA 7, DPRODUCTOS COMERCEALES A BASE DI DELTA ENDOTOXINA DE

Bactllus thurlngiensis
A.  B. thuringleusis var. kurstaki.

HOMBRE COMERCIAL:

DIPEL
BIOBIT
THURICIDE
JAVELIN
BACTQSPEINE
LARVO-BT
FORAY
CATERPILLAR ATTACK
FOll, BFC
FUTURA
Mup
AGREE
WORMBUSTER
BATHURIN 82
BIODART

LABORATORIO:

ABBOT LABS.
NOVO NUEDISE
SANDOZ, INC.
SANDOZ, INC,
NOVO NORDISK

NOVO NORDISE

ECOGEN
NOVO NORDISK
MYCOGEN CORP.

CIBA GEIGY

BACTER

J2D SLUSOVICE
ICl

B, B. thuripgiensdis var. israelensis.

TEKNAR
VECTOBAC
BACTIMOS
SKEETAL
MOSQUITO ATTACK
BACTIMOS BRIQUETS
MOSQUITO ATTACK RINGS
ACROBE
BACTOKULICID
MOSKITUR

SANDOZ, INC.
ABBOT LABS,
NOVO NORDISK
NOVO NORDISK

AMERICAN
VPOBIOPREPARAT
JZD SLUSOVICE

C. B. thuringiensis var. alzawai.

CERTAN
FORBAC
CENTARI

SANDOZ, INC.
NOVO NORDISK
ABBOT LABS.




D. E. thuringiensis var. san diego.
M-ONE MYCOGEN CORP.
CONDOR ECOGEN
TRIDENT SANDOZ, TNC.
CUTLASS ECOGGEN
M-ONE PLUS MYCOGEN CORP.
L. B. thuringiensis var. tenebrionis.

GNATROL
NOVODOR
TRIDENT
FOIL
M-TRACK
TRIDENT II
DI TERRA
M-ONE

ABBOT LABS.
NOVO NORDISK
SANDOZ, INC.

ECOGEN
MYCOGEN

SANDOZ AGRO, INC.

ABBOT LABS.
MYCOGEN
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a).  w-exctogins o o« otexina tormolakhil, oluble osnoaana  Loxica

insectos (Fast 1990).  Jegun Toumanoff (19%3), sta toNina .. una lecitinasa-

C, pero se ha  afimande que ne lo es (Beegls et oo, 1892,

by, Brexotoring, thuringienzina o tanbién llameda factor mosca  por
actuar sobre distintos geéneros jnmadures e mosca. B soluble en agua,

:cles e wasca,

termoestable, de alta toxicidad para larvas de algunas sy
Quinicamente se define como un nucledtido de adenina analoga al ATFE. 3

toxicidad se debe 1 que inhibe al TMNA gue dirige a la RNA pelis

competencia con el ATP inhibiendo asi la sintesis de WNA,  Se han identificado
diferentes tipos de P-exotczina con distinto espectro de actividad; ésta
toxina es m4s téxica inyectada por via parental que por ingestién oral tanto
en ingectos como «en  vertebrados. For sus efaectos teratogénicos, y
posiblemente mutagénicos, el usc de esta toxina eatd estrictamente regulado en

los Estados Unidos, pues se ha detectado citotoxicidad para vertebrados y su

empleo es sumamente riesgoso para humanos {(Burgess 1961, Fast 1981, Se

al. 1981, Van Rie 1992).

r). y-exotoxina es de origen proteico, termolibil a 60°C por espacio de
10 ninutos, y seunsible al aire y a la luz del sol. Se vierte al medio durante

la fase logaritmica de crecimiento de la bacteria (Fast 1981).

d) S-endotoxina {delta-endotoxina), toxina cristalina o solamente
llawada cristal, la cual tienes propledades entomocidas. Bl espectro de accion
de esta toxina es amplio ya que actia sobre estados inmaduros de diversos

grupos de insectos (Fast 1981, Feitelson et al.1992, Van Rie 1992).
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e}, Tambien z2¢ produce upa toxina gue actua scbre ratones y otra de

somposicién (Valenznela 1990).

far-il de

f). Para alqunas especies de insectos, las sporas también contribuyen
significativamente a la actividad ipsecticida (Beegle y Yamamoto 1992, Van Rie
1992, Miyasono et al. 1994) mientras que en otras juega un papel casi nule o
no tigne toxicidad. Existe una estrecha similitud scrologica entre las
proteinas de la cublerta de la espora con las proteinas dal cristal, lo cua!
hare pensar que la d-endotoxina pudiera gser un exceso de cubierta proteica de

la espora (bulmage 1981).

Otros factores producidos que pudieran jugar un papel significativo en
la toxicidad de la bacteria son dos inmunoinhibidores denominados A y B. El
factor A es un polipéptido que inhibe la actividad antimicrobiana de 1la
hemolinfa del insecto y el B que parece ser una sustancia no proteica y que

también inhibe la actividad antimicrobial (Van Rie 1992).

CARACTERISTICAS DEL CRISTAL. La capacidad insecticida e R,
thuringiensis reside principalmente en la §-endotoxina contenida en '
cristal parasporal que se forma y acumula durante el proceso de esporulacion,

Los cristales representan del 20 al 30 § del peso seco de los cultivos
esporulados y est&n constituides por una o mas proteinas, de las cuales
alqunas son Jd-endotoxinas (Van Rie 1992), El cristal es un agregado de
moléculas proteicas comunmente de forma bipiramidal aunque puede tener muchas
otras formas o simplomente ser amorfo (lo cual puede deberse al serotipo). En
promedio mide 15 nm de longitud, un dismetro aproximado de 5 rm y un peso
molecular de 230 000 Daltones (Fast 1981) (Figura 1). El cristal proteico

contiene aprorimadamente 5 & de carbohidratos aunque probablamente no ticnen



Figura 1. Difsrenteg estados de desarrollo de Bacillus thuringlensis.

A, célula vegetativa; B, célula esporulando; C, espora; D, cristal.

Tomado de "Ibarra, J.E.. 1992, Biologia Yy aplicacién. de las bacterias
entomopatégenas. Yercer Curso de Control Bioldgico, Socieded Mexicana de Control
Biologico, Cuautitlan-Izcalli, Edo. de México.
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un papel importante en la toxicidad, Ho presentan acidos nucleivos ny lipidos
pero se han detectado restos do calcio, tieprs, mamesio y silicia (Iulla at

al., 1977, Fast 1961).

La diversidad de los cristales proteicus producides por [, thurdngiensis
se debe a la presencia de diferentes tipos de d-endotoxinas, tanto por su
rango de hospederos come por su peso moleculal  (composicién y cantidad de
cadenas peptidicas), asi como por la  susceptibilidad al ataque de enzimas
como la tripsina, la reaccion con anticuerpos, el espectro ingecticida o el
grado de solubilidad (Fast 1981, Van Rie 1942). Por ello, diferentes
serotipos o variedades han sido detectadas. Las diversas cepas que se han
aislado de B. thuringiensis se clasifican de acuerdo a sus antigenos
flagelares N, al tipo de cristal proteico, al patrén de estearasas, a su
patogenicidad y a determinasdas caracteristicas bioquimicas (Van Rie 1992).
Generalmente, cada célula vegetativa preduce un cristal, exceptuando algunos
aislamientos que producen de 2 a 5 cristales por célula (Fast 1981, Beegle y

Yamamoto 1992).

FORMACION DEL CRISTAL. Después de un rapido periodo de desarrollo
vegetativo de la célula de B. thuringiensis, se inicia la formacién de una
endospora resistente a las condiciones adversas del ambiente. Es durante la
formacién de la espora, en la fase estacionaria, cuahdo se forma el cristal,
La secuencia da eventos indica que el cristal puede ser detectado
microscédpicamente en sus inicios de formacién durante la dltima parte de la
fase 11 de la esporulacién, Aunque su mayor crecimiento se da en las fases
I1T y 1V, los cristales pueden continuar agrandindose incluso hasta la fase VI

(Benchtel y Bulla 1976, Fast 1981}, Micrografias de los cristales nacientes



17

muestran rodeados por ribosomas y asoclados v fa membrana  citoplasmiva

Ioaura 2).

