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L RESUMEN

Las larvas de escarabajos (Coleoptera:Melolonthidae) conocidas cominmente como “gallinas ciegas”,
se han convertido en los Gltimos afios en una plaga de importancia econémica en varios cultivos, entre los que
destaca el maiz, E] problema se ha intentado contrarrestar mediante ¢l uso de agroquimicos, lo que ha
resultado una solucién limitada. Es por esa razén que el control bioldgico de plagas adquiere una especial
relevancia. Uno de los ejemplos més contundentes det control biolégico es ¢l de Bacillus thuringiensis (B),
una bacterin gram positiva que produce cristales proteicos (delta-endotoxinas o proteinas Cry) con actividad
tdxica especifica pam diferentes Srdenes de insectos, entre ellos los del Orden Coleoptera. El presente estudio
se enfood a Ia deteccién y evaluacién de la actividad téxica de cepas de Bf con potencial para el manejo de
escarabajos Melolonthidae.

Se realizaron tres hioensayos de infeccién en condiciones de laboratorio utilizando larvas de tres
especies de gallina ciega: Anomala inconstans de primer y tercer estadio, Phyllophaga ravida de primero y
scgundo estadio y Phyllophaga trichodes de tercer estadio, las cuales fueron aisladas y alimentadas con
fragmentos pequefios de zanahorin ¢ agor impregnados con las diferentes cepas de B probadas. Se evalué Ia
toxicidad de 7 cepas de Br: [B184, IB205, IB324 ¢ [B477 en los bioensayos | y II, IB209, [B293 y KB92
(Buibuf) en ¢l bioensayo III. Como testigo positivo se utilizé la cepa Buibui y como testigo negativo se utilizd
zanahoria o agar libre de bacteria. Las 6 primeras cepas forman parte de una coleccidn perfencciente al
Instituto de Biotecnologfa de la Universidad Nacional Auténoma de México (IBt-UNAM), mientras que la
cepa Buibui es originaria del Japén, donde ha sido aistada y evaluada con resultados promisorios.

Para la realizacién de los bioensayos se consideraron diferentes parimetros de toxicidad para su
evaluacién: mortalidad, anorexia y morbi-mortalidad. En el tercer bioensayo, ademds, se determind ia
Concentracién Letal 50 (CLsg) de las cepas probadas, En los primeros dos bioensayos, la cepa IBA77 resultd
la de mayor cfectividad en 1a mayoria de los parimetros de evaluacién, en contra de todas las especies de
gallina ciega utilizadas. Le siguieron en actividad tdxica las cepas IB205 ¢ IB184 y sélo la cepa IB324
presentd mocuidad en este sentido. Al determinar la CLg en ¢l bioensayo II1, se observd que Ia cepa IB209 en
sus dos mezclas esporacristal (1:7 y 1:1) present$ la mayor actividad toxica del grupo de cepas pativas
evaluadas en este bioensayo, en contra de lzrvas de Phyllophaga trichodes de tercer estadio (valores CLg de
1.59 y 2.02 pg/ml, respectivamente). A pesar de ¢llo, al comparar estos valores con el de la cepa KB92,
utilizada como control en €l mismo, se cbservaren aiin diferencias en la toxicidad (valor CLgg de 0.09 pg/ml),

El anélisis con la técnica de la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR) sugiri6 que todas las cepas
de Bt seleccionadas para realizar los bioensayos, y en especial IB477, 1B205, IB209, [B293 y KB92, son
portadoras de genes del tipo cry8C, que han mostrado ser activos ¢n contra de larvas de Melolonthidae,
Ademds estas cepas cuentan con otros genes cry desconocidos que sugieren la existencia de genes ¢crpé
nuevos, los cuales pueden ser activos contra larvas de Melolonthidae.

En ¢l presente estudio sc discute como utilizando B¢, ef control biolégico puede ser adoptado dentro
del paradigma de la agricultura sustentable.



IL INTRODUCCION

Los escarabajos de la familia Melolonthidae (Coleoptera) representan un serio problema econdmico al
convertirse en plagas (sobre todo en la etapa de larvas cuando son conocidas como “gallina ciega™ o
“nixticuil™), de los principales cultivos del pais como son ¢l maiz, trigo, sorgo, frijol, caila de axicar, entre
otros (Morén, 1934). Después de los lepiddpteros, las larvas de Melolonthidae representan un 2* lugar ¢n
importancia como plagas del maiz (Villalobos, 1992). Esta familia estd representada por 520 especies cuyos
estados larvales se presentan en ¢l suelo y pertenecen a 13 géneros (Mordn, 1984). En México, es el cultivo
de majz (Zea mays L.) donde la gallina ciega provoca el daflo més importante. Las pérdidas ocasionadas por
gallinas ciegas del género Phyllophaga en los cultivos de maiz en México varian de 0.4-1.3 ton / ha / afto. Los
mayores esiragos se presentan ¢n 10 estados centrales, lo que representa aproximadamente el 50% de la
superficie dedicada al mafz (Villalobos, 1992),

La agricultura moderna utiliza una gran variedad de insecticidas para el control de plagas de inssctos, y
la gran mayorfa se sintetizan quimicamente. A pesar de que s¢ ha reducido significativamente ¢l dafio cansado
por algunas plagas con un uso intensivo de insecticidas, no s¢ ha obtenido una reduccién global de las
pérdidas del cultivo atribuidas a plagas. En Estados Unidos, las pérdidas causadas por insectos en cultivos se
han elevado del 7% al 14% del rendimiento en el periodo de 1945 a 1990, a pesar de que se ha incrementado
el uso de agroquimicos (Villalobos, 1995). Recientemente se ha retomado la importancia y viabilidad del
control biolégico, v se ha emprendido 1a bisqueda de variedades vegetales resistentes , ademés de aprovechar
1a enorme gama de posibilidades que ofrece la biologia molecular (Miifiez-Valdéz, 1993). El microorganismo
mas utilizado a la fecha como instrumento de control biolégico de insectos plaga es o bacteria Baciilus
thuringiensis (Bf), que con base en su estructura cspora-cristal de caracteristicas insecticidas (delta-
endotoxinas) atrae la atencién del mundo de la investigacién. Para la clasificacién de grandes colecciones de
cepas de B, la t&nica PCR ha demostrado ser la mis versétil, ripida y eficiente (Bravo et al., 1996).

En nuestro pais se han iniciado estudios en este sentido, pero se requiere profundizar en aspectos clave
de In toxicidad causada por este microorganismo en particuler. Existen pocos reportes del uso de Bt para el
control de meloléntidos en México. En 1992, Arredondo reportd la presencia de cristales de Br en adultos
enfermos de los Melolonthidae Macrodactylus nigripes Bates y M. murinus Bates respectivamente, en
agroecosistemnas de Tlaxcala y Jalisco (Villalobos com. pers.). Sin embargo, hasta el momento no se han
demostrado los postulados de Koch para este microorganismo. Es por ello que se requiere evaluar la toxicidad
de éstas cepas contra meloldnudos, asi como desarrollar bioensayes confiables que permitan evatuar Ia
actividad patogénica de dichas cepas, El presente estudio se aboca a esta tarea.



ILA. Antecedentes

IL1. Control hiolégico de plagas

En la década de 1950, ¢l control bioldgico constituia una entidad completa y suficiente, que se podia definir
con facilidad y diferenciar de otros métodos de control de plagas de insectos. Consistia en eliminar fas poblaciones
de plagas mediante la utilizacién de las propiedades biolégicas de ciertos organismos, sobre todo de los parésitos,
depredadores o competidores que se oponen al desarrollo y bienestar de las especies de insectos nocivos (NAS,
1982). Sin embargo, un sinnimero de nuevas ideas en este sentido han sido aprobadas desde entonces, pocas de las
cuales se pueden incluir en cualquiera de las antiguas categorfas. En vez de eso, tienden a definirse en un lugar
intermedio, y por 1égica, podrian incluirse en 2 o més categorias. Por lo tanto, los antiguos [imites tienden a findirse
y desvanecerse, y se han desechado los juicios definitivos. Esta tendencia ha sido estimulada por la inclinaciéa actmal
a usar varjos tipos de control combinados, de manera que un métedo complementa o refuerza al otro para obtener la
mas completa eliminacién de los insectos nocivos, con un minimo de efectos secundarios perjudiciales (NAS, 1982).

En cste sentido, el control biolégico puede manejarse como la manipulacidn artificial de fenémenos
biol6gicos naturales, con el propdsito de reducit o controlar poblaciones nocivas de insectos, otros animales o
plantas. Aquf se incluye el uso de cepas o variedades resistentes de animales o plantas desarrollados a través de
programas extensos de investigacién en los que se aprovechan los conocimientos actuales de genética. El término
tembién implica la introduccién, criz en masa y liberacién de grandes cantidades de organismos depredadores o
pardsitos productores de enfermedades. Las précticas de conservacién y manejo del suelo que fomentan las
poblaciones de aves insectivoras y otros animales depredadores deben de considerarse de utilidad en el control
biolégico (Davidson, 1992). Si bien algunos conceptos como resistencia de la planta hospedera, genética autocida o
feromonas son incluidas en un programn de este tipo, oo han sido aceptados como tal par lo que son cominmente
referidos como “métodos bioldgices de control” (Garcia et al., 1988 en Cate, 1990} o como “métodos de control de
plagas basados biolégicamente™ {Youngberg y Ridway, 1988 en Cate, 1990).

Segiin Cate (1990), la tendencia actual para definir al control biolégico es la unificacién de conceptos, lo que
se traduce en las siguientes prioridacs:

z} ¢l reestablecimiento y mantenimiento de la homeostasis entre poblaciones

b) el uso de relaciones simbidticas, 1as cuales se manifiestan segiin el nivel del organismo

c) explotacién del automantenimiento y las interacciones contra-adaptativas, las cuales pueden guiar

hacia un control permanente

d) la atencidn a problemas de la plaga como parte de sistemas holisticos

¢) ¢l uso de los mayores avances cientificos en tecnologia

Este enfoque fomenta los mecanismos naturales de regulacién y produce un ambiente desfavorable para las
plagas, lo que reduce el uso de insecticidas quimicos y también reduce los costos de produccién en un

agroecosistema.



Recientes estimaciones sugieren que en Estades Unidos, a pesar de que se utilizan 350,000 toneladas de
pesticidas anualmente, aproximadamente el 37% (unos 50, 000 millones de délares) de la produccién potencial total
se pierde por concepto de plagas (Villalobos, 1995).

En particulsr, el control biolgico presents tres ventajas importantes con respecto 2l control quimico (National
Academy of Sciences, op.cit., en Calderén, 1998):

1) Una vez establecido ¢! contrel biolégico de plagas cs relativamente permanente. Los encmigos naturales de
los que depende e perpetiian a sf mismos, y sc ajustan a los cambios de poblacién de las plagas que atacan,

2) El control biolégico de plagas es parcialmente seguro al reducir efectos secundarics tales como toxicidad o
contaminacién del ambiente.

3) Los costos para el desarrollo de un insecticida quimico se estiman en USAS$ 25 millones y para un
bioinsecticida en USA $1 millén,

El control biolégico fue dejado de lado por la euforia provocada por los insecticidas quimicos en lds
afios 30°s y 50°s de esie siglo. El uso de insecticidas quimicos afectt negativamente el ambiente y los insectos
desarrollaron resistencia. Estos no eran de accién especifica pam las plagas, matando también a insectos benéficos
(Mallet, 1989 en Calderén, 1998). A pesar de que se ha reducido significativamente el dafio causado por algunas
plagas con un uso intensivo de insecticidas, no se ha obtenido una reduccién global de las pérdidas del cultiveo
atribuidas a plagas y sf, en cambio, ha disminuido el mimero de sus encmigos naturales. Una estrategia mds holistica
de mancjo podria reducir las plagas utilizando una combinacién de métodos de control en lugar de una tictica
unilateral tal como e empieo de pesticidas (Villalobos, 1995).

En I actualidad, se reafirma como clemento importante &0 la biisqueda de un mancjo sustentable de los

recursos, y una nueva conciencia ecoldgica.

IL.2. Bt como sisterma modelo de biocontrol

Bt es una bacteria entomopatégena Gram positiva que se distingue por su capacidad de sintesis, durante e}
proceso de esporulacién, de un cristal paraesporal formado por una o varias proteinas denominadas delta-endotoxinas
o protefnas Cry (Figura 1). Su peso molecular varia entre 65 y 138 kDa y son elementos de enorme interés cientifico
y comercial a nivet mundial fiindamentalmente por sus propiedades insecticidas (Bravo et al., 1995).

Ishiwata, un investigador japonés, aisl6 esta bacteria a partir de un gusano de seda muerto en 1901; sin
embargo, fue hasta los afios cincuenta cuando se relaciond a la estructura cristalina que produce con los efectos
téxicos observados al ponerla en contacto con larvas de insectos (Lorence, 1995).

En 1911 fue aislada por Berliner a partir d¢ larvas enfermas de la palomifla de 1a harina del Mediterréneo,
Anagasta hihniella (Zell.), y mis tarde diversas variedades de la bacteria se obtuvicron a partir de diferentes
especies de orugas infectadas (Cremlyn, 1990; Davidson, 1992), '

Durante muchos afios sélo 8¢ encontraron cepas con actividad téxica para lepidépteros; no fue sino hasta hace
poco mds de 25 aflos que se han encontrado cepas con actividad téxica contra una mayor diversidad de organismos
(Bravo et al.,, 1995).



Desde hace mas de 30 afios, las delta-endotoxinas se utilizan comercialmente en el control de insectos,
principalmente de los érdenes: Lepidoptera, Coleaptera y Diptera. Esta familia de proteinas presenta impdrtantes
ventajas para el control de inséctos en comparacién con los insecticidas quimicos de actividad residual.

Estas proteinas son moléculas biodegradables por lo que no contaminan suelos y aguas, y ademais por su gran
especificidad, no son téxicas hacia plantas y animales no blanco (Bravo et al., 1996).

Las cepas de Br se aislan de muestras de suclo, agua, hojas, polvo de granes almacenados, o directamente de
cadiveres de insectos infectados. El método de aislamiento consiste en Ia seleccién de esporas por medio de
pasteurizacién (Carozzi et al., 1991; Cerdn et al, 1994). Las cepas de esta bacteria ge reconocen por la morfologia
colonial caracteristica y por la produccién de cuerpos paraesporales refringentes al microscopio de contraste de fases,
En México se ha logrado recopilar una coleccion de 2,000 ccpas de BY, a partir de muestras de suelo de diferentes
regiones del pais (Bravo et al., 1996). Actualmente existen grandes colecciones de cepas de Bt que ban sido aisladas
de todas partes del mundo.

1. Esquema de clasificacién actual de lzs delta-endotoxinas
En 1989 s¢ propuso un esquema de clasificacion para las delta-endotoxinas o proteinas Cry, basado en su
espectro de accién insecticida y su homologfa a nivel de st estructura primaria (H3fte y Whiteley, 1989).

' El criterio para inc¢luir o unn proteina dentro de este esquema cra que su secuencia presentara una similitud
significativa con una 6 més de las toxinas conocidas, Al conocerse nuevas secucnicias de genes cry fueron surgiendo
inconsistencias en este esquema de clasificacitn, ya que se comenzaron a encontrer toxinas con una alta homologia
con 1as ya conocidas, pero con un espectro de accién completamente diferente (Crickmore et al., 1998).

En 1993 un gzupo de investigadores, reconocidos en ¢l drea, formaron un Comité Revisor de la Nomenclatura
de las delta-endotoxinas, que forma parte del “Bacillus Genetic Stock Center™, de la Universidad de Chio, con ta
finalidad de actualizar el sistema de clasificacion. La pueva nomenclatura se basa solamente en la similitud de las
secuencias de aminodcidos, El criterio para incluir a una protefna dentro de este esquema es que su secuencia
muestre una similitud significativa con una o més de las toxinas conocidas, o bien, provenga de las inclusiones
proteicas producidas por Br y tenga actividad pesticida u otros efectos téxicos verificables contra un organismo
blanco (Crickmore <t al., 1998).

La denominacidn “cry " se conserva y a cada gen se le asigna un nombre compuesto por cuatro categorias
(Crickmore et al., 1998): )

En la primera los niimeros romanos se sustituyen por niimeros aribigos. D¢ esta manera, la proteina conocida
anteriormente como cryfll4 ahora con base en la nueva clasificacion se denomina ery3A4; a todo gen cry cuyo
producto muestre una homologia menor al 45% respecto de las proteinas conocidas, se le asignard un nucvo niimero
argbigo.

La segunda categoria es una letra mayiscula, A los genes cry cuyo producto comparta menos del 75% pero
més del 45% de homologia con alguna proteina conocida se le asignard una letra mayiscula distinta.

La tercera categoria e una letra mindscula. Se le asignard a todas las proteinas que compartan menos del 95%
de su secuencia, pero ms del 75%. '



Figura 1, Micrografia en microscoplo electrnico de Bacilius thuringlensis, en ia cual se
detalla su estructura espora:cristal.

A, cristal B. espora C. esporangio



Para diferenciar a las proteinas que representan diferentes tipos de otras que varfen en sélo algunos residuos,
sc utiliza una cuarta categorfa que es un nimero ardbigo. Se asignard a lag proteinas cuya secuencia comparta menos
del 100% de homologla, pero mas del 95% con respecto a las proteinas conocidas. A Ia fecha se tiencn reportadas
més de 124 formas diferentes de genes cry {Crickmore et al.,1998).

2. Estructura y actividad téxica de 1as delta-endotoxinas

Un elemento de interés al estudiar 1ag delta endotoxinas, es la determinacién de sus estructuras, primaria
(secuencia de aminodcidos), secundaria y terciaria (plegamiento en ¢! espacio). Esto cs porque con este conocimiento
se pueden correlacionar dominios estructurales con finciones especificas de la proteina, de tal manesa que haciendo
uso de los métodos de 1a biologia molecular se podrian disciar cambios especificos de algunos aminoficidos que
puedan dar lugar a protefnas mas potentes o con especificidad més amplia (Bravo et al., 1995).

La estructura tridimensional determinada por difraceién de rayos X de 1a porcién téxica de dos miembros de
Ia familia de las delta-endotoxinas, las proteinas cry34 (Lietal., 1991 en Lorence, 1997) y eryl 4a (Grochulski et
al., 1995 en Lorence, 1997), ha revelado que estas moléculas globulares estin estructuralmente organizadas en tres
dominios (Figura 2):

El dominio I (cry 34, residuos 58 al 29%; cry /Aa, residuos 33 al 253), estd constituido por un ramiltete de
seis alfa- hélices enfipsticas que rodean a otra hélice de naturalezs hidrofébica, 1a alfa-hétice 5.

El dominio II {ery 34, residuos 291 al 500; cry /Aa, residuos 265 al 461), estd formado por des alfa-hélices
cortas y tres ldminas-beta antiparalelas que terminan en asas {“loops”) en el vértice de la molécula, formando un
prisma beta (Shimizu y Morikawa, 1996 en Bravo ¢t al., 1996).

El dominio ITI tiene una estructurn de beta-sandwich, con una topologia tipica de “jelly-roll” (Brave et al.,
1996). El alineamiento y comparacidn de la estructura primaria de las primeras toxinas descritas (las antefiormente
liamadas cryld, ery IT y cryfll) revel 1a existencia de cinco bloques o regiones de aminoficidos altamente
conservados, que estin scparados por regicnes hipervariables de diferentes longitudes (Hofte y Whiteley, 1989).
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Figura 2, Estructura tridimensional de las toxinas cry34 y erylAa de Bacillus thuringiensis,
mostrande la conformacién de los dominios I, Iy IIL.
(tomado de Lorence, 1997)



Dichos bloques de aminodcidos conservados constituyen la parte central de la molécula (“el corazén de la
toxina”™}, por lo que es razonable asumir que todas las toxinas cry poseen una conformacion general similar y por lo
tanto un modo de accién semejante (Li et al,, 1991 en Bravo et al., 1996).

Los ¢ristales producidos por las diversas cepas de Bt son insolubles, excepto a pH alcalino. E intestine medio
de la mayor partc de las larvas de insectos susceptibles (lepidopteros, dipteros y algunos coledpteros) se caracteriza
por su afto pH y condiciones reductoras, requerimientos indispensables para la solubilizacién eficiente de las
inclusiones proteicas (Knowles, 1994 en Lorence, 1997).

' La especificidad de las delta-endotoxinas estd determinada por la unién de estas proteinas a receptores
especificos que s¢ encuentran en la superficie de las células susceptibles (Knowles & Ellar, 1986).

El modelo genersl de actividad propone que los dominios proteices s¢ encargan del reconocimiento de los
receptores de membrana. QOtras regiones de 1a misma proteina realizan la actividad téxica, aparentemente mediante
insercién de regiones hidrofibicas en las membranas celulares, produciendo lisis csmética. Tales dominias protefcos
son, asf mismo, codificados por regiones determinadas det DNA en los genes relacionados (Nufiez-Valdéz, 1993).

El mecanismo de accidn de las delta-endotoxinas consta de las sigutentes etapas muilitiples (Lorence, 1997):

a) solubilizacién del cristal

b) procesamiento de la protoxina
¢) unién al receptor

d) insercion a la membrana

e) agregacién

f} formacién d¢ poros

g) citblisis

Su actividad se manifiesta por la degradacién de las células epiteliales del intestino debido a lisis osmética de
las mismas (Knowles y Ellar, 1987 en Nuifiez-Vald€z,1993). Los sintomas que se observan en las larvas del insecto
blanco, cuando éstas ingieren las delta-endotoxinas son: cese de la ingesta, pardlisis del intestino y tracto alimenticio,
vémito, diarrea, pardlisis total y finalmente la muerte (VanRie, 1992). Estos efectos comienzan a observarse un
minuto después de la administracién de las delta-endotoxinas (Gupta et at., 1985; en Lorence, 1997). Se ha
demostrado que la sensibilidad de los insectos a las proteinas Cry se debe a 1a presencia de sitios especificos de
unidn (receptores) en la microvellosidad de las células cpiteliales.

Se sabe que la unita al receptor es irreversible, que s frecuente 1a heterogeneidad en el tipo y nimero de
receptores del intestino medie larvario y que esto resulta en la sensibilidad a més de una toxina (Van Rie et al., 1990

en Barreda, 2000).
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3. Importancia de la biologia molecular ¢n el descubrimiento de nuevos genes cry (aporte de la
técnica de la Reaccidn en Cadena de 1a Polimzerasa)

De acuerdo con Nimez-Valdéz (1993), con el descubrimiento de la estructura de! material genético, en 1953,
se inicia el nacimiento de la biologia motecular, y con ¢llo una etapa en la historia de la biologfa. Desde ese
momento s¢ empiczan a acumular una serie de conocimientos que han permitido alcanzar una imagen mas clara del
funcionamiento de Ia célula viva y en especial de la estructure de su material genético. El afio de 1970 marca una
etapa importante: ¢! inicio de 1a manipulacién enzimética del material genético de los seres vivos y
consecuentements, la aparici6n de la ingenier{a genética molecular.