MODO DE ACCION, Una ver que al ingests ha ingerido los cristales
proteicos con el alimento, estog toh solubilizados en el ambiente alcaline del
fnlervine medio (en el casc de los lepidoptercs ol pH va de 9 a 12 (Goldburyg y
Tiaden 1990, Terra 1990]) fragmentandose en unidades proteicas conocidas come
protozinas.  Sin el paso provio de solubilizacion, las proteinas no tendrian
rninduna actividad toxica (Dulwage 1981}, por 15 que el pll alcaline jusga un

papel importante en la solubilizacion de los cristales proteicos.

Las protoxinas tieneh un peso molecular de 130 a 140 Kilodaltones (Kda),

son termolébiles y pueden ser hidrolizadas prztecliticsmente para hacerse
activas, o8 decir, al removerse ol extremo carboxile terminal se forma la
toxina propiamenta. El extremo carboxilo tiene de 60 a 70 Kda y aunque
contiene muchos residuos de cisteina necesarios para mantener la estructura
cristalina no parecen westar relacionados con la toxicidad (Goldburg vy
Tjadenl990, Van Rie 1992), Bl fragmento téxico del cristsl ests localizade en
el axtremo smino terminal de la protoxina. La toxina activa, conocida como 8-
endotoxina, es un fragmento proteico de 60 2 70 Kda de peso molecular. Aun no
queda claro si las 8-endotoxinas especificas actuan independientemente, pues
el algunos casos hay evidencla de sinergismo entre diferentes §-endotoxinas,
aunque en olras cepas no se observa éste comportamiento (Feitelson et al.

1990, Van Ris 1997),

La- toxina activa actia sobre las microvellosidades apicales de las

células epiteliales del intestino medio del insecto blance, dénde se localizan
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Figurs 2. Esporulacién de Bacillus thuringiensis y formacisn de cristal
preteico. P, parod celular; CR, cristal proteice; ¢, cubierta esporal;

E, espoura madura,

Tomade de "Fast, Fos. 19491, The orysta toxin of Bacfljus thuringlensis,
En: Prograss in the microbial control of pest and plant dissases. H.D. Burges, Ed.

landon, Aiadenis brest.
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receptores espectficos de naturaleza glicoproteica (Gill et al.1992). Al
parecer, s& forma un poto no selectlve cuyo radlo ey de 9.5 nm o por la
inclusion de seis moléculas de toxina a manera de anillo sobre 1+ membrana.

Se  produoen entonces  cambiss  estructurales y  fisiolégicos en el epitelio
intestinal, que perturban la permeabilidad de la membrana e interficren con la
bomba de potasio (K'). Estos poros soh canales de escape de coloides
principaluwente, permitiéndose asi el flujo de aqua con lo que se llegs a una
lisis coloido-osmotica celular (Bravo et al. 19974, b, Gill et al.1992, Van
Rie :292) (Figura 3). El primer ofecto que se observa en las larvas es una
paralisis del intestino, por lo que las larvas no se alimentan; los insectos
susceptibles rara vez recobran el apetito y la inapicién contribuye en parte a
su muerte, ya gque al miswo tiempo se estd produciendo una desintegracién del
epitelio intestinal medio, sequido de una mezcla en el hemocele del contenido
intestinal que finalmente es la causa mas directa de la musrte de las larvas

susceptibles en uno a siete dias (Gelernter 1992).

INSECTOS “BLANCO”: “ESPECIFICIDAD”. Los cristales proteicos producidos
por B. thuringiensis varian sagin su estructura primaria {secuencia de amino
dcidos) y por el espectro insecticida de los productos codificados por los
genes cry por lo que existan diferentes tipos de toxinas. Las 8-endotoxinas
se designan como proteinas Cry, en tanto que los genes que las codifican se
designan como genes cry. Asi, las b-endotoxinas se han clasificado en seis
clases mayores y varias subclases segin el organismo blanco (insectos u otros
artrépodos para 1los cuales son especificas). Las toxinas Cryl actdan
exclusivamente sobre lepldépteros, el tipo Cryll es especifica para
lepidépteros y dipteros, el tipo CrylIl es aspecifica para coladpteros, sl

tipo CryIV actia contra dipteros y los tipos CryV y CryVI actuian s6lo contra



20

’l
/’ 0

e L= e

6 o
!
I
L»A
[US JU——
\\‘\E
* H

Figura 3. Modo de accién propuesto para las toxinas de Sacillus
thuringiensis en @l intestino medio de un insecto hlanco. A, cristal
protelco; B, Solubllizacién del cristal por el pH  alewaline  (9-12)  del
intgestino medior €, protesiisis del extremo carboxile; D, ewtremo amine o
porcion téxica de la B-endotoxina; E, célula goblet; F, cé¢lula columnar: G,
raceptores en la membrana apical de las celulas columnares; H, insercidn de

seis moléculas de toxina por cada poro; I, membrana aelular,
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nomatodos  {Feltelson et al.1992, Van Rie 1992). 2in embargo, entre 1976 y
1982, las toxinas producidas por B. thuringiensis, se¢ proharcn contra un rangoe
muy amplio de organiswos pero on resultados poco onsistentes (Do Baviac

1984).

"Cada tipo de ‘d-endotoxina tiéne caracteristicas muy particulares que
determinan en parte su especificidad. El tipo Cryl es muy <omin en casi todos
los smerotipos de B. thuringlensis. Se han reportado ocho subelases de ésta
toxina, de las que tres se relacionan estrechamente en su secuencia de amino
dcidos: CrylA (con las variacionas CrylAa, CryIdb y CrylAs), CrylB, Crylc,
CryID, CryIE y CryIF. Su peso molecwlar varia de 131 a 138 Kda y Ja &
ondotoxina se acumula en cristales de forma bipiramidal (Hfte y Whiteley

1989, Van Rie 1992).

ElL tipo CryIl tiene dos subglases de 8-endotoxinas que difieren en su
espectro de actividad, ya que una de las subclases actta indistintamente sobre
lapidépteros y dipteros en tanto que la otra actua sélo sobre lepidéptaros;
ambas subclases de toxinas tienen un peso molecular de 70.9 Kda por Io que la
diferencia en su espectro de accién se encuentra en su secuencia nucleotidica
pues so6lo comparten el 87% de amino &cidos homélogos. REsta S8-endotoxina se
acumula en cristales cuboidales y se presentan solamente en cepas de algunas
subespecies como son kurstaki, thuringiensis, tolworthi y kenyae (Hofte y

Whiteley 1989, Van Rie 1992).

En el tipo CryIll hay cuatro subclases: CrylTIA, CryIlIB, CrylIlIC y
CryIIID con pesos moleculares de 73.0 a 129.4 Kda. Los tipos CryIIIA, CryITIB

y CryIlID estén contenidos en cristales romboidales, aunque se ha purificado
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una S-cndotoxina CryITIC especifica para <coledptercs contendda en cristales

Lipiramidales (Van Rie 1992).

Para =l tipo CrylIV existen las subclases CryIVA, CryIVB, CrylvC y CryIvb
con pesos moleculares que van de 72,4 a 134 Kda, Todas wcstas S-opdotoxinas
estan presontes en B. thuringiensis var. {israelensis, y s¢ acumulan en

cristales ovoidales (Hofte y Whiteley 1989, Van Rie 1992).

El tipo Cryv se ha dividido en tres subclases paro ain no se ha
reportado el peso de la proteina ni la forma del cristal. En cuanto al tipe
CryVI sélo se reconoce que debe tener un origen evclutivo diferente a las

demas proteinas (Feitelson et al. 1992).

En resumen, lo que detarmina el espectro de actividad de la d-endotoxina
depende do varios factores. El tipo de toxina, la composicion del lumen del
intestino del insecto (que segin la especie tendrd un rango de pill asi como
clerto tipo y concentracivm de prateasas) y factores ambientales que influyan
en la solubilizacién de los cristales, la posterior liberacién del fragmento
toxico y la unién a los receptores membranales si estén presentes (Van Rie

1992).

ANTECEDENTES DE SU USO EN MEXICO. El uso de productos
elaborados a base de B. thuringiensis se reporta desde 1959 cuando se
obtuvieron resultados sakisfactorios a una concentraciédn de 20 ppm contra ol
"gusano de la col" (Pieris elodea), el "qusano del nogal" (Hypantria cunea) y
la “conchuela del frijol" (Epilachna varivestis) (no se reporta de que cepa se

trata}. Posteriormente, durante la década de los sotentas se llegéd a producir
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en nuestro pairs un insecticida 3 base de 5. thuringieonsis )Jlamado TUKIBAC que
en la actualidad ya no se produce (Abarca et al. 1991). Actualmente, México
importa varias wmarcas autorizadas como Baxril, Biobit, Dipel, Javelin, Novo y

rantacionss  ~alculdndose que para 1990 < fmportaron

Thuricide en varias pt«

cerca de 100 toneladas (Hoernandoz 198Y, Catdloops Oticial e blaguici 1991).