Hoy en difa, mediante ¢t uso de técnicas de DNA recombinante es posible aislar fragmentos de material
genético que llevan genes especificos. En los iltimos 20 afios, el conocimiento de la biologia molecular ha avenzado
a pasos agigantados. Una de las principales razones de este avance radica en el estudio a nivel molecular del material
genético y en la aplicacién de la tecnologia del DNA recombinante. Este avance ha hecho posible la resolucién de
muchos problemas antes inaccesibles en todas las dreas de la biologia a nivel bdsico y aplicado (Nifiez-Valdéz,
1993).

Se han establecido diferentes estrategias para identificar genes ery conocidos dentro de una coleccitn de
cepas. Estos métodos incluyen desde identificacién con anticuerpos hasta ia identificacién por medio de la técnica de
Ia Reacci6n en Cadena de la Polimerasa (PCR), que permite una rapida determinacion de la presencis o ausencia de
una secuencia de DNA blanco. (Bourque et.al., 1993; Carozzi et al., 1991; Cerdn et al., 1994; Chak ct al., 1994;
Kaiman et al.,, 1993). La técnica PCR es un método in vitro que se utiliza para amplificar exponencialmente un
segmento de DNA blanco que se sitia entre dos regiones de secuencia conocida (Figura 5). Esta técnica consiste de
ciclos repetitivos de desnaturalizaci6n del templado de DNA a altas temperaturas, antecediendo al alineamiento de
oligonucledtidos que son utilizados como “primers” o detonadores (oligos) de una serie de reacciones sintéticas que
son catalizadas por una DNA polimerasa. Estos oligos son oligonuclebtidos con segmentos cortos de una hebra
simple de DNA, que complementan a lag regiones finales 5’ de las hebras del DNA blanco; normalmente cuentan
cen secuencias diferentes que se complementan para unir las hebras opuestas del DNA patrdn y de esta manera
marcar ¢l segmento de DNA que serd amplificado (Maniatis et al., 1989). Los ciclos de desnaturalizacién,
alineamiento y sintesis de DNA se repiten varias veces. Si anteriormente s6lo era posible oblener pequefias
cantidades de un especifico gene a partir de una célula, en la actualidad mediante la PCR pueden ser amplificadas
alrededor de un millén de copias a partir de una copia de un solo gene, en unas pocas horas. Los productos de un
ciclo de amplificactén pueden utilizarse como templado pam el siguiente y cada ciclo sucesivo esencialmente cduplica
la cantidad de productos de PCR obtenidos (Maniatis et al., 1989). ’

El creciente wso de Bt aunado al gran interés en ¢t manejo preventivo de la resistencia a las delta-endotoxinas
ha incrementado los esfuerzos por encontrar nucvas toxinas que permitan un espectro mayor de accién y
especificidad contra plagas no sensibles a las proteinas hasta shora identificadas (Carozzi et al, 1991). Si bien son
escasos log reportes sobre toxinas de Bt especificas contra coledpteros y en particular contra Melolonthidae, en los
altimos afios se ha intensificado la biisqueda de nuevas variedades.

La técnica PCR ha surgido como una herramienta de enorme importancia para optimizar esta biisqueda
(Nuilez-Valdéz, com. pess.).
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IL3. Biosistemitica de la familia Melolonthidae

Los escarabajos de 1a familia Melolonthidae Son un grupo de insectos que incluye algunas plagas de enorme
importancia econémica, sobre todo en su etapa larvaria que es en la que ocasionan tos mayores dafios a los cultivos
agricolas. Peraddjicamente, esta etapa ha sido la menos estudiada. En 1976 sc imicié el estudio de las larvas y pupas
de las especies mexicanas de Melolonthidae, y a Ia fecha se ha reunido informacién diagnéstica de las larvas de
tercer estadio de 56 géneros y de las pupas de 36 génercs, de los 110 recanocidos para el pafs (Morén & Deloya,
1991). Estas cifras nos indican que s posible reconocer al 50% de los géneros en estado larvario y a un 33% de ellos
en estado pupal.

A nivel de especie el conocimiento sobre 1as caracteristicas larvales y pupales es bastante inferior, y atin se
sabe poco sobre los ciclos vitales compietos de un 95% de las especies mexicanas (Morén et al., 1997).

Este aspecto adquiere gran impartancia si recordamos que estos coledpteros pasan entre el 75% y ¢l 90% de
su vida en forma de larvas, estado en el cual interactian con mayor intensidad con su medio ambiente en tres formas
{(Morén, 1996);

2} consumiendo grandes cantidades de alimento;
b) evacuando proporciones importantes de desechos ricos en nutrientes nitrogenados y
c) alimentando 4 una amplia gama de depredadores, pardsitos y parasitoides

1. Esquema de clasificacién general

Hasta la fecha ningiin autor ha propuesto un csquema de clasificacion basado en un andlisia filogenético que
incluya a todas las tribus o subtribus que se manejan actualmente. Ello se debe principalmente a la dmigu:aldad en los
niveles de conocimiento sobre 12 taxonomfa y la sistemética de cada subfzmilia, tribu o subtribu. Mientras que los
Dynastinae son los mejor estudiados a un nivel alfa-taxonémico de manera integral a nivel mundial (Endrsdi, 1966-
1978 en Mordn et al., 1997}, las revisiones sobre los Melolonthinae estén dispersas en el tiempo y en distintas
regiones, ¥ su catdlogo mundial contiene numerosas imprecisiones y amplias lagunas, ademds de que arrastra
agrupamientos que no han sido revisados en mas de cien afios. De acuerdo con este sistema, la familia Melolonthidae
est representada en México por 6 subfamilias, 23 tribus, 19 subtribus, 119 géneros y 1017 especies, aunque Mordn
et al. (1997) estimaron la presencia de 110 géneros y 1040 especics de meloléntidos en el territorio mexicano.

En la actualidad, a nivel mundial se mancjan varias ctasificaciones supragenéricas para log Coleoptera
Lamellicornia ¢ Scarabaccidea. Una de ellas es la de Endradi (1966), que considera a cinco familias: Trogidae,
Passalidae, Lucanidae, Melolonthidae, y Scarabacidae, donde los grupos fitdfagos quedan inclufdos come
subfamilias de Melolonthidae: Mclotonthinae, Rutelinae, Dynastinae y Cetoniinae (en Morén et al., 1997) (Cuadro
1). En dicha clasificacién Endrodi y Morén (1983) ubican en la categoria de familia a la subfamitia Melolonthinae de
los Scarabaceidae de la clasificacién de Crowson de 1981 {¢n Morén ct al., 1997),

Esta clasificacién es conveniente desde el punto de vista agronémico, ya que las especies de Melolonthidae
son las causantes de rizofagia en los cultivos (Morén et l,, 1997).



Cuadro 1.

Clasificaclén genera! de la familia Melolonthidae en México

(tomado de Morén et al,, 1997)

SUBFAMILIAS TRIBUS SUBTRIBUS
Moelolonthinee Meiolonthinl Diplotaxina
elolonthina
hizotrogina
Macrodactylini raspina
acrodactylina
Hoplini Hoplina
Bericini [Sericina
Chasmatopterini
Pachydemini
Rutelinae Rutelini Areodina
Hotorostemina
Pealidnotina
Rutelina
{Antichirina
omalini otallna
rl\ isoplina
ilophochilina
Anoplognathini halangogonina
latyceelina
Geniatini
Dynastinae Ciclocephalini
Pontodontini
Oryctini
Dynastini
aocophalini
hileurini
Trichilnas ncalni
Trichltnl
Valginae Valginl
Cotoniinae Goliathini Coryphocerina
Cremastochellini Cremastochellina
Gymnetini Gymnetina
Cotoniini Cetoniina
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2. Distribucién y diversidad

Los miembros de esta familia se han encontrado en casi todos los ambientes continentales e insulares del pals,
desde ¢l nivel del mar hasta los 3,800 m. de altitud. En los bosques tropicales perennifolios se localizan entre 30 y 45
géneros que agrupan entre 54 y 115 especies. Los bosques tropicales caducifolios y subcaducifolios hasta ahora
estudiados albergan entre 23 y 34 géneros con 61 a 105 especies. Mientras que en el tipo de bosque calificado por
Rzedowski en 1978 como meséfilo de montafia, habitan entre 17 v 22 géneros con 57 a 64 especies (en Mordn et al,,
1997}. Los bosques de coniferas y encinos retinen entre 11 y 19 géneros con 29 a 45 especies de Melolonthidae
(Mordn, 1995),

Con los datos disponibles actualmente se puede seflalar que en México, las entidades con mayor diversidad de
Melolonthidae son Oaxaca, Chiapas y Veracruz, en donde se han registrado entre 220 y 223 especies; los estados con
riqueza intermedia sen Durango, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, México y Pucbla, en cada uno de los cuales estin
registradas entre 105 y 144 especies. Por otra parte, once entidades presentan menos de 40 registros especificos, pero
es evidente que tales cifras no reflejan una pobreza faunistica, sino la escasez de trabajo de campo en sus localidades
{Mordn et al.,1997).

La diversidad de Melolonthidae esta siendo impactada por las modificaciones en los ecosistemas
caracteristicos del pais, derivadas de [a expansién de la frontera agropecuaria, los asentamientos humanos, las
grandes obras par la comunicacién v el abastecimiento de materia prima y combustibles. Por wusta parte, sc ha
favorecido la dispersién y el aumento de tas poblaciones de un buen niimero de especies muy adaptables, que ahorz
se consideran como plagas agricolas, Por el contrario, muchas otras especies, sobre todo silvicolas, estan
disminuyendo sus dreas de distribucidn y sus poblaciones, hasta el punte e¢n que ahora sz les consideran raras o en
peligro de extincién (Mordn, 1996).

3. Habjtos alimenticios

De acuerde con Mordn (1983), los adultos y larvas de Melolonthidae consumen sustratos muy diferentes. En
su etapa larval se alimentan de raices, humus, hojarasca, madera podrida; y como adulto se alimentan de follaje,
flores, polen, savia, y del frute. Esto a diferencia de otras familias de coledpteros en que tanto adultos como larvas se
nutren de sustratos similares.

En el estado adulto se alimentan con tejidos y secreciones vegetales, otros aprovechan distintos tipos de restos
vegetales, y unas pocas especies pueden depredar a ofros insectos.

Como larvas pueden alimentarse con raices, tejidos xilosos en distintas etapas de descomposicion, hojarasca y
humus (Morén ¢t al., 1997).

No todas las larvas de esta familia son nocivas para ias plantas cultivadas, ya que muchas de ellas, como la
mayor parte de las especies de Cyclocephala, Lygyrus y Euphoria presentan actividad sapréfaga y las encontramos
sobre todo en suelos muy humificados o abonados con estiércol (Mordn et al., 1997).



Otras como las larvas de algunas especies de Anemala, Eutheola, Dyscinetus y Cotinis, s6lo se alimentan de
rafces en suelos con escasa materia argénica, y cuando cstin sometidas a una presitn de competencia inter o
intracspecifica. En cambio, Ia mayoria de las especies de Phyllophaga, Macrodactylus, Orizabus y Anomala, sf son

capaces de causar serios daflos a los cultivos agricolas o en los viveros forestales (Mor6n, 1983).

4. Ciclo biolégico

El conocimiento de los aspectos taxondmicos y ecolbgicos, ofrece elementos de suma importancia para ¢l
apropiado manejo de insectos plaga. Pero es indudable que el estudio de su biclogia, en especial de sus ciclos de
vida, determina en gran medida la eficacia de cualquier estrategia de control que se pretenda establecer (Villalobos,
1995). :

En lo referente a su ciclo biolégico, los meloléntidos son insectos holometibolos (presentan metamorfosis
completa). Durante su desarrollo atraviesan por cuatro fases marcadamente distintivas: huevo, larva, pupa y adulto
(Figura 3).

Huevo
La forma del huevo puede ser esferoide, elipsoide o ligeramente cilindrica. Su color varia de un blanco
aperado transhicido a un blanco cremoso. Conforme se desarrolla el embridn, el huevo incrementa su volumen casi

al doble del tamaiio en comparacidn &l huevo recién ovipositado v se toma practicamente esférico.

Larva

El estado larval consta de tres estadios (Figura 3). El primero emerge cuando se rompe la cubierta de! huevo
{corién); consta de un crineo o cdpsula cefilica con partes bucales masticatorias. Cada uno de los tres segmentos
toricicos posee un par de patas y s¢ han diferenciado 10 segmentos abdominales. Después de pocas horas de haber
emergido, el crineo y estigmas respiratotios se oscurecen y endurecen.

Un cambio significativo en las dimensiones del créneo tiene lugar en el paso del primer estadio larval al
segundo, y del segundo al tercero (Vilialobos, 1993). Reinhard, entre 1940 y 1946, trabajé con varias especies de
Phyllophaga y encontré que bajo condiciones de laboratorio la duracion del estado larval de las diferentes especies
estudiadas, variaba entre 120 y 327 dias (en Campos-Bolafics, 1983).

Pupa

Se ha reconocido un estado de prepupa en los meloléntidos que tiene lugar una vez que el tercer estadio esta
préximo a convertirse en pupa, La pupa se parece morfologicamente al adulto, excepto por que las alas, patas, y la
antena estén plegadas y proximas al cuerpo {Figura 3).

Cuando Ia larva de tercer estadio alcanza su madurez, cesa de alimentarse, libera el excremento acumulado y
permanece pparentemente inactiva. En realidad, este es un momente de gran actividad metabélica que dard origen a
las complejas estructuras del escarabajo adulto (Villalobos, 1995). Una vez que la pupa se ha trensformado
conpletamente en adulto, se rompe la exuvia pupal; el patrdn de ruptura de esta estructura, en la celda pupal, se
sugiere como carécter distintivo en algunas subfamilias (Villalobos, 1995).
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La estaci6n del afio durante {a cual la pupacién se presenta, varia en las diferentes subfamilias y
frecuentemente también varia en los géneros. En condiciones de campo la pupacién dura en promedio un minimo de
14 dias, pero puede alargarse en funcién de las fluctuaciones de temperatura que se presenten en una determinada
localidad (Ritcher, 1958 en Campos-Bolafios, 1983).

Adulto

El adulto teneral posee una cuticuta blanda. Permanece en la celda pupal hasta que se endurece la quitina de la
cuticula; se expanden las alas a su tamaito normal y maduran los drganos sexuales. La emcrgencia.dc los adultos del
suelo esth bisicamente asociada a la funcién reproductora; dicha emergencia coincide con un marcado incremento
estacional de 1a temperatura y/o de la precipitacidn pluvial (Villalobos, 1995) (Figura 3).

La duracién del periodo reproductivo puede variar de uno a tres meses segin la especie y la localidad. Cuando
ocurre, el dimorfismo sexual de las formas adultas se manifiesta en la forma de) abdomen, tibias o tarses; los machos
generalmente presentan una masa antenal de mayor tamafio, ademés de algunos cuemos en ciertos casos, Algunas
especies tienen hibitos copulatorios diurnos, vespertinos, crepusculares o nocturnes. Los patrones temporales y
¢spaciales de apareamiento suelen ser muy distintos en las diferentes especies de una misma localidad. Su sisterna de
apareamiento es complejo y pueden presentarse diferencias intraespecificas marcadas atin entre especies
taxondmicamente muy cercanas. Este sistema se ha dividido arbitrariamente en siete fases interrelacionadas;
presmergencia, emergencia, vuelo, apareamiento o cépula, alimentacién, oviposicién y dispersidn (Villalobos,
1995).

El ciclo biolégico, que varia con ei clima, es mis largo en las regiones templadas v m4s corto en lag dreas
tropicales. Ademds, también varia en funcion de las condiciones climatolégicas locales, ya que en regiones secas con
estacién caliente, las larvas pueden estivar por varios meses ¥ reiniciar su actividad durante la época de lluvias. En
los escarabajos Melolonthidae se distinguen algunas variantes interesantes entre subfamilias, géneros y en algunos
casos entre especies. Un caso especial s el observado en Tamsulipas, en donde Phyliophaga misteca completa su
desarrollo en un ailo, mientras que Phyllophaga trichodes se caracteriza por contar con un ciclo de vida bianual
{Villalobos, 1998) (Figura 3).
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Especies con ciclo
biclfigico de 1 afio

Phyllophaga misteca

G bicldgico anual
1. Pupa en cekda
2. Adutto en ceida

3, Aduttos salen def suelo con ks primeras fuvias,
s alimentan y s& reproducen

4. Huevos en o suelo
5. Larva de primer estadio
6. Larva de sequido estadio

7. Larva de tercer estadio, se afmenta de las
reices del cuftivo y puede destnias

8. Larva de tercer estadio en etapa de prepupa,
dentro de su ceida

Especies con ciclo
biolégico de 2 ailgs

Ci | lanu;
1. Pupa en celda
2. Adufto en ceida

3. Adutos salen del suelo con las primeras Livias,
¢ afmentan y se reproducen

4, Huevos en of suelo
5. Larva de pemer estadic

6. Larva de segundo estadio
dentro de su celda

7. Cambio de sequndo a tercer estadio dentro de
ka celda

8. Larva de tercer estadio

9. Larva de tercer estadio, comienza a afimentarsd
de las rafces con las primerzs Juvias

10. Larva de tercer estadio en etapa de prepupa,
dentro de su celda

R

Figura 3. Representacién esquematica de las variantes del ciclo biclégico de dos especies de Melolonthidae {adaptado de King, 1994).



5. Ecologia y daiios a la agricultura

La descripeitm de 108 patrones espacio-temporales s fundamental para explicar ¢l dafio causado por estos
insectos. Bajo condiciones de campo, ¢l movimiento vertical de Ias larvas es mis intenso que ¢l movimiento
horizantal y depende de los cambios estacionales tanto en la temperatura como en la humedad, ademds de otras
variables ambientales tales como ¢l pH, la textura, la materia orgénica y otros compuestos quimicos.

La mayoria de las especies estin muy agregadas durante la fase de huevo y en la de larvas de primer, segundo
y tercer estadio temprano, Esta distribucién se acentita conforme avanza el desarrolio larval hasta la pupacién en la
mayorfa de las especies (Villalobos, 1995).

La actividad destructora de la gallina ciega se reflcja en el sistemsa radicular de la planta (con una destruccién
parcial o total de dicho sistema). En consecuencia las plantas presentan una mala nutricién, un escaso desarrollo
tanto del sistema radicular como del vegetativo, y regularmente todo desemboca en la muerte de éstas.

Cuando logran sobrevivir al dafio provocado por 1z larva, su desarrollo se detiene y se presenta una
disminucion en 1a altura, debido a que el sistema radicular resulta serfamente afectado, a tal grado que las muy
dafiadas pueden extraerse del suelo con un minimo de esfuerzo en relacién a las sanas (Rios & Romero, 1982). A
pesar de que ¢l estado adulto puede producir obvios sintomas de herbivoria, no se ha estimado cuantitativamente su
dafio. Las larvas han sido consideradas en la mayoria de los casos como las principales causantes del dafio vegetal. Ei
mayor daflo se presenta cuando la agregacién larval tiene lugar tanto ¢n ¢l plano vertical como en el horizontal. El
daflo mis grave s¢ produce cuando la herbivoria se concentra en partes sensibles de Iz planta, como son los sitios
préximos a la unidn tallo-raiz, y sobre todo s localiza en éreas bien definidas, formando parches o porciones de
plantas enfermas (Villalobos, 1995).

El dafio causado por gallina ciega puede ser leve, moderado o severo. Esto depende del cultivo, de las
condiciones ambientales y del estado de desarrollo en que se encuentre ¢t insecto. El tercer estadio larval es el que
ataca a una mayor variedad de plantas de iterés agricola y forestal (Morén, 1984).

Como ya se ha mencionado, en México ¢! cultivo del maiz es en donde el dafio es més importante.

En reportes de Amatenango del Valle, Chiapas, se sefiala que los rendimientos de maiz son de 2.88 tonha
con dafio evidente por gallina ciega, y de 3.34 ton/ha sin dafic aparente, lo cual sugicre una pérdida de alrededor de
media tonelada de grano por hectirea (en Castro-Ramirez et al., 1998).

En la regién de la Reserva de la Bidsfera del Cielo, en Joya de Salas, Tamaulipas, la produccién de maiz
oscila alrededor de 2 ton/ha/afio. El dafio causado por gallina ciega alcanza un 48% de la produccién, por lo que el
promedio de cosecha de maiz es de 1.1 tonvha/afio (Villalobos, 1999). 5i consideramos que la produccidn promedio
det pais es de 2.25 ton/ha/afio (SAGAR, ciclo 1990-1997, en Barreda, 2000), ¢s urgente una estrategia de manejo de
1a gallina ciega a corto plazo, lo que impulsaria en algunas localidades a la produccion de rendimientos préximas al
promedio de} continente Asidtico, que es cercane a las 3.43 ton/ha/afio (INEGL, 1999 en Barreda, 2000).

De 1970 a 1990 la produccién de maiz en México sufrié una disminucién de 3 millones de ton/afio. Dicha
caida estd asociada principalmente a cambios econdémico-sociales que han desfavorecido a los productores. Sin
embargo, muy probablemente cbedece también a una paulatina degradacién del suclo, provocando una pérdida de su
fertilidad, ademas de un continuo incremento en el surgimiento y ataque de nuevas variedades de plagas (Villalobos,
1995).
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I1.4, Bt y su viabilidad en el manejo sustentable de In gailina ciega

Muchos de los beneficios que se atribuyen a las lombrices de tierra (Anderson, 1988; Lee, 1983; Lavelle,
1983; Fragoso, et al., 1993; citadas en Villalobos, 1994b), hormigas (Lal, 1988 en Villalobos, 1994b), termitas (Lee,
1983 en Villalobos, 1994b) y colémbolos (Vitlalobos, 1990 en Villalobos, 1994b), pueden ser atribuidos también a
las gallinas ciegas {Viltalobos, 1994b). Pero por ¢l contrario, muchas caracteristicas negativas son asociadas con
especies de Melolonthidae que se han considerado histéricamente como plagas. Algunos de estos aspectos negativos
de las gallinas ciegas sobre las funciones del suelo son evidentes cuando s presentan altas densidades de estas larvas
y condiciones pobres d¢ fertilidad en ¢l suclo. En efecto, ¢l contenido de materia orgénica en ¢l suclo de pasturas de
una localidad de Nueva Zelandia juega un papel importante en la reduccion de la rizofagia y dado causado por las
larvas de Castelytra zealandica y en los mecanismos de regulacidn natural de las poblaciones larvales (Villatobos et
al., 1993; Villalobos, 1994a; 1994b ). Observaciones similares sugieren que Macrodactylus mexicanus, especie
considerada como rizéfaga, completa su ciclo de vida en suelo carente de raices vivas en el laboratorio. Asi mismo,
se han observado larvas de segundo y tercer estadio de esta especi¢ alimentindose activamente ¢n el suclo de un
cultivo de mafz durante la fase de post-cosecha, cuando plantas vivas de maiz estaban ausentes (Villalobos, 1992).
Esto sugiere la existencia de una naturaleza dual de la gallina cicga, que oscila entre la saprofagia y la rizofagia
(Villalobos, 1994b).