VENTAJAS Y DESVENTAJAS. Antoriormente o mencionaron de manera vqenetval
las ventajas que ofrecen los insaecticidas microbianos.  Sin embargo, éstas
pueden variar sequn el organismo que se  utilice comn  control. Las
fromulaciones hechas a base de B. thuringiensis no contaminan el ambiente no
dejan residuos téxicos y son altamente especificas para el insecto “hlanco”.
B, thuringiensis, la especie bacteriana que constituye la materia prlma para
preparar las formulaciones, se encuentrn presente de manera natural en
ambientes diversos (suelos agricolas, de vegetacion natural, sl filoplano de
las plantas, en insectos wmuertos y en el polvo de los granas en los siles).
Los productos 4 base ds B. thuringlensi{s “no son téxicos para plantas y
animales” ofreciendo seguridad de manejo para el hombre (axceptuando aquellos
productos que zontengan la fi-exctoxina por su efecto mutagénico). Ademis de
la sequridad que ofrecen los productos a base de B. thuringlensis, éstos
pueden resultar mis econdnicos pues con @l avance en técnicas de fermentacion
se estd logrando bajar los costos de produccién (Coulson y Witter 1990,

Technology Impact Reports 1990, Abarca et al. 1392),

No obstante 1las ventuajas que presenta B, thurlngiensls como materia
prima de bioinsecticidas también se presentan algunas desventajas como es su
poca estabilidad en el ambiente ocasicnada por un sinnimero de factores que

incluyen: ciclos en la temperatura y humedad, rayos ultravioleta, foto-
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cxidacion  interacciones gquimicas asi como actividad proteolitica y microbial
para lo cual se ha desarrcllado un sistema de microencapsulacion o el uso de
protectores como el carbén negro y el Litanio que permiten obtencr una mejor

porsistencla del producto en ol campo (Feitelson et al. 1989).

Ademds los genes que codifican la produccisn de la $-endotoxina han sido
clonados, siendo posible introducirlos y expresarlos en células vegetales,
egpecialmente a traveées del uso de Agrobacterium como wmediador, ofreciendo ast
la ventaja de dar un mejor control de las plagas que se alimentan de alguna
parte de la planta gue sea dificil de tratar por motodos convencionales

(Fiscchhoff et al, 1987, Gill et 41,1992).

Otro aspecto importante que se ha manejado en log ultimos aflos es la
posibilidad de que los Insectos plaga desarrollen resistencia a L.
thuringiensis. La "palomilla del dorso de diamante" (Plutella xylostella) ha
desarrollado notables niveles de resistencia en el :ampo a B. thuringiensis
por el continuo uso de bioinsecticidas, Especies como Plodia {interpunctella
an granos almacenados también han desarrollado un alto nivel de resistencia
(27 veces mis resistente en dos generaciones que las poblaciones que no han
sido expuestas a B. thuringiensis}, A nivel de laboratorio, el "“gusano del
tabaco" (Hellothis virescens) y el "escarabajo de la papa* (leptinotarss
decemlineata) también se han reportado con capacidad psra desarrollar

resistencia a las toxinas de B. thuringlensis (McGaughey 1930},

Se cree que el posible mecanismo biolégicn de resistencia o las 3
endotoxinas de B. thuringiensis incluya un cambio en el pH intestinal o 2n las

enzimas que llevan a cabo la solubilizacién y activacién del cristal. FPueden
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presentarse también insectos mutantes quer a.) posean roceptores inzencibles

la tozina correspondiente, b.) que tengan capacidad para desintexicar

deskruyendo o inactivando las torinas, .., sean lncapaces de mover una toxina
desde ¢l sitis de produscién o ingestién hasta su pezeptor, o) por su
comportamiento eviten la ingestion de la protoxina, y e.l son capacas de
prevenir la activacion de la toxina (pil alterado o ausencla de proteasas).
Aun mas, la probabilidad de aparicion de resistencia depends de si lag
mutaciones son dominantes o recesivas o ligadas al sexo. Para el manejo de
resistencla se propone la rotacién de toxinas de B. thuringlensis con okras
toxinas insecticidas o bien con otras estrateglas de control cultural o
biolégico (Lockwood et al, 1984, Gill et 4l, 1992, Ferro 1993). En los
insectos, al iqual que en los demés organismos, se presenta una mayor
gusceptibilidad a las enfermedades cuando han sido sometidos a una situacioén
adversa por lo que se ha pensado que una combinacién de estrategias
culturalas, biolégicas e incluso quimicas faciliten la accioén de las toxinas
microbianas. Frakhaenel (1957), Pristaveo (1963) y Telenga (1958) {citados
por Escamilla y Aranda 1981) reportaron un aumento en la mortalidad de
insectos por bacterias patégenas cuando previamente eran expuestas a bajas

dosis de dicloro-difenil-tricloroetano (DDT).



26

MATERIALES ¥ METODOS

ORGANISMOS PARA LAS PRUEBAS. Iniciamos la cria de Spodaptera fruaiperda
(Smith) y Spodoptera exigqua (Hubner) con mesas de huevos y con larvas de
primer estadio donadas por el Centro Internacional para el Mejoramiento del
Malz y Trigo (CIMMyT) y colectadas directamente en cultivos de matz en varios
mupicipios del Estado de Morelos. Para ambas especies usamos wna dieta
meridica (Singh 1977) modificado por Mihn (1964) y en la Universidad de Nuoavo
Ledn (Galan, comunicacién peraonal). La formlacién y preparacion de la dieta
se detalla en el apéndice I1. &n cada vasc con dieta se colocaron de § a &
larvas de primer estadio e incubadas a condiciones constantes de temperatura y
humedad relativa (27°C#1.5°C y 60%:5% H.R.) y un fotoperiodo luz:oscuridad de
16:8 horas. Bajo estan condicioneu, las larvas de ambas especies alcanzan su
médxima talla en 13 a 15 dias en promedio. Al llegar a su talla mixiwma, las
larvas deian de alimentarse y se preparan para pupar, enterréndose en los
rastos de alimento. Cuando la mayoria de las larvas de un lcte determinado
han pupado por completo, las pupas son retiradas del vaso, se shjuagan por 10
a 15 segundos en uns solucién de hipoclorito de sodio al 2.5 ¥ y se secan en
toallas de papel. Para incubar 10 a 15 pupas se agruparon en botes de
plastico de dos litros revestidas con toallas secantes., Para evitar que los
adultos emergidos pudieran escapar, la boca del bote se cubrid con tela de
organza. En verano no hay gran diferencia en el tlempo de emergencla de los
adultos por mantener los botes con las pupas a temperatura ambiente o en el
cuarto de cris bhajo las condiciones arriba seflaladas, pero en invierno &l
tiempo de emergencia se puede prolongar manteniendo a temperatura ambiente los

botes con las pupas, sequn los requerimentos que tuviésemos de adultos.
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Los adultos fueron alimentados con una solucién de sacaresa o miel al 10
¥, la cual era renovada por lo menos cada tercer dia. Después que los adultos
copulabau libremente por 3 1 4 dias, las hembras iniciaban la ovipogsicion en
las toallas secantes o en la tela de organza y ocasionalmente an los vasos Je
alimento ({(de toxtura pléstica). Las wasas do bhuevos .olectadas se depositaron
en cajas Potri, anotando la especie y fecha. Las condicicnes de incubacion
fueron las sgeflaladas anteriormente. Las masas de huevos que no fucron usadas
inmediatamente, fueron refrigeradas a 4°C por 8 a 10 dias como maximo. En 2 a
3 dias nuevamente teniamos larvas de primer estadio para llevar a cabo los

bi-snsayos correspondientes o para mantener la cria.

OBTENCION DE CEPAS DE B. thuringlensis. Las cepas natlvas de 8.
thuringiensis (IBS, 1B9, IBi0, IB13, IB16, 1B23, IB26, 1B36, IB37, 1B50, IB79
e IB156) se obtuvieron a partir de 148 muestras de suelos agricolas, de
vege:tacisn natural y de terrenos baldios colectados en la parte norte del
Estado de Morelos. En cada localidad muestreada, se tomaron aproximadamente
100 g de la capa superficial del suelo o bien a profundidades de 20 a 40 cm.
las muestras con datos de localidad, tipo de cultivo, altitud y
caracteristicas del suelo fueron transportadas al Instituto de Biotecnologla
{IRT) da la UNAM, donde se llevaron a cabo los aislamientos respectivos (Ortiz

1992, Ortiz et al, 1992), Este procedimiento se resume en el apéndice [II.