Este potencial positivo de Ia gallina ciega se traduce en sus funciones que desarrolla en ¢! suelo, Entre ellas,
destacan las fimciones ecolégicas (migraciones, movimiento vertical y horizontal, efectos sobre la erosién del suelo),
Ias quimicas (movilizacién y prevencién de lixiviacién de nutrientes, redistribucién horizontal de nutrientes, catalisis
de mineralizacién, humificacién) y las biologicas (interacciones tréficas con las rafces de las plantas y 1a materia
orgénica del suelo, interecciones troficas con microorganismoes, dispersién de micorrizas, poda y regeneracién de
ralces) (Villalobos, 1994a), !

Aunque faltan muchos estudios cuantitativos detallados, con las estimaciones cualitativas obtenidas hasta el
momento en algunas regiones, se puede asegurar que estos insectos constituyen una piedra angular de las redes
tréficas porque consumen gran cantidad del sustrato alimenticio, evaclian proporciones importantes de heces ricas en
nutrientes nitrogenados y alimentan a una amplia gama de depredadores, parisitos y parasitoides (Morén, et
al 1997).

En este sentido, B puede brindar también beneficios 2 la fertilidad del suclo, No se cuenta en ba actualidad
con repories que confirmen lo anterior, pero si se tienen registros en este sentido con otros entomopatdgenos, como
¢4 el caso de Servatia entomophila. Al utitizarla en contra de larvas de Costelyira zealandica que afectan los pastos
de Nueva Zelandia, adema#s de reducir las poblaciones de este insecto junto con 1a diversificacién de sus enemigos
naturales y biota del suelo, puede contribmir a la nutricién de las plantas ¢ incrementar la produccién de nuevas
hierbas y rafces vivas. De esta manera se fomenta la degradacidn de sustancias hiimicas y no héimicas a corto plazo,
liberando asf nitrégenc para las plantas y la biota del suelo. Este efecto fue evidente particularmente en un suelo con
alto contenido de materia orgénica (Villalobos, 1994a).
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Algo similar podria visualizarse al utilizer Br en el suelo, ya que en el presente estudio no se fomenta de
ninguna manera su uso para la erradicacion de la gallina ciega. Al contrario, lo que se persigue es compaginar los
posibles beneficios de esta bacteria al suelo con los efectos positives que &l mismo tiempo ofrece la actividad de las
gallinas ciegas; de estn manera, indudablemente se estard en vias de un manejo sustentable de los recursos.

De esta manera, es posible visualizar en un futuro a la gallina ciega ya no como una plaga, sing como un
regenerador del suelo con un enorme potencial. En un escenario de este tipo, et uso de las toxinas de Bt inductivas de
la anorexia en gallinas ciegas, podria tener un valor importante para dirigir sus habitos alimenticios hacia la

saprofagia.
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IIL. HIPOTESIS Y RESULTADOS ESPERADOS

HIPOTESIS

Si 1a cepa KB92 (Buibui) de Bt presenta actividad téxica contra larvas de la famitia Melolonthidae en Japén,
entonces esta misma cepa y todas las demds que son portadores del gene cry8C deben ser téxicas

también para larvas de la familia Melolonthidae en México, en condiciones controladas de

laboratorio.

RESULTADOS ESPERADOS

1. La actividad toxica contra estos insectos producida por la cepa KB92 podria esperarse también con
cepas de Bt natives, pertenecientes a la coleccién del IB-UNAM que sean portadoras

de los genes cry8C.
2. El mecanismo de toxicidad de las cepas de B, probadas en mezclas espora:cristal, presentard como factor

fundamental el cristal aistado, siendo suficiente para provocar efectos téxicos (particularmente

anoréxicos) en las gailinas ciegas. Se espera que la presencia de la espora no sea indispensable en tal

evento.
3. Los diferentes estadios de la gallina ciega presentardn diferencias en la susceptibilidad a ta actividad

téxica de B,

IV. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar la patogenicidad de cepas mexicanas de Bt provenientes de la coleccién del IBt-UNAM y de
la cepa KB92 (Buibui) originaria del Japén, en larvas de Melolonthidae

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Seleccionar mediante la técnica PCR, cepas de B¢ portadoras de los genes tipo cry8C, potencialmente
toxicas en contra de larvas de Melolonthidae.

2. Obtener una cria de larvas de Melolonthidae del primero, segundo y tercer estadio, en el laboratorio, para la
realizacién de bioensayos de infeccién

3. Implementar bioensayos que permitan la evaluacion de [a patogenicidad de cepas de Bt, contra larvas de
diferentes especies de Melolonthidae en sus diferentes estadios de desarrollo

4, Comparar la actividad téxica de cepas de Bt contra larvas de diferentes estadios larvales

5. Evaluar la CLsy de cepas seleccionadas por su patogenicidad, en un bioensayo disefiado para ello

6, Determinar si et cristal aislado de By, puede causar por sf solo efectos anoréxicos en especies mexicanas de
gallina ciega
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V. METODOLOGIA

La metodologia utilizada en el presente trabajo se esquemnatiza en 1a Figura 4.
V.1. Obtencién y manejo del material biolégico para los bioensayos
1, Obtencién de) material de Br

Las cepas de B con los genes cry8C (cepa KB92), cry8A y ery8B (cepa PS50), utilizadas en el presente
estudio, fueron facilitadas por Mycogen Corporation, de San Diego, California. A partir de ellas es posible la
expresién de los distintos genes cry8, par lo que se utilizeron como control de las cepas por identificar y caracterizar.
Las cepas mexicanas que s¢ encuentran ¢n la coleccién particular del IBt-UNAM, fueron aisladas de muestras de
suelo de diversas regiones del pais entre 1991 y 1994 por Cerén y colaboradores (Bravo et.al., 1998). El aislamiento
de las cepas sc basé en la seleccién de csporas por medio de pasteurizacidn,

Las cepas de Bt se reconocen per la morfologin colonial caracteristica y por la produccién de cuerpos
paraesporales refringentes al microscopio de contraste de fases.

1.1. Obtencion del DNA de las cepas bacterianas para su uso como templado en la PCR
El templado de DNA se obtuvo de la siguiente manera:
a) Las cepas de Bt se crecieron por 12 hrs. en placas con medio LB,

b) Se transfirié una porcién de células provenientes de una colonia a 0.1 ml de agua y se llevé a.un bafio de
ebullicién durante 10 min. para la lisis celular.

) Se agregd 1/10 de volumen de amortiguador TAE 10X.

d) Se procedi6 a realizar una extraccién fencl-cloroformo para la ¢liminacién de proteinas de la siguiente
manera:

i) Se adiciond ¥4 volumen de fenol saturado y equilibrado con buffer TE pHS, més ¥ volumen de cloroformo-
alcohol iscamilico 24:1.

ii} Se agitd durante 30 seg. en vortex y después se centrifugd por 5 min. a 14,000 rpm en la centrifuga
Eppendorf Med. 5415C.

i) Se recuperd la fase acuosa, adicionsndole 1 volumen de cloroformo-aleohol isoamilico 24:1; se agitd
durante un min. en vortex y se centrifugé durante § min. (en las condiciones citadas en el inciso anterior), tomando
sélo 1a fase acucsa, Este paso se repitid una vez més,

iv) Se adiciond 1/10 de volumen de Acctato de Sodio 3M pH7 y 2 volimenes de etanol absoluto para
precipitar el DNA.
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v) Después de dejarse 8 =70°C por 15 min., s¢ centrifugd por 15 min. en las condiciones descritas en el
inciso ii}.

vi} La pastilla obtenida se resuspendié en 100 pl. de agua destilada.

1.2, Condiciones de PCR y electroforesis en gel de agarosa para la identificacion de genes cry8
En el presente trabajo, el andlisis por PCR se realizd de la manera siguiente:

a} Se obtuvo una muestra de DNA para el PCR a partir de la lisis de una porcitn de células provenientes de
cepas de Br, como ya se indicd anteriormente en la seccién 1.1. El resultado de ia lisis celular se centrifugéd durante
10 seg. a 10,000 rpm en una centrifuga Eppendorf MOD. 5415C (Bravo et al.,1998).

b) Para cada cepa se prepararon 3 mezclas de reaccion, cada una con el oligo general der-8 y cada uno de los
oligos rev crydd, rev cryd8 y rev cry8C por separado (Figura 5).

Cada mezcla de reaccitn estaba compuesta por: 2.5 pl. de MgCl; 10x, para tener una concentracién final de
2.5 mM; 10 yl. de agua desionizada ; 2 pl. de cada oligo (10 picomoles/ml. cada uno); 2.5 ul. de ANTP’s 10x, para
tener una concentracién final de 0.25 mM, y 0.5 ml. de Tac polimerasa de 1a marca Perkin Elmer. A todo lo anterior
se le agregaron 6 Pl de 12 muestra de DNA, y se adicionaron 2 pl. de DNA a cada tubo para cada mezcla de
reaccion, obteniendo asf un volumen total de 25 ul. per anélisis de PCR. De dicho volumen total se tomaron 23 ub,
los cuales se colocaran en tubos Eppendorf de 500 .,

c} Antes del an4lisis por PCR se le agregd a cada tubo 50 pl. de aceite mineral de la marca SIGMA para evitar

su eveporacion.

d) El andlisis por PCR se desarrollé en un termociclador Perkin-Elmer Mod.40, traduciéndose en la

amplificacitn del segmento de DNA e¢n las siguientes condiciones:

- un primer paso de desnaturalizacién de 2 min. a 95°C

- 30 ciclos de desnaturalizacién de | min. a 95°C; unién a 49°C de los oligonucleétidos generales y
especificos de ery§ durante 1 min,, y un proceso de extensidn a 72°C también durante | min.

- un paso adicional de extensién a 72°C durante 5 min,

¢) Cuando finalizé la accidn del termociclador (después de 2 hr. 40 min. aproximadamente), se tomaron las
mezclas y se mantuvieron a 4°C durante algunas horas.

f) Enseguida se llevd a cabo la electroforesis en gel de agarosa, de la siguiente forma:

i} Sc prepar6 un gel de agarosa al 2% con una solucién amortiguadora TAE 1x ; ademés , s utilizé agua
desionizada, 0.45 gr de agar y 1.5 pl. de bromuro de etidio (10 mg/ml).

ii) La solucién obtenida se vacié en un molde de plastice y se dejé gelificar durante 10 min,
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iii) El gel obtenido se sumergié en el buffer de electroforesis TAE Ix, en una cimara para este fin, que se
encontraba conectada a una fuente de poder.

#v) Se utilizaron los marcadores moleculares: III de Lakeside, lambda /Hind [II y pBR 322/ Hinf 1, asi como
les controles de genes cry: PS50C (control de ery8A y erydB) y KB92 (control de crySC).

v) De cada mezcla de PCR se tomaron 15 pi. de muestra para el gel, después de que s retird £l aceite mineral
agregado inicizlmente. A cada muestra se adicionaron 3 . de buffer de corrimiento 6x, compuesto por 0.25% de
azul de bromofenol, 0.25% de cyanol xileno y 30% de glicerol en agua.

vi) El comrimiento por electroforesis se realizé a 100 V., durante 60 min aproximadamente.

Cabe sefizlar que posteriormente se realizaron nuevos anélisis de PCR con otras cepas de Bt previamente
seleccionadas, con el objeto de corroborar su actividad téxica contra gailinas ciegas. Dichos anélisis fueron llevados
a cabo por el Ingeniero Agrénomo Marco A. Barreda Diaz de la Universidad Veracruzana, y a pesar de no estar
contemplados en el presente trabajo, los resultados fueron utilizados para confirmar la efectividad de estas cepas
mediante una determinacién de la CLgp por medio de un tercer bioensayo.

1.3. Oligos generales y especificos para identificar genes cry8

Los oligos o primers utilizados para la identificacién de genes cry8 fueron disefiados con anterieridad (Bravo
et al, 1598) por anélisis de computadora con un programa denominado Gene Works 2.3, con base en el alincamiento
simultineo de secuencias de genes cry previamente descritas. Los oligos fueron elegidos de una regién altamente
variable de genes cry, basindose en 1a secuencia de cada uno y a la prediccién del tamafio de los productos PCR.

Los oligos elegidos se sintetizaron por medio de un sintetizador de DNA (Microsyn. 1450; Systec Inc.) con los
requerimientos y condiciones especificadas por ¢l fabricante {Bravo ct al., 1998).

Los oligos generales para cry8, denominados gral- cry8, fueron: der-8 y rev-8 (Bravo et al.,1998),
der-8 ATG-AGT-CCA-AAT-AAT-CTA-AAT-G

rev-8 TTT-GAT-TAA-TGA-GTT-CTT-CCA-CTC-G

Los pares de oligos especificos para cry8 denominados spe- ¢ry84, spe- cry88 y spe- cry8C fueron: rev- 84,
rev-8B y rev-8C (Bravo, et al.,1998).

rev-84 TCT-CCC-CAT-ATA-TCT-ACG-CTC
rev-88 GAA-CAT-CTC-GTA-AGG-CTC
rev-8C GGT-ACT-CGA-TTG-TCC-AGT
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1.4. Estimaciin de tamarios y pesos moleculares de prodictos PCR

Para la estimacitn de los pesos moleculares y de los tamafios de molécula de fos productos PCR, se requirid
un anélisis de regresin lineal. Para ¢llo se utilizd e logaritme de los pesos moleculares de cada marcador empleado
en cada reaccidn de PCR, y la migracion de [as moléculas a través del gel de electroforesis, esto es, el recorrido en
centimetros que presentd cada una de las bandas en sus respectivos carriles a partir de la regién inicial del gel
(Figuras 6 y 7). Con este método, fue posible obtener la ecuacién de regresién, con la cual se llevaron a cabo las
estimaciones de los pesos moleculares y tamafios de las moléculas representadas cn ¢l gel. Estos resulitados se
corroboraron con el programa SEQUAID II Win 3.1 (Douglas & Donald, 1989), que se basa en la migracién de
proteinas en ¢l gel en relacién con los marcadores de peso molecular utilizados (Bio Rad) (en Barreda, 2000).

2. Cris y mantenimiento de las larvas de Melolonthidae

La obtencidn de tarvas vivas para su uso en los bicensayos, tuvo como base dos fuentes principales: la colecta

de adultos para inducir su apareamiento y 1a colecta directa de larvas en éreas agricolas,

2.1. Colecta de escarabajos adultos

Entre mayo y junio de 1998 se llevaron a cabo colectas noctumas {entre 20:30 y 22:00 hrs.} de escarabajos
adultos, pertenecientes a las especies Phyllophaga ravida, Ph. vetula, Anomala inconstans, A. casteniceps,
Cyclocephala mafafa, y ¢ las morfoespecies Ph. blanchardi grande y Ph. blanchardi chica (Cuadro 3). Estos adultos
s¢ colectaron bajo 128 lamparas que alumbran los edificios y jardines del IBt-UNAM, ubicado en la zona Norte de la
Ciudad de Cuemavaca, Morelos. Después de su captura, los adultos se colocaron en recipientes de pldstico
(capacidad de I 1t.) con suelo forestal; se colocaron entre 5 y 6 individuos por recipiente, Casi la tercera parte de les
adultos que fireron colectados pudieron ser sexados mediante la extraccitén del edeago una vez que murieran, lo cual
permitié hacer una estimacion de la proporcién sexual. Dicha proporcién de hembras y machos en ln mayoria de los

casos fue 1:1.

2.2. Cultivo y cria de larvas en el laboratorio

A cada recipiente s¢ le colocd suelo forestal fresco, a la mitad de su capacidad, agregando también algunas
ramas y hojas de plantas propias de la regién, como bugambilia (Bougainvillea speciabilis) y azalea (Rhododendron
indicum Sweet) (Martinez, 1979), insertindolas en la parte superficial del suelo; todo ello con la intencién de inducir
la alimentacién y ¢l aparcamiento de los adultos, Todo este sistema se implementd a temperatura ambiente dentro del
laboratorio, a un fotoperiodo normal, Desde ¢l momento de su emergencia, las larvas recién nacidas fueron
trasladadas a otros recipientes pars mantenerias individualmente. Esto fue posible con la ayuda de una criba Newark
del No,10 {2 mm de didmetro) y de un pincel del No. cero, con la intencidén de no lastimarlas.

Con los huevos encontrados se siguié este mismo procedimiento.
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2.3. Colecta de larvas en el campo

Se efectud una colecta de larvas de tercer estadio de Phyilophaga (Phytalus) trichodes (Bates), una especic de
gran importancia econdmica en ¢l Estado de Tamaulipas (Vilialobos,1999). Dicha colecta se realizé en una
poblacién del ejido “20 de abril” Joya de Salas, en la Reserva de 1a Bidsfera “El Cielo” (RBEC), que se ubica al
suroeste de Tamaulipas, en las taderas de Ia Sierra Madre Oriental, conocida como Sierra Cucharas y Sierra Chiguita.

Se seleccionaron 4reas de cultivo de malz con antecedentes y sefiales de infestacidn por Ph. trichodes
(Villaiobos, 1999),

Una parte de! material se obtuvo diregtamente del suelo proximo a las rafces de plantas de maiz, con sintomas
de dafio. En estos sitios se cav a una profundidad aproximada de 10 cm. para localizarias; la otra parte se consignié
recolectando las que quedaban expuestas sobre el terreno por ¢l que habia pasado una yunta o un tractor.

Los organismos en apariencia sanos se colocaron en recipientes de plistico de 1 lt. de capacidad con suelo del
sitio de colecta (de 6 a 9 individuos por recipiente) para su posterior traslado al laboratorio. De csta manera se logrd
reunir aproximadamente un millar de larvas de tercer estadio.

2.4. Acondicionamiento y mantenimiento de las larvas en el laboratorio

Tanto las larvas obtenidas mediante la cria como las colectadas en el campo se colocaron en condiciones de
laboratorio. Tanto a unas como a ofras se les colocd en recipientes de plastico de 1 It y de % It de capacidad,
rehidmtindoles el suelo continuamente y separando las que se encontraban enfermas ¢ muertas para evitar una
posible contaminacién por entomopatégenos.

Todas las larvas fueron alimentadas con trozos de zanahoria (Daucus carota) fresca de dimensiones variables
{cilindros de aproximadamente 4 mm?®), de acuerdo al estadio larval en que se encontraban,

3. Seleccién de larvas para los bioensayos

Para ¢l primer biocnsayo se decidié utilizar larvas de primer estadio de Ph. ravida y A. inconstans, por sex las
especies que procrearon la mayor cantidad de individuos (Cuadro 3). Después de haber conservado estas especies en
aislamiento por un perfodo de 15 dias, se seleccionaron las larvas que presentaban una apariencia externa sana
(mayor tamafio, buena movilidad, apéndices completos, reaccién a estimulos externos), para su inclusion en los
diferentes tratamientos del bioensayo,

Las 80 larvas sclecctonadas (40 per cada especie) fueron colocadas individualmente en placas .est&ilm de
ELISA (con 96 pozos), proporcionando a cada una un pequeiio trozo de zanahoria, Durante § dfas se les prepar6 bajo
este régimen de “prebioensayo™, para eliminer la patogenicidad de fondo, simulando las condiciones a las que se
enfrentarfan en el experimento. Digriamente se revisé su comportamiento en estas circunstancias, sustituyendo a lag
larvas que no presentaban actividad de ningin tipo (movilidad, alimentacién) por otras en buenas condiciones.
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V.2. Bioensayos: caracteristicas y condiciones

Los bioensayos implementados en este trabajo se basaron en ¢l método propuesto por Calderdn (1998), con
algunas variantes.

L. Bloensayo |

Después de la seleccién de las larvas a utilizar, todo se enfocd a la preparacion del Jugar de trabajo y del
instrumental necesario para efectuar ¢l bioensayo. Este primer bioensayo se estructurd de la signiente manera:

8} Se hizo énfisis en la limpicza y esterilizacién del frea de trabajo asi como de} mstrumental a utilizar, con el
uso de etanol al 70% y de agua destilada,

b) Las 4 cepas de B! seleccionadas fueron: IB184, IB205, 1B324 ¢ IB477, por ser potencialmente portadoras
de genes tipo cry8C, segiin resultados del PCR (seccién VL1, punto 1). .

¢} Se utilizaron placas de ELISA estériles para dar cabida a las 80 larvas de primer estadio seleccionadas en la
cria previamente realizada (seccién V1.2, punto 1); se colocaron 8 larvas de cada especie (Ph. ravida y A. inconstans)
por tratamiento, esto e3, 4 cepas de Bt, adeinds def tratamiento control.

d) Cada larva s¢ lavé con agua destilada y se secéd perfectamente antes de colocarlas en su logar
correspondiente en la placa con la ayuda de un pincel del No. cero. Esto con la intencidn de que las larvas no llevaran
adheridos residuos de suelo en su cuerpo y asi disminuir el riesgo de algima contaminacién. .

¢) La infeccién de las larvas con B se realizd utilizando fragmentos cilindricos de zanahoria fresca de
aproximadamente 4 mm?, obtenidos con la ayuda de un horadador metdlico previamente desinfectado (se determin
utilizar la zona carnosa, excluyendo el centro y la periferia de Ia zanahoria). Los trozos de zanaharia se impregnaron
por rodamiento con cada una de las cepas bacterianas con la ayuda de¢ unas pequefias pinzas, que permitieron obtener
cantidades m#s o menos uniformes de bacteria. El contenido aproximado de esporas en cada dosis fue de 10% esporas
por larva, como lo reportado por Ninez-Valdez & Mahanty (1996). Se utilizé una dosis dnica de bacteria, y al lote
contro! se le di§ zanahoria sin tratar. Todo este proceso de infeccion se llevd a cabo en condiciones asépticas.

f) Se cubricron las placas con una toalla de papel imeda, ¥ se envolvieron con una bolsa de pléstico (con

algunas perforaciones) para después sujctarlas con unas ligas.
£) Este sistema se mantuvo en incubacién dentro de una cémara de crecimiento REVCO Mod. PG-6-7454, a

temperatura constante (24°C) y en oscuridad total, S6lo durante las revisiones, que en promedio duraban 2 hrs., las

larvas estuvieron fuera de 1a cAmara de crecimiento.
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h) Las revisiones y cambios de zanahoria se realizaron diariamente, con cambios de placas cada tercer dia

(para reutilizar las placas, se desinfectaban 24 hrs antes con una sohicién de cloro al 10%).

Se llevé un registro de mortalidad, alimentacién y sintomas externos de enfermedad de cada larva en cada
tratemiento.

2. Bioensayo I1
En esencia el procedimiento, material y criterios de evaluacion coinciden con lo realizado en el bioensayo I

a) Se utilizaron larvas de Ph ravida y de A. inconstans (segundo ¥ tercer estadio respectivamente), ademss,
de larvas de tevcer estadio de Ph. trichodes.

b) Para el empleo de las larvas de Ph. ravida, se utilizaron placas de cultivo celular (24 pozos) estériles, con 8
organismos por tratamiento. Aqui solo se utilizaron 3 cepas de Br: IB184, IB20S, IB477 y el control; la cepa 1B324
se excluyd por su baja eficiencia en ¢l bioensayo anterior y por el limitado niimero de larvas de esta especie con que

se contaba en €308 momentos.