ENSAYOS DE MORTALIDAD. Para las pruebas se usaron las cepas nativas
antes mencionadoas mis dos cepas controles, la HD-1 (que posee los qenes
crylda, cryldb, crylAc, cryllId y cryllIB) y la HD-137 (que posee los genes
crylda, crylB, cryIC y cryID). Llos bioensayos fueron realizados en placas de

poliestireno {Cell Wells, Corning, con 24 pozos do 16 mm de diametro, No.
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2582¢)  cuyos  pozos se llendron con  aproximadamente 0 oml de  la  dicta
normalmente ompleada para la cria. Sobre la dieta seca se extendid una :apa
de esporas-cristales y, posteriormente se colocd una larva de primer estadin
por rada pozo (21 larvas por cada concentracién probada). Finalmente, cada
placa se cubri¢ con Saran Virap (del tipo lean pack) para evitar que las
larvas se escaparan de sus pozos. Sobre el plastico hicimos peguetass
pet foraciones, para después colocar la tapa de la placa con bandas elasticas.
Las placas con las larvas fueron mantenidas a las condiciones del cuarto de
cria durante 7 dias. Al téimino de este tiempo, contamss el nimerc de larvas
muertas as) como la talla de las larvas sobrevivientes, Las concentraciones
de toxina empleadas en este estudio se¢ expresaron en nanogramos por centimetro

cuadrado de superficie de dieta (ng/cm®).

Para determinar el rango de accién de las diferentes mezclas de esporas-
cristales, inicialmente usamos una concentracisn de 200 y 2000 ng/em®.
Posteriormente se usaron las siguientes concentraciénes: 50, 100, 200, 4900,
800, 1500, 3000, 6000 y 12000 ng/ecm®.  Sin embargo, en ensayos posterjores
descartamos las concentraciénes de 50, 6000 y 12000 ng/cm® cuando encontramos
que la mortalidad era muy baja o total respectivamente. Los resultados de
martalidad por concentraciénes inicas fueron sometidos a andlisis de varlanza
simple (Sharp 1979, Keppel 1982), mientras que los resgultados de
concentracién/cepa se sumetieron a andlisis probit (Infante y Calderon 1980,

Finnoy 1962).

PRUEBAS DE RESISTENCIA Y EFECTO EN LA PUPACION. La evaluacién del
posible desarrollo de resistencia y de efectos secundarios en la pupacién

producidos par las toxinas de 8. thuringiensis, se llevaron a cabo en §.
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frugiperda, Las cepas de Bt empleadas fueron la D137 (jue posce los genes
crylAa, crylB, crylIC y crylD) y la GM-10 (que posee el gen cryldb, Pereyra
1992) de la coleccidn del Laboratorio de la Dra, Alelandra Bravo del IBT de la
UNAM (Campus Cuernavaca). FEstas cepas han mostrado seor muy toxicas contra
esta especie de lepidoptéro.  Las concentracionss aplicadss se expresaron en
nanogramos de proteina por  centimetro cuadrade de superficie de  dieta

{ng/cm?) .

RESISTENCIA. Para :ada prueba usamos 60 larvas de primer esvadio,

Cuia larva fue depositada en un vaslto-de pléstico de 10 ml, onteniendo § ml
de la dieta deo cria sobre la que extendimos dilerentes diluciones de las
mezclas esporas-cristales de las cepas HD-137 y GM-10. Para todas las larvas,
las concentraclones de las mezclas esporas-cristales administradas estuvieron
por debajo de la CLsg, calculada para estas cepas psra 5. frugiperda (174.31 y
, 200U ng/em’ respectivamente) . :Las concentraciones subletales administradas
progresivamente « zada generacién fueron 20, 30 y 40 ng/en®. Cada experimento
se hizo una sola vez. En cada prueba, se¢ permitié que las larvas
desarrollarsn hasta el momento de pupar; en este momento, contamos el nimero
de pupas logradas asi como al numero de adultos emergidos por cada generacion.

Los adultos obtenidos fueron confinados para que copularan librementae y las
hembras ovipositaran. Las masas de huevos obtenidas de insectos expuestos a
uns concentracion sub-letal de toxina de B. thuriagiensis, se incubaron y las
larvas de primer estadio emergidas se expusieron a una concentracién mas alta

de toxrina.

PUPACION. Para detarminar la aparicién de efectos secundarios en el

desarrollo larvaric y durante el proceso de pupacién de S. frugiperds, usancs
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larvas de primer estadio alimentadas como en 1 caso del experimento de

ncia. Las concentyacidnes subletales esmpleadas fueron 50 y 100 na/cmf,

resist

El desarrollo larvario fue monitoreado constantemente, anotdndose cualguier
anormalidad en la produccidén de excremento y en el crecimiento. Al térming
del desarrcllo de las larvas, registramos el numero de pupas senas y el nimero
de malformaciones presentes. Todas la pupas fueron incubadas y finalmente se

anoto el numeros de adultos normales y mal formados.
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RESULTANOS

BIOENSAYOS CON §. frugiperda Y §. exigua. La diferencia de
sobrevivencia en las larvas de S, fruglperda alimentadas con 200 y 2000 ng/em’
de la mezcla esporas-cristales de las cepas nativas de B, thwingiensiz tue
notable en seis de las doce cepas probudas. La mortalidad de las larvas de
primer estadio fue significativa a 200 ng/an® (Fyiee0=16.64, p<0.0%) (apéndice
I, tabla 3). La cepa control HD-127 (la cual tuvo una sobrevivencia media
[§.M.) de 2 larvas/repeticién), fue significativamente diferente con respecto
al resto de las c¢epas (Tukey die.es=0.7787, [(Keppel 1[942]1) (apendice I, tabla
4) r=iguiéndole en orden de importancia la cepa IBI0 con 3 larvas
vivas/repeticién., En el resto de las cepas, la sobrevivencia de las larvas
fue superior a la observada en HD-137 y la IB1¢, en tanto que en alqunas otras
la sobrevivencia fue total, A 2000 ug/em® la diferencia en mortalidad
producida fue altamente significativa (Fpy,en=103, p<0.05 y p<0.01) (apendice
I, tabla 5). La cepa control HD-1 y las cepas nativas IB10 e IB16 (S.M. de
6.2, 0.4 y 0.8 larvas/repeticién raspectivamente), mostraron mayor mortalidad
con respecto a las demds cepas (Tukey dip,es=0.8584) (apendice I, tabla 6). En
importancia les siquieron las cepas IBS, HD-137, IB37, IB13 e IB36 con S.M. de
1.2, 1.2, 1.6 y 2.0 larvas/repeticidn respectivamente., Las cepas restantes
(IBY, 1B23, IB26, IBY), IB79 e IB156) no mostraron toricidad significativa,
por lo que permitieron que las larvas desarrollaran una talla normal (0.93
cm#0.04 cm) similar & del control (0.90 cmt0.05 cm) después de siete dias
(apéndice 1, tabla 7). Sin embargo, con las cepas téxicas las larvas
sobrevivientes mostraron un crecimiento restringido y en la mayoria de los
casos la talla alcanzada (0.66 cmi0.07 c¢m) fue menor que la obtenida en el

control,
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La concentracion leval wedia (Clsp) de lag mezclas eoporesz-vristales de
las cepas IRS, IBIO, IRL3, IRDS, [Rie, IB37, HD-1 y HD-137 se wuestyan
an la tabla 8 del apedice L, La e prowedio was baia fue para la cepa [ID-
137 ~guida, +n oorden de importancia, por las wepas IB10, IR3T, INMG, NS,
IB3G, HD-1 @ IB1J., Mo observanos uma relacion ¢lara eptve la talla alcanzada
por  lag larvas despues de haber sido espusstas durante siete dyrar g lasg
toxinas  producidas por  las diferemves cepas de 5. thuringiensis on los
experimentos para determinar la Clee.  Sin embargo, la disminucion del tamado
de las larvaz :on pespecto a la talla de las lavvas Jel control es apreciable

en el exp:rimento de concentraciénes anicas.