¢} Las larvas de A. inconstans y Ph. ravida, 8 por tratamiento, fueron infectadas con tas 3 copas mencionadas
anteriormente, pero ahora utilizando para su alimentacién trozos de zantahoria con un tamafio mayor al utilizado en el
hicensayo anterior (8 mm® sproximadamente). Se utilizaron en este caso contenedores de pléstico (27x10x2.5 cm)
con 16 oquedades (para preparacién de hielo), dado el mayor tamafio de las larvas y para evitar que salieran de su
compartimento asignado. Dichos contenedores fueron cubiertos con una tapa de plastico.

d) Para el caso de las larvas de Ph. trichodes, se utilizaron las 4 cepas de Bt probadas en el bioensayo I mas el
control, y se colocaron 10 individues por tratarmiento en las hieleras de plastico

¢) A diferencia del bioensayo anterior, se requiri6 la aplicacidn de una segunda dosis de bacteria 4 los 15 dias
de iniciado el tratamicnto, ya que en el transcurso de este periodo no se observaron sintomas de infeccién en las

larvas,

f} La duracién total del bioensaye II fue de 35 dias.

3. Bioensayo IT1
Este bioensayo sc [levé a cabo de la siguiente manera:

a) Después de algunas pruebas, se utilizaron piezas uniformes de 2gar LB (8 mm®), conteniendo diferentes
proporciones espora:cristal, para inducir el efecto toxico en las larvas.
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b) En este bivensayo se utilizaron 4 cepas de Br previamente seleccionadas. Se utilizaron cristales de Bt
purificados por gradientes de sacarosa {Barreda, 2000).

Las cepas utilizadas fizeron: 1B209, 1B293 y KB92 (como testigo). Para la cepa IB209 se utilizaron dos
mezclas espora:cristal: una en estado pricticamente puro 1:7 (1 espora por 7 cristales), y otra en una proporcién 1:1
{1 espora por | cristal). Las otras dos cepas se utilizaron en esiado practicamente puro. Hay que seilatar que el
términe “pricticamente puro” se refierc a la superioridad en el nimero de cristales respecto al de esporas; en el caso
de la mezcla de 7 cristales por una espors, se considerd como una proporcién que se aproximaba bastante al estado
de purcza. El objetivo por e cual se utilizaron estas mezclas espora:cristal fue principalmente ¢l de determinar si la
espora puede causar sinergismo en la actividad insecticida, v la importancia real del cristal en este evento, Para cada
cepa se mancjaron 5 diferentes concentraciones: 10000, 1000, 100, 10 y | ng. de proteina por ml. de agar LB, para ¢l
célculo posterior de 1a Concentracién Letal 50 (CLy,)

La proteina se cuantificé por el método de Bradford (1976), para obtener la concentracién de protefna y
determinar {a concentracién de tripsina necesaria para el procesamiento de la toxina a su forma activa (en Barreda,
2000).

¢) Después de pasar por el proceso de scleccidn, se eligieron 252 larvas {12 por tratamiento). Se siguié la
misma metodologla utilizada en ¢l primer bioensayo., cxcepto que en este caso se alimentd a cada larva con un
bloque de agar LB, conteniendo una mezcla de cristal:espors en las proporciones descritas anteriormente, En el caso
de las larvas control, se les asigné su bloque de agar completamente libre de la mezcla espora:cristal.

d) Después de 1a infeccién inicial con bloques de agar, se regresd a la dieta con zanahoria (sin bacteria),
\inicamente para monitorear la inhibicién en la alimentacién. Se sigui6 el mismo procedimiento en el momento de la
segunda aplicacién de Bt.

¢) Dado que los efectos téxicos de Bt se expresaron lentamente, se realizaron dos aplicaciones. La primera al

inicio del biocnsayo v la segunda 15 dias despuds.

f) La duracion del bioensayo Il fue de 30 dias.

4, Caracteristicas generales de los bioensayos

En los tres bicensayos desarrollados en el presente trabajo, se tom6 registro de la mortalidad, m.h:b:cxén de la
alimentacién {anorexia) y sintomas externos de las larvas ariginados por a infeccién bacteriana.

En la mortalidad se evalué el porcentaje de larvas muertas (o larvas sobrevivientes) en un determinado
intervalo de tiempo, de acuerdo a las carncteristicas des cada bicensayo. La inhibicibn de la alimentacion, se evalué al
comparar ¢l porcentajeé de zanahoria remanente de cada una de las larvas después de 24 hrs con una pieza de
zanahoria intacta, con las dimensiones originales, Cada pieza estindar de zanshoria (dimensiones originales de
acuerdo a! bioensayo) se consideré como un 100%. Si la larva consumia la mitad de 1a pieza, se consideraba como

un 50% de alimentacién, si consurnia la cuzrta parte un 25% y asi sucesivamente,
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Si el cilindro de zanahoria no era consumido en més de un 70%, sc consideraba que la larva dejaba de
alimentarse con normalidad. Este 70% se tomé como ¢! punto critico en ¢l cual daba inicio el efecto anoréxico. El
siguiente criterio fue considerar como anoréxicas a las larvas que no se alimentaran durante 7 dias consecutivos,
como resultado del ataque bacteriano.

Se utilizd también un indice de morbi-mortatidad, como el sugerido por Calderén (1998), en & cual e
representa la suma de los porcentajes de larvas que exhiben sintomas de la enfermedad ambarina y el porcentaje de
larvas que presumiblemente murieron por cl ataque bacteriano durante el bioensayo de infeccién.

En nuestro trabaio, este indice sufri6 algunas modificaciones, para adaptarlo a la actividad de Br. En este caso,
se tomd como criterio principal ¢t determinado por Sharpe (1976), que maneja una “coloracién café rojiza o
parduzea” en el cuerpo de las larvas, provocada presumiblemente por Bt, En este sentido, Villalobos {obs. pers.) ha
detectado cierto “ennegrecimiento” en biocnsayos similares. En los tres bioensayos realizados, por razones pricticas,
se manejé ¢l “enncgrecimiento” de las larvas inoculadas con las diferentes cepas de By, para la determinacidn del
indice de morbi-mortalidad.

V.3. Anilisis estadistico de datos

Todas las observaciones diarizs de cada bioensayo se vaciaron en hojas de registro que permitieron un
adecuado andlisis de los resultados. Fue posible manejarlos de distintas maneras, enfocando su analisis a los
porcentajes de sobrevivencia de larvas en cada tratamiento, ademés de los relacionados al efecto anoréxico y morbi-
mortalidad provocados por la actividad téxica de Br.

Los datos obtenidos en cada uno de fos bioensayos, se analizaron mediante 1a prueba de Xi® y ¢l programa
POLO PC (PROBIT 50), para ¢l célculo de la CLy, especificamente en el bioensayo HI.
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VL. RESULTADOS
VL1. Seleccitn de cepas de Bt

1. Cepas para bioensayos [ y 11

El analisis por PCR se realizdé mediante el uso de oligos denominados "generales™ y oligos denominados
"especificos”, capaces de identificar genes cryl, cry3, cry3, cry7, en8, ery9, eryll, cryi2, cryl3, cryld, eyl y
genes ¢yt (Bravo, et al,, 1998). Se Hevd a cabo una reaccién de PCR sencillo con oligos generales, un olige derecho y
uno reverso. Asi mismo se realizé también un PCR con los oligos especificos, en una reaccion conocida como “PCR
multiple”, ya que se utilizé un oligo derecho y varios oligos reversos en la misma reacciém (Figura 5). Una
caracteristica de suma importancia de esta técnica es que cada gen ¢ry promueve un producte de PCR con un pese
molecular 1inico; el gen cry8A4 geners un producto de 338 pb.; el gen ¢rv8B un producto de 510 pb. y el gen crv8C
uno de 963 pb. (Bravo et al., 1998). Si llegan a detectarse cepas con preductos PCR de un peso diferente a lo
esperado, sc abre la posibilidad de que contengan genes cry nuevos.

El andlisis con los oligos generales ¢cryp8 permitié la deteccién de 21 cepas de Br con productos PCR, de interés
(l_!ravu et al., 1998). De estas 21 ccpas, mediante ¢l andlisis con los oligos especificos para los genes cry84, cry8B y,
¢ry8C, se detectaron 13 cepas con productos PCR de interés. Dichas cepas son potencialmente téxicas contra plagas
de Melolonthidae.

El analisis por PCR multiple presenta el incoveniente de qué ain cuando se generan productos de PCR con el
tamafio esperado para los genes en estudio, existe la incertidumbre en cuanto a los oligos especificos de los cuales
dichos productos de PCR han sido generados. Esta incertidumbre se incrementa cuando se obtienen productos de
PCR de tamaiio inesperado, lo que sugeriria la existencia de genes ¢ry nuevos. En estos casos, se miuicrc de la
aplicacién de nuevas reacciones de PCR de manera individual, con cada uno de los oligos especificos (cry84, cry8B
yer8C).

En el presente trabajo se realizaron reacciones de PCR con oligos crv& especificos, cada uno en una reaccién
individual. De las 13 cepas aisladas previamente en ¢l laboratorio, se seleccionaron al azar 4 cepas para este andlisis: -
IB184, IB20S, 18324 ¢ IB477. Se utilizaron como controles las cepas positivas PS50C (que contiene a los genes
cry8d y cry8B, capaces de formar productos PCR de 338pb. y 510 pb. respectivamente) y la cepa KB92 (que
contiene al gen cry8C, capaz de formar un producto PCR de 963 pb.).

Fn las figuras 6 y 7 se muestran los resultados del anélisis electroforético de productos PCR generados a partir
de las cepas control PS50C y KB92 , y las cepas IB184, IB205, IB324 ¢ IB477.

La cepa control PS50 present6 un producto de 338 ph. en la reaccidn con los oligos especificos para crydA,
asi como un producto de 510 pb. con los oligos para cry8B (Figuras 6 y 7). Asl mismo, la cepa control KBS2
present6 un producto de 963 pb. en 1a reacci6n con los oligos para cry8C (Figuras 6 y 7).
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Figura 6. Amplificacién por PCR de fragmentos de genes cry8, de las cepas IBi84e
1B324 de Bt, en gel de agarcsa al 2%. Carril 1.-Marcador molecular lambda /
Hind ill. Carril 2.-Cepa control PS50C (cry8A). Carril 3.-Cepa control
PS50C {cry8B). Carrll 4.-Cepa control KB92 {cry8C). Carril 5.-Cepa IB184
{oligo especifico ¢ry8A) . Carril 6.-Cepa [B184 {oligo especifico cryBB).
Carril 7.-Cepa IB184 (oligo especifico cry8C). Carril 8.-Cepa IB324 {oligo especifico
cry8A). Caril 9.-Cepa IB324 (oligo especifico cry88). Carril 10.-Cepa iB324 {oligo
especifico cry8C).  Carril 11.-Marcador molecular pBR322 / Hinf1.
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Figura 7. Amplificacién por PCR de fragmentos do genes cry3, de laa cepas 1B205 e [B477 de B,
en gel de agarosa al 2%. Carril 1.-Marcador molecular Il de Lakeside.
Carril 2-Cepa control PS50C {cryBA). Carril 3.-Cepa control PSS0C (cry88).
Carril 4-Cepa control KB32 (ery8C). Carril 7.-Cepa IB205 {ollgo especifico cry8A).
Carril 8.-Cepa 18205 (oligo especifico cry88), Carril 9.-Cepa [B205 (ofigo especifico
¢ry8C). Camil 13.-Cepa IBAT7 (oligo especifico cry3A).  Carril 14.- Cepa 1B477 {otigo
especifico cry8B). Carril 15.-Copa IB47T (oligo especifico cry8C).
Carril 20.-Marcador molecular pBR322 / Hinf1.
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Cuadro 2, Productos PCR generados a partir de cepas de Bacillus thuringiensis , con oligos dirigidos

a genes cry8
CEPA PRODUCTO PCR PRODUCTO PCR PRODUCTO PCR GENE
especilico para cry8A especifico para cry8B especifico para cry8C INVOLUCRADO
1B184 ninguno 1505 1383, 1186, 963, 762 cry8C, ?
IB205 2744, 2002, 1604, 895 2776 244), 1641, 1170, ery8C, 7
263, 695
IB324 2028 ninguno 1071, 762 7
1B477 1888, 1270, 824, 630 2098 2441, 1604, 1104, crdC, ?
9463, 676

*Los productos PCR seilalados con negritas, representan a los de tamaiio esperado

*Los productos PCR subrayados, representan las bandas observadas con buena intensidad en 1a placa de
electroforesls

*El resto de los productos PCR representan a las bandas que se observan con poca intensidad en la

placa de electroforesis, lo que sugiere una probable uni6a inespecifica de los oligos al templado de DNA

* El signo de interrogacién sugiere la existencia de genes nuevos del tipo cry8
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La cepa 1B184 presentt diferentes productos PCR, destacando los de tamafio 963 y 1186 pb. en la reaccién con
oligos para ¢7p8C (Cuadro 2, Figura 6, Carrit 7),

Para la cepa IB205 sobresalieron los productos PCR de tamafios 695, 963 y 1170 pb, en la reaccion con oligos
para cry8C (Cuadro 2, Figura 7, Carril 9).