La prm’aba preliminar para <eterminar ol rango de accion de las mezclas
esporas-cristales de 8. thuringdensis no se realizé con S. exigua, La
nortalidad obtenida con las concentraciénes probadas fue satisfactoria, aunque
no fue posible obtener las Clsy por ne poder cenhinuar con la cria de esta
espascie. S8in ambargo, al porcentaje de sobreviviencia en las larvas después
de siete dias pars la cepa IBIG a una concentracién de 100 ng/cm?, fue de 40
t, para las cepas IB10 ¢ IBS fue de 28 %, para la cepa IB13 fue de 12 % y para
las cepas IB36, 1IB37, HD-1 y HD-137 no hubo sobravivencia « esta
concentracién, La talla alcanzada por las larvas sobrevivientes a los siete
dias fue comparativamente menor con respecto a la talla del control (apéndice

1, tabla 9).

PRUEBAS DE DESARROLLO DE RESISTENCIA Y PUPACION EN S. rrugiperda. En
bioensayos preliminares corn las cepas HD-137 y GM-10, las CLy establecidas
fueron de 174.34 y > 2000 ng/cw® respectivamenta, por lo 4que en los

experlmentos para desarrolle de resistencia y pupacion decidimos trabajar con
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cancentraciones muy por debajo de las Clsp obtenidas para estas cepas. .ecenta
larvas de priwmer estadio de &, frugiperda tueron alimentadas con una mesola
esparas-cristales de la cepa GH-10. La primera generacidn se alimentéd con 29
na‘em’, logrando un 100 % de pupacién.  tLin embargo, de GO pupas obtenidas
solamente emergieron A7 adultos (78.3%). En la siqguiente generacion, de 60
larvas de primer estadio (provenientes de hueves ovipositados por adultos de
la primera generacion) alimentadas con 30 ng/ew®, <l 62 & (n=37) alcanzd ol
estado de pupa de las cuales emergieron 32 adultes (53.3%). ¥n la tercera
genetacidn, las larvaz se alimentaron con 40 ng/em’ obteniéndose solamente i
10 ¢ de pupacion (n=6), de donde solo emergiercn dos adultos (3.3%1). Dado que
ambos adultos eran machos, no fue posible obtener oviposicién alquna, do modo

que ©) experimento no pudo llevarse adelante {apéndice 1, tabla 10).

En el caso de la cepa HD-137, de 60 larvas de primer estadio de la
primera generacién alimentadas con 20 ng/cm’® do la mezala esporas-cristales,
obtuvimos 58% de pupacién (n=35), do donde emergieron 26 adultos (43.3%). De
60 larvas de la sequnda generacién alimentadas con 30 ng/cw® de la mezcla,
solamente 3o obtuvieron 22 pupas (37%) de las que emergieron 20 adultos
(33.3%). Bn la tercera generacién, la pupacién fue del 43 § (n=26), de donde
emergicron 16 adultos (26.6%) que ovipositaron una pequefia masa de
aproximadamente 50 huevos que resultaron cowpletamente infértiles {apéndice
1, tabla 10). En contraste, como puede observarse e¢n la tabla 10 del
apéndice 1, las larvaes del control tardaron 13 dias en promedio para
desarrollarse con un 100 % de pupacién y un 1008 de emergencia de adultos
fértiles. BEn cuanto al tiempo de desarrollo, en larvas alimentadas con las
cepas GM-10 y HD-137 (20, 30 y 40 ng/cw’)se aprecia un dréstico aumento en el

nimero de dias que tarda el estado larval, pues se roquiere aproximadamonts
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a1l doble de tiempo o mas (de 0,38 o 1.29 veces mas) para que las larvas
alcancen el estade de pupa =n comparacion con las larvas que no fueron
exrpuestas o la toxina que tardaron 13 dias en promedio en el estado de larva
{apéndice 1, tablas 10 y 11).En otro experimento enfocado a evaluar posibles
alteraciones fisjologicas como  excresion y pupacidn  eu  larvas de S,
rruaiperda, 60 larvas de primer estadio se alimentaron en cada caso  con
concentracidnes subletales (50 yi00 ng/em®) de las ~epas GM=10 y HD-137 y no
encontramas camhios significativos en la textura, color u olor en el
excremento producido i lo largo de su desarrollo con ningupa de las dos repas
probadas, pues no  fue posible cuantificar la cantidad preducida  de
excremento, por lo que no fue posible saber saber st la cantidad de
excremento disminuye como lo reporta Frankenhuyzen (1¥91). Al considerar la
talla méxima promedio de las larvas y el tiempo que tardan para alcanzar el
estado de pupa (apéndice 1, tabla 11), cbservamos que a una concentracion de
50 ng/cn’ de la mezcla esporas-cristales de la cepa GM-13, el puriodo larval
sa extiende hasta por 24 dias, en tanto la talla promedic alcanzada fue de
1.36 cm, Con la copa HD-137, el periode larval fus de 23 dias con una talla
promedio de 1.5% em. En ¢l control observames que a los 13 dias las larvas
alcanzan su méxima talla promedio de 3,16 cm., Del nismo modo, el porcentaje
de pupacion dismimuye de un 1008 en ol control hasta 55% y 50¢ en larvas
alimentadas con 50 ng/cn® de la mezcla esporas-cristales de las capas GM-10 y
HD-137, respectivamente. Cuando empleamcs 100 ng/en’ de ambas cepas, can la
GM-10 las larvas murieren al cabo de 13 dlas y alcanzaron una talla promedio
de 0,85 cm en tanto que con la HD-137 la talla maxima fue de 1.15 cm y todas
las larvas murieron hasta los 26 dias. Con ninguna de las dos cepas
empleadas a 100 ng/cm® hubo formacién de pupas (apéndice 1, tabla 11},

Frankenhuyzen (1991) cbservé un comportamiento similar en larvas de
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Charistoneura rumiferana al ser alimontadas con la toxina CrylA{b) de A,

thuringiensis var. kurstaki.
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DISCUSION

Este estudic muestra que mezclas esporas-cristales de algunas cepas
nativas de D, thuringlensis tuvieron actividad significativa contra dosg
especies  importantes de noctnidos, S. frugiperda y 3. exiqua. Elegimos como
modelo erporimental éstas especies de insectos por la lmportancia que tienen
cono  plagas agricolas, causantas de graves pérdidas econdmicas en malz,
tomate, herenjena e, inclusive, plantas ornamentales (Morén 1988f. Todas las
cepas usadas en éste trabajo, fueron aisladas de suelos agricolas (en uso, ya
cosechados o abandonados) y de vegetacidn natural del Estado de Movelos

(Méxrico).

De las 12 cepas usadas (ver seccién de métodos), seis de ellas (IBS,
I1B10, IB13, 1IB16, IB36, 1IB37) resultaron toéxicas contra S. frugiperda en un
range de 200 a 400 ng/en’. Ain cuando las &-endotoxinas puras de B,
thuringlensis sa han probado en bloansayos para determinar actividad y rango
de toxlcidad (Aranda et al., 1994), al parecer la mezcle asporas-cristales
constituye la [forma comin de presentacion en aplicaciones préacticas,
incluyendo productos comerciales (Feitelson 1990, Ware 1991, Beegle y Yamamoto
1992, Starnes et al. 1993}. Hornéndez (1968}, por ejemplo, empleando a §.
frugiperda como organismo blanco, probd el complejo esporas-cristales de 52
cepas de B. thuringlensls de la coleccién del Instituto Pasteur. Herndndez
reporta una mortalidad hasta del 90% en larvas de primer estadio en 29 de las
cepas probadas, empleando 100 Ml de diluciones 1/10 de una suspensién
conteniendo 3X10° células/ml. Para evaluar la toxicidad de las capas nativas
en todos los experimentos hemos usado larvas de primer estadic lo cual nos ha
permitido obtener respuestas homogéneas gracias a la  ausencia de

condicionamiento que suele presentarse en estadios tardios (Borembaum 1986).
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Laz ventajas de ucar Jarvas Jde primer estadio son ampliamente dizeutidas en
varios trahajos de toxicidad de preparaciones de B, thuringiensis (Ralfou y de
Barjac 198%, Navon y Kloin 1990, Teakle et al. 19921, en los cuales
cencluye  que  Jas  larvas  de primer  estadic  proveen  una  raspuesta
zoncentiacion/mortalided  stectiva o cdiferencia de larvas  de estadios
avanzados. Aun cuande en los modelos euplicativoes del modo de accion de las
torinas de B, thuringiensis @ las microvellosidades de  las  celulau
apiteliales del intestino medio del insecto las asporas no juegan un papel
preponderante {Gill et al. 1992), si es posible encontrar cierto tipo de
si.ergismo entre la espora y el cristal (Miyasono et al. 1994). Aqui es
importante recalcar que aun cuando el espoctre insecticida de las diferentes
copas de B, thuringlensis esta determinado por el tipo de genes que porta y de
cone se expresan in vivo, éste pensamiento tendra que sufrir moditicaciones en
algunas especies de insectos (como $. frugiperds) cuando se tome on cuenta el
pap:l de la espora y el posible sinergismo entre espora-cristal (Miyasono et
al., 1994) y toxina-torina (Mielne et al. 1990, Tabashnik 1992). En al
presente trabajo no podemos concluir si existe sinergismo pues no se hicieron
experimentos en ausencia de esporas en ninguna de las cepas. Kl bioensayo de
lag 8-endotoxinas empleando larvas de especles susceptibles de lepidépteros
para definir especificidad y touicidad, requiere de técnicas en las que
podamos conocer tanto la concentracién aplicada como la respuesta subsecuente.
La concentracién verdadera solo la conoceremos al alimentar directemente a las
larvas via oral y la respuesta qua esperamos pucde ser variable. Tratdndose
de mortalidad (come respuesta esperada), aonfrentamos las dificultades
ocasionadas por los diferentes tipos de larvas (Heimpel y Angus 1959) (come

5. frugiperda y S. exigua ubicados como insectos tipo 11, susceptibles
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solamente o cristales), pues se sabe que algunns tipos de larvas requieren,
por fuerza, la presencia de csporas para una respuesta e mortalidad (Milne et
al. 1590, MWiyasono et al. 1991). En  éute trabajo, las mezclas wesporas-
cristales fusron aplicadas sobre la superficie de la diets de modo que .=
dificil establecer cuanto puede comer cada larva especialmente =1 son de
primer estadio; sin embargo, en experimentos realizados con larvas de periodos
tardios ({cuarto estadio temprano de Heliothis virescens), 81 ws posible
calcular cuante toxina son capaces de ingerir dade que los reciplentes
conteniendo la dieta pueden pesarse cada clerto tismpo y ser comparaddas con el
control (Gould et al. 1991}, En un experimento similar con S. litura, las
concentraciones de torina de B. thuringiensis se expresaron en mg/larva,
ofreciendo la mezcla esporas-cristales de tal forma (cantidad limitada de
dieta) que garantizars que las larvas de tercer estadio pudieran ingerir toda
la toxina ofrecida {(Whitlock et al. 1991}. En este trabajo, los autores
observaron hasta un 70% de mortalidad (n=500) cuando la concentraciédn era de
0.6 mg/larva del aislado K-2074 (sin embargo, cristales purificados del mismo
aislado a 0,07 mg/larva produjeron hasta un 941 de mortalidad). Dado que
algunas plagas de insectos han tenido la habilidad de adaptarse genéticamente
a las 3-endotorinas de B. thuringlensis (McGaughey y Beeman 1988, Whalon vy
McGaughey 1993), en este trabajo analizamos de manera preliminar la
posibilidad de que S. frugiperds pudiese adaptarse a concentraciones
crecientes de esporas-cristales de dos cepas cuya toxicidad era marcadamante
diferente, La cepa GM-10 contiene el gene que expresa para la toxina CrylAb
cuya toxicidad es baja para $. frugiperda (>2000 ng/em®, Acanda et al. 1994).
Sin embargo la cepa HD-137 que contiene a los genes que expresan para Crylha,
CrylB, CrylC y CrylID, resulta aproximadamente 12 veces mas toéxica. HNo fué
posible establecer posibles adaptaciones de S. frugiperds a las toxinas

producidas por estas cepas debido a que cada concentraciénm solamente se usé
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posible establecer posibles adaptacienes de 4, ruglperds + las tozinas
preducidas por cstas cepas debldo a que cada concentracidn solamente s usé

durante una generacion y que ol numero de individuos de la muestra tué
relativamente bajo (n=60), Whalon y McGaughey {1993) recomiendan que al menos
on pruchay Jde rasistencia en laboratorio se debe iniciar con una muestra
grande de individuos (alrededor de 2 millones) obtenidos de diferentes
poblaciones con el fin de obtener la mayor variabilidad genotica. Los niveles
de concentracién de la toxina se deben ajustar de tal forma que preduzcsn un
alto porcentaje de mortalidad en la muestra (>70-94%3), se debe usar una toxina
de B. thuringlensis uUnica, ademds de que los individuos d» la muestra delhen
ser sanos Yy Vvigorosos, No obstants, =zi pudimes observar alteraciones
importantes en ¢l desarrollo y fertilidad de ¢ste lepidépters al usar
concentraciones subletales de la mezcla esporas-cristales de las cepas GM-10 y
iD-137.  flesultados similares en cuanto a desarrollo y fertilidad se han
observado 2n  otros néctuidos como S, litura (Whitlock et al. 1991).

Suspensiones celulares de tepas de B, thuringiensis aisladas de cultivos de
cacahuate y huertos de guayaba, redujeron el peso larval promedio hasta 19
veres el del control empleando concentraciénes de 0.5 y 0.6 mg/larva después
de & dias. Sin embargo, el peso de las pupas no fué significativamente
diferente en el control y en las tratadas, En otro caso similar, el noctuido
Hellothis viresceas tuvo una reduccion notable en peso larval a los diez dias
con respecto al coptrol de hasta 184 veces, cuando las larvas se alimentaron
con 20 pg/ml de dipel 2X (Gould y Anderson 1991). Alford y Holmes (1986) al
protar ol efecto d& concentracisnes subletalas de B, thuringlensis (12.5 a 100
Ui/ml incorporadas a la dieta) en Choristoneurae Lumiferana
{Lepiddptera:Tortricidae) observaron una extensién =n el tiempo de desarrollo
pero ademés las hembras presentaron una gran variabilidad en la oviposicion y

aunque el numero promedio de huevos no muestra gran 4iferencia con respecto al
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control, por lo que se puede pensar que no se ve afectada la capacidad
reproductiva de los organismos, si seria importante saber si  la total
emergencia de nuevos individuos de wsos huevos se mantiene semejante a la del

control,
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CONCLUSIONES Y EXPECTATIVAS

1. En éste trabajo encontramos cepas hativas de |, thuringlensic  wn
potencial para controlar a 5., frugiperda y S, exigua. La Clyg de las “upas
potenciales varid entre 200 y 100 ng/cw® para 5. Frugiperda. Pava 5. -xigqua
no se calculo la Clsp pete la mortalidad fue total para lLatvas e primer

estadio cuando se emplearon 100 ng/ew’

2. Aunque la toxicidad de algunas de las cepas como la GM-19) se
consideré6 como baja a causa de la mortalidad minima observada en 5.
frugiperda, si cobservamos dafios fisiologicos relacionados con el crecimiento,
desarrollo y la pupacién en esta especie de insacta. Es importahte tomar en
cuenta este hecho, ya que las estrategias de tontral de insectos plaga deben

estar encaminadas a un manejo de las pablaciones mis que al exterminio total.

3. Aunque algunas de las cepas nativas no mostraron efecto contra las
especies de ingectos usados en esta investigacion, es posible que otros
insectos blanco sean susceptibles por lo que es necesario intensificar la

practica de bioensayos con otras aspeclas de plagas.

1. Aungue no cbsecrvamos un efecto directo on la pupacién en o,
frugiperda, las larvas requirieron mas tiempo para completar su desarrollo lo
cual, en el campo, puede dar oportunidad a los enemigos naturales de esta
especie para actnar y ejercer sl control basado en la relacién interespecifica

propia de las dos especies.
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Y. Aun cuando la poblacion tratade -on concentraciopnes subletales de B,
thuringiensic no mostréd resistencla, sl es posible thssrvar un etecta en 2l

desartollo de los insectos y en sy sobrevivencia en loa estadies posterioras,

La bugqueda de alterpativas para el :ontrol de plagas que  ofrezcan

sequridad no solc al hombre como agricultor o come consumidor sino también

pata las especies Jue habitan en los diferentes agroecosistemas, esta
encaminada no a que desaparezca la poblacién plaga totalmente, sino mantenerla
en nivelws que sean econdmicamente sustentables.  Entre las alternativas mas
prosperas estan los insecticidas microbiales, destacande las preparaciones a
base de B. thuringiensis. Sin embargo, laz actuales desventajas que aun
presentan estos formulados pueden ser salvadas con la bisgueda de nuevas y
mejores cepas que puedan ofrecer no sélo especificidad y toxicidad a .una
especie determinada, sino que permitan hacer combinacicnes de varias toxinas o
de mezclas toxina-esporas y su  complamentacién o otram  eshrateqgias
{culturales, fisicas, legales e incluso quimicas) con &l objate de evitar el
desarrollo de resistencia al producte, ya que no es justificable el gasto
econémico que implica la investigacion y requlacion de cualquier producte

antes de salir al mercado, para qu2 en pocos afios no tenga utilidad.

Los ecosistemas de las reglones intertropicales, como México, ofrecen
una amplia variedad de especies bendficas y plagas por lo que es de esperar
que en éstas dreas se encuentre también una gran diversidad de :epas de 8.

thuringiensis con nuevos espectros de organismos susceptibles y de toxicidad.
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APENDICE 1

Tabla 3.
thuringiensis
frugiperia.

analisis de varlanza.

Efecto e |
ch la

Trataw, agus 5

Repet.
+
1 i 4 4
¢ ¥4 4
: 44 4 2
4 i 4 4 3
Y 3y & 4 3
Total 20 20201
+
F.V. G.l.
Tratam. 14
Errox 60
Tatal T4

A

La concentracion euploada tue e

9 Iy 11 1o 23
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Tabla 4, Prueba & posteriori del andlisis de varianza sefialade en la tabla 3.
Los promedios (nimero de larvas sobrevivientes por tratamiento) estan

arreglados en orden creciente de magnitud. Las diferencias entre pares de

tratamientos se compararen contra un valor de Tukey (Keppel 1982),

di=qt( CME/N)= 0.7787, Solamente las diferencias entre medias que exceden

este valor se consideran significativas.

HD=-137 10 Wp-1 %0 36 37 19 9 16 13 26 4 186 23 agua

2.0 3,0 3.4 3.4 3.4 3.6 3.8 4.0 4.0 4.0 40 4.0 4.0 4.0 4.0
HD-13? 1.01.4 1.41.41.61,8 2,020 2.0 2,0 2.0 2.0 2.02,0
] 0.4 0,4 0.4 0.6 0.6 1010 1.0 1,0 1,010 1.0 1}.0
Hb-1 0 0 0.20.4 0.6 0,6 0.6 0,6 0,6 ¢.5s 0.6 0.6
50 0 0.2 0.4 0.6 0,6 0.6 0.6 0.,& ¢,6*D.6 0.6
36 0.2 0.4 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 0,6
37 Q... 0.4 0,4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
9 0,2 0.2 0.2 0.2 0.2¢.2 0.2 0.2
5 0 © 0 [ o Q 0
16 0 Q 0 o Q 0
13 0 0 0 [
26 O 0 0 0
] G o 0
156 [
23 0
agua 1]
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Tabla 9. Efecto de la mezcla osporas-crigtales de capas
thuringiensiz en  la  solevivencia o larvas  de
frugiperda.  La concentracion empleada tue de J000 ng/ont.
andlisis de varianza,

primen

nativas e Racillus
vatadie e &,
Se anexa cuadro de

tratam. aqua 5 9 10 13 16 7 26 36 37 H0 7Y 156 Bo-) -1
Repot,
+
1 ] I 4 1 21 4 4 21 4 4 4 1 1
2 4 14 0 1 1 &4 3 o2 1 4 1 4 4 W
3 ] 24 1 1 1 4 4 1 3 4 3 0 i
} 4 14 0 21 4 4 2 2 4 8 3 0 1
J 1 1 4 0 2 0 4 4 2 1 4 4 4 0 1
Total 20 6 202 86 4 20 1% 10% 19 2019 1 6
b
CUADRO DE AHALISIS DE VARIANDA
F.V, G. L. 3.8, C.M. F.cal  F.tab,
Tratam. 14 163.20 11.64 103.0 0,085 1.4
Error 60 6.80 0,113 0.01 2.3%
Total 74 170,00
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Tabla 6. Prueba a posteriori del andlisis de varianza sefalado en la tabla 5.
Los promedios (numero de larvas sobrevivientes por tratamiento) estadn

arreglados en orden creciente de magnitud. Las diferencias entre pares de

tratamiento se compararon contra un valor de Tukey (Keppel 1982),

dt=qt (CME/N= 0,8584. Solamente la medias que exceden este valor se consideran

significativas.

HD-1 10 16 5 uUD-131 37 13 36 50 26 156 719 9 23 agua
0.2 0.4 0.8 1.2 1.2 1.23.6 2.0 B 3.8 3.6 4.0 4.04,0 4.0
HD-1 0.2 0.6 1.6 1.6 1!.01!.4 1.8 136 3.6 3.6 3.0 3.83.4 38
10 0.4 0.8 0.5 C.81.2 1.6 3.4 3.4 3.4 3.6 3.6 3.6 3.6
16 0.4 0.¢ 0.8 0.8 1.2 3.0 20 30 3.2 3.23.2 3.2
5 0 9 0.4 0.B 2.6 2.6 2.6 2.8 2,82.8 2.8
HD-137 0 0.4 0.8 2.6 2.6 2.6 2.6 2.82.8 2.8
kY) G.4 0.8 2.6 2.6 2.6 2.6 2.82.89 2.%
13 0.4 2,2 2.2 2.2 2.4 2.42.4 2.4
36 1.8 1.8 1.8 2.0 2.02.0 2.0
50 0 0 0,2 0.20.,2 0.2
26 0 0.2 0.20.2 0.2
156 0.2 0.20.2 0.2
79 g 0 0
9 0 0
23 0
0

agqua
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Tabla 7. Efecto de la meucla esporas -critales de cepas mativas de Baclilus
thuringiensis en la sobrevivencia y talla de larvas de primer cstadio e 8,
trugiperda smith.

Mortalidad® Talla de sobrevivientesst

Cepa 200 000 00 2000
Y 0 14 0.1 0,73
9 0 (] 0.85 .95
10 5 19 0.86 0.60
13 0 12 1.0 0.62
16 (] 16 0.99 0.68
23 0 0 0.8 .84
26 0 1 0.9¢ 0.91
36 5 10 0.44 0.64
37 2 14 0.85 0,65
50 3 1 0,97 0,90
79 1 0 1.15 0.96
156 0 1 0.83 0,99
Hb-1 3 19 0.81 [-17
HD-137 10 14 0,77 0,74

¢ Concentracién erpresada en nanogrames por centimetro cuadrado de superficie
de dieta (ng/en?).

**Talla promedic expresada en centimetros (cm) después de 7 dias de bioensayo.
La desviacién estandar no excedid un valor de 0.33 en todas los casos.

Ep todos los ensayos se emplearon 20 larvas por cada cepa y concentracioén,
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Tabla 8. Concentracién letal media (CLsy) de las cepas nativas de Bacillus
thuringiensis probadas contra larvas de primer estadio de 5. frugiperda. La
CLsy e©sté expresada en nanogrames por centimetro cuadrado de superficie de
dieta (ng/cm®).

Regeticién CLgol CLeg2 Clisg

Tratamiento promedio
5 193.19 380.5 286.845
10 193.98 265.49 229.735
13 345.23 446,15 395.99
16 136.6 364.9 250,75
36 222,52 405,59 314,055
37 106,07 394.7 250.385
HD~1 294.2 345.3 319,75
HD-137 205.9 142.79 174.345

Los nimeros después de la CLsy representan los experimentos llevados a cabo,

Tabla 9. Sobrevivencia de larvas de primer estadio de Spodoptera exigua
alimentadas con cepas nativas de Bacillus thuringiensis mezcla esporas-cristales
a una concentracién de 100 ng/an’ superficie de dieta.

Cepa Nim, larvas Nim. larvas talla promedio
usadas sobrevivientes en o

] 24 6 0.51

13 24 7 0,58

16 24 13 0.60

36 24 10 0,45

kY 24 0 -

HD-1 24 Q

HD~-137 24 0 -

Control 24 22 0.76




Tabla 10. Efecto de la mezcla esporas-cristales de las cepas GM-10 y HD-137 de
Bacillus thuringiensis en el desarrollo de §. frugiperda al evaluar el posible
desarrollo de resistencia.

GM-10
Concent, tiempo % de tiempo
en larval 3 de  emergencia larval
ng/cm?  (dias) pupacién de adultos
20 18 100.0 18,3 22
30 29 61.6 53.3 28
40 31 10.0 3.3 29
Control 13 100.0 100.0

Después de la tercera generacién,

eclosién de los huevos,

Up-137

% de
£ de emergencia

{dias) pupacién de adultos

58.0 43.3
35.0 31.6
43.3 26.6

los adultos ovipositaron pero ya no hubo

Tabla 11. Efecto de concentraciénes sublerales de mezcla esporas-cristales de las
cepas GM-10 y HD-137 de Bacillus thuringiensis en el desarrollo larvario y
pupaciéon de S. frugiperda.

Concent.

en
ng/cn

100
50

control

GM-10
tiempo talla max,
larval promedio % de
(dias) en cm pupacién
14 0.85 0
24 1.36 55

13 3.16 100

HD-137
tiempo talla max,
larval promedio % de
(dias) en cm pupacién
26 1.15 0
23 1.55 50
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APENDICE II

METODOLOGIA PARA BIOENSAYOS

INGKREDIENTES DE LA DIETA. hatina de soya 71.1 gr., germen de t,igo
31.7 gr., sales Wesson 10.6 gi., sacarosa 13 gr., acide sorbico 1 gr.,
methylparaben 1.6 gr., acido ascorbice §.' gr., ayar 14 ygr., acide avético
(254) 12 ml., formalina (10%) 4.4 ml., cloruro de colina (14%) 7.3 nl.,
solucion vitaminica 3.9 ml., aurecmicina (148) 1.2 ml,.

PREPARACION DF LA DIETA.- En un recipiente da un litro se disuelve
el agar en 500 ml de agua destilada caliente y se agita para evitar que se
formen grumos. la solucién de agar :e hizrve o fuege bajo durante unos 10
minutos mas. Esta solucidn de agar junto con los demas ingredientes,
excepto las vitaminas, se lictan y al mismo tiempo se agregan 600 ml mas de
agua destilada fria. Por ultime se agrega la solucion vitaminica.
Inmediatamente la dieta se pone an un vaso de precipitado pequefio y se
vaclah 2 ml. aproximadamente por pozo dov la dieta en placas :orning cell
wells de 24 pozos evitando que se formen burbujas, lLas cajas se secan a
temperatura ambiente en una superficie plana. Una vez que la dieta haya
secado se procade a colocar la solucidén de la toxina a probar agiténde
suvavemente la placa para que se impreqgne toda la superficie de la dieota en
los pozos, se deja secar a temperatura amhiente o bien en una campana de

extraccion.

ORGANISMOS DE PRUEBA.- Do preferencia se utilizan larvas de primer
estadio las cuales se t.oman suavemente con un pincel tino y se colocan una
por una en los pozos de la placa lo més rapido posible para evitar que
escapen; una vez llena  la placa se enrolla en papel plastico (Envolpack)
el cual se estira para que se adhiera a la abertura de los pozos, se hace
una pequefia perforacién en cada pozo y por ultimo se coloca la tapa de la
placa rellena con bajo alfombra y se sujeta bien con ligas. Siete dias
despuss  s¢ procede a revisar las placas anotands el nimero de larvas
muertas y vivas. be  ser posible, se mide la talla de las larvas

sobrevivientes,
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AVENDICE IIX

Método de obtencién de copas nativas de B. thuringiensis a partir de
sueclog. Musstras de 200 g de suelos agricolas y de vegetacion na iral del
Estado de Morelos se usaron para el screening de ceopas nativas de B,
thuringiensis. El aislamiento de las copas se realizo segun la técnica
ampleada en la compafila belga Plant Genstic Systems, aprovechardo 1la
resistencia que presentas las esporas de B, thuringlensis a las altas
temperaturas y a su incapacidad de germinar en presencia de acetato da
sodio. Una muestra de 0.5 g de suelo fue inovulada <n 10 ml de caldo luria
(LB) (para 1000 ml: triptona 40 g, extracto de levudura 20 g, NaCl 40 g) al
que se adicionan 10 ml de acetato de sodio 0.25% M. pll 6.8, Posteriormente,
las muestras de incuban durante 4 hr a 30°C en condiciones de agitaciédn.
Después de la incubacion, se toma una alicuota de 2 ml y se incubas a 60°C
por 1 hr. Pasado este tiempo, se toman dos alicustas de 0.5 ml de las que
una se almacena en glicerol al 508 y a -20°C, en tanto que con la otra s«
preparan diluciones desde 107! hasta 10°' en una solucién amortiguadora a
base de fosfatos 0.05M, pH 6.8 mas 150 mM de NaCl (PRS), Para permitir la
germinacisn de las esporas de B. thuringiensis, las diluclones se siembran
en modio de cultivo T3 soélido (triptona 36 g, triptosa 20 g, extracto de
levadura 1% g, agar 150 g disuelto en 1000 ml de PBS) y posteriormente se
incubaron a 26°C, Las cepas de B. thuringlensis se jdentificaron por su
morfologia colonial macroscopica (colonias muy bklancas y de morfologia
estrellada), tomando la cepa de B, thuringiensis IID-1 como control positive
para faclilitar las observaciones, Aquellas cepas con aspecto semejahte 4
B. thurlngiensis se transfirieron a medio LB s¢lido incubandose a 29°C
hasta obtener una esporulacidn completa. Finalmente, se preparan frotis de
las colonias esporuladas, se tifien con cristal violeta y se observan al
microscopic éptico. Lom cristales adoptan el color violeta en tanto que
las esporas se observan refringentes. Las coloniaz crecidas en medio LB en
cajas petri se recuperaron levantando la colonia con la ayuda de una
espatula y se resuspendieron en 1 ml de agua destilada, Posteriormenta se
hicieron diluciones 1:10 en agua destilada para cuantificar la cantidad de
proteina total (mg/ml) {esporas y cristales) presente en las nuestias
utilizando @l método Lewry.



5%

APENDICE III

Método de obtencidén de cepas nativas de 5. thuringiensis a partir de
guelos. Muastras de 200 g de suslos agricolas y de vegstaciédn na:nral del
Egtacdo de Morelos se usaron pata el screening de cepas nativas de B.
thuringiensis. El aislamiento de las cepas se roealizo segén la técnica
empleada en la compafia belga Plant Genetic Systems, aprovechando la
resistencia que presentas las esporas de B. thuringiensis a las altas
temperaturag y a su incapacidad de germinar en presencia de acetato de
sodio. Una muestra de 0.5 g de suslo fue inoculada en 10 ml de caldo luria
(LB} (para 1000 m)l: triptona 40 g, estracto de levadura 20 g, NaCl 40 q) al
que se adicionan 10 ml de acetato de sodio 0.25 M. pH 6,8, Posteriormente,
las muestras de incuban durante 4 hr a 30°C en condiciones de agitacidn.
Después de la incubacion, ve toma una alicuota de o wi y ze incuba a 60°C
por 1 hi. Pasado este tiempo, se toman dos alicustas de 0.5 ml de las que
una 3¢ almacena en glicerol al 50% y a -20°C, en tanto que con la otra se
preparan diluciones desde 107" hasta 10°' en una solucién amortiguadora a
base de fosfatos 0.,05M, pH 6.8 mas 150 md de NaCl (PBS). Para permitir la
germinacién de las esporas de B. thuringiensis, las diluciznes se siembran
en medio de cultivo T3 soélido (triptona 30 ¢, triptosa 20 g, extracto de
levadura 15 g, agar 150 g disuelto en 1000 ml de PB3) y posteriormente se
incubaron a4 26°C, Las cepas de B. thuringlensis se ldentiflcaron por su
morfologia colonial macroscopica (colonias muy blancas y de morfologia
estrellada), tomando la cepa de B, thuringiensis HD-1 como control positivoe
para facilitar las ohbservaciones. Aguellas cepas con aspecto semejante a
B. thuringiensis se transfirieron ¢ medio LB s6lido incubandose a 29°C
hasta obtener una esporulacion completa. Finalmente, se preparan frotis de
las colonias esporuladas, se tifien con cristal violeta y se observan al
microscopic éptico. Los cristales asdoptan el color violets en tanto que
las esporas se observan refringentes, Las colonias crecidas en medic LB en
cajas petri se recuperaron levantando la colonia con la ayuda de una
egpbtula y se resuspendieron en 1 ml de agua destilada, Posteriormente se
hicieron diluciones 1:10 en agua destilada para cuantificar la cantidad de
proteina total (mg/ml) (esporas y cristales) pregente en las mueestras
utilizando el metodo Lowry.
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