Para la cepa IB324, ¢l producto PCR de tamafio 762 pb. fue ! tinico de los productos obtenides que sobresalid,
esto para la reaccién con oligos para ery8C (Cuadro 2, Figura 6, Carril 10).

La cepa 1B477 ofrecié varios productos PCR de importancia, destacando entre ellos los de tamafio 676, 963 y
1104 pb. en la reaccién con oligos para ¢ry8C (Cuadro 2, Figura 7, Carmil 15).

De estos resultados se desprende que:

a} Las ccpas IB184, 1B205 ¢ IB477 pueden contener genes del tipe crp8C, por ser las imicas que generaron
productos PCR de tamafio esperado 963 pb.; los otros productos PCR de tamafio no esperado de estas mismas cepas
pueden considerarse como posibles genes nuevos del tipo ery8C.

b) La cepa 1B324 no presentd productos PCR de tamatio esperado para ninguna de las reaccion&s‘ con oligos
para cry8A, cry8B y cry8C, aunque s uno muy cercano a 963 pb., lo que la convierte en portadora potencial de genes
nuevos del tipo cry8C.

¢) Al comparar los patrones de bandeo para las cepas IB205 ¢ [B477, se observa que existe cierta similitud
entre cllas. Ambas presentaron un producto PCR de tamaiio esperado 963 pb. y practicamente el mismo nimero de
bandas obtenidas en ia placa de clectroforesis. Esto sugiere que probablemente sc trata de cepas genéticamente
parecidas (Cuadro 2, Figura 7).

De esta manera se vishumbro la posibilidad de que ¢l gen erp8C fuera el responsable de ta actividad 16xica de
las cepas seleccionadas para este trabajo, sobre todo en los casos de IB205 ¢ IB477, por lo que sc les considerd como
potencialmente pat6genas contra tas larvas de Melolonthidae,

2. Cepas para bioensaya HI

Para ¢ste bioensayo fueron seleccionadas 3 cepas: IB209 € IB293, pertenccientes a la coleccitn del IBt-UNAM,
ademis de la cepa contro! KBS2 (Buibui), nativa de Japdn. Resultados preliminares indicaban que las cepas IB209 ¢
IB293 eran potencialmente txicas en contra de larvas de Melolonthidae tales como Phyllophaga ravida y
Phyllophaga obsoleta (Villalobos ¢t ab., resultados no publicados).

Al final de este bioensayo, se observé que tanio la IB209 como la IB293 son cepes portadoras de genm del tipo
cry8C (Barreda, 2000) con base en un anélisis por PCR similar al reportado en este trabajo.




V1.2, Obtencién de larvas de Melolonthidae
1. Larvas de primero y segundo estadios

Les resultados de 1a cria de adultos de Melolonthidas para la obtencién de primeros estadios se presgntan en el
Cuadro 3.

De las primeras colectas se contabilizaron 110 escarabajos adultos de Ph. blanchardi (morfoespecie chica); 97
de Ph. ravida; 61 de A. casteniceps; 33 de Ph. blanchardi {(morfoespecie grande); 27 de A. inconstans; 18 de Ph.
vetula, y 6 de Cyclocephala mafafa, conformando asi una coleccidn total de 352 cscarabajos adultes, en una
proporcién global de una hembra por un macho (1:1) €n cada una de estas especies. Después de 38 dias, se obtuvo
una gran cantidad de larvas de primer estadio en cada uno de los recipientes. Las revisiones de estas larvas se
realizaron en dos etapas: del 14 al 22 y del 23 al 30 de julio de 1998, registrando el nimero de larvas sobrevivientes
después de 16 dias de revisién (Cuadro 3).

Con base en la produccién de larvas de primer estadio en los cultivos de edultos, se decidié trabajar con larvas
de Ph. ravida y A. inconstans scleccionando las més sanag y resistentes para utilizarlas en el primer bicensayo
(Cuadro 3). Para ¢l segundo bioensayo, se utilizaron las larvas sobrevivientes de estas mismas especies que
continuaron su desarrollo 2 segundo estadio, asi como larvas de Ph. trichodes de tercer estadio, colectadas en el

campeo.

En la seccién VII se profundiza en espectos clave de esta cria.

2. Larvas de tercer estadio

El material colectado en parcelas del Estado de Tamanlipas y utilizado en el tercer bioensayo, estuvo
representado por larvas de Ph, trichodes, en su mayoria del tercer estadio tempruno del segundo ailo del ciclo de
vida. Se lograron reunir un poco més del millar de cjemplares; poco mas del 90% sobrevivié al traslado de la zona de
colecta al laboratorio. En los primeros 10 dias de mantenimiento a las condiciones de laboratorio, se presentaran
pocas muertes, Se contaba con 1055 individuos sanos y con base en su buena apariencia externa, se seleccionaron las

tnés resistentes.

De aqui surgieron las 252 Jarvas utilizadas en el bioensayo Il
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Cuadre3. Niimero de larvas de primer estadio, obtenidas y recuperadas a partir del cultivo
de adultos de las diferentes especies de Melolonthidae que fueron colectadas
en Cuernavaca, Morelos (Jardines del IBi-UNAM)

No. Adultos ] No, larvas obtenidas | No. larvas Recuperacién
Especie colectados del cultivo de adultos | sobrevivientes de larvas (%)
(14-22 de jullo 1998) | (23-30 de julio 1998)

Phyliophaga ravida 97 143 112 78
Aramala inconstans 27, 114 96 84
Phyllophaga blanchardi 110 23] 23 100/
(morfoespecie chica)
Phyilophaga blanchardil 33 34 32 94
(morfoespecic grande)
Phyilophaga vetula 18 22 22 190
Anomala castaniceps 61 1 1 100
Cyclocephala mafafa 6 3 3 130
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VL3. Bioensayo I

1. Mortalidad

Las larvas de primer estadio de Ph. ravida y A. inconsians respondieron de manera similar a las cepas de Bt
probadas en este primer bioensayo (Gréficas | y 2). Ambas especies de gallina ciega sélo mostraron vna elevada
mortalided causada por la cepa IB477. El tiempo minimo en que se presentd la diferencia significativa con respecto
al control en 1a martelidad fue de 9 dias (P<0.05) para A. inconstans (Grifica 2) y de 13 dias (P<0.05) para Ph,
ravida (Gréifica 1). En ambos casos, fue posible también observar una tendencia que sugicre actividad téxica de la
cepa IB203, pero este tratamiento no presenté diferencias significativas con respecto al control. En este bicensayo
fue notoria la elevada mortalidad del lote control de ambas especies de gallina ciega, ya que murieron 3 larvas de
cada una de las especies (mortalidad cercana al 40%), al término del bioensayo, a los 14 dias (Gréficas 1 y 2).

2, Indice de morbi-mortalidad

El indice de morbi-mortalidad representa la suma de los porcentajes de larvas vivas que presentaban coloracién
parduzea o ennegrecimiento pexceptible y el porcentaje de larvas que murieron presumiblemente por dicho
ennegrecimiento, provocado por Bt durante el bioensayo (propuesto por Calderén en 1998 y adaptado al presente
trabajo). A diferencia del caracteristico color &mbar que presenta el cuerpo de las larvas expuestas al ata&uc de
Serratia entomophila (Calderén, 1998), la infeccién de una larva que ha ingerido los cristales téxicos de 8t no
presenta una sintomeatologia completamente definida. A pesar de ello, es posible distinguir algunos otros sintomas
tales como anorexia y cierto ennegrecimiento del cuerpo del insecto, acompafiado de un reblandecimiento del

mismo.

Los patrones de morbi-mortalidad causada por Bt en el bioensayo 1 corroboran las diferencias observadas en la
mortalidad entre los tratamientos y el lote control (Grificas 3 y4). .

En este caso en particular, dicho indice refleja sélo la mortalidad, dado que no se presentaron larvas
sobrevivientes con ennegrecimiento. Resalta el hecho de que al final del bioensayo, este indice fue
éigniﬁcativamentc mayor con respecto el control, alcanzando el 50% (P<0.05) en Ph. ravida (Grifica 3) y ¢l 75%
(P<0.01) e# A, inconstans (Gréfica 4). Lo cual indica que en ambas especies el factor clave que determiné la
diferencia significativa en la mortalidad entre el tratamiento IB477 y el control fue la actividad de Br. Solamente en
A. inconstans, la cepa [B205 provocd una diferencia significativa (P<0.05) en este indice con respecto al control
(Grafica 4). Algunas larvas de Ph. ravida tratadas con la cepa IB205 presentaron ennegrecimiento.

43
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Grifica 3. Porcantajs da larvas sobrevivientss de segundo estadio da Ph. ravida,
agrupadas por categoriss do salud para las diferentes cepas utiiizadas, despuds
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A juzgar por este indice de morbi-mortalidad, en general la actividad toxica de las cepas de Bt probadas se

expresa mejor en las larvas de A. inconstans (Gréfica 4), en comparacién con las de Ph. ravida (Gréfica 3).

Las larvas def lote control que murieron no presentaron ennegrecimiento,

3. Anorexia

La inhibicién de la alimentacion (anorexia) proporciond informacién adicional para explicar el efecto tdxico
causado por los tratamientos en las larvas de ambas especies (Grifica 5). Los resultados de anorexia, también
reforzaron la presencia de actividad téxica en la cepa IB477. Tanto en Ph. ravida como en A. inconstans se observo
un cfecto significativo {P<0.01) con respecto al control en la inhibicién de la alimentacion, que se manifiesta en el
intervalo de 1 a 7 dias (Grafica 5). Es de llamar 12 atencién que para ambas especies de gallina ciega se observé un
efecto anoréxico significativo, provocado por la cepa IB20S tanto para el primer intervalo {P<0.05), como para el
. segundo {P<0.01). De la misma manera, la cepa IB184 mostrd un efecto anoréxico significative (P<0.01) en ambas

especies, pero sélo en el segundo intervalo de tiempo (8 a 14 dias).

El patrén de anorexia, aparentemente es un criterio més sensible para la determinacidn de un efecto téxico de
cepas de Bt. Dicho patrén indicd que la cepa I1B324 fue la menos toxica de todas las cepas probadas para ambas

especies de insectos (Grafica 5).

V1.4, Bioensayo IL

1. Mortalidad

En este bioensayo la cepa 1B477 se destacd nuevamente por su actividad toxica. En larvas de tercer estadio de A,
inconstans, esta cepa provocd una mortalidad significativamente superior a partir de los 21 dias {(P<0.05) con
respecto al control. A los 27 dias (P<0.01), sélo una larva sobrevivia (Gréfica 7). Asi mismo, esta cepa fue la Gnica
que provocd una mortalidad significativa en larvas de tercer estadio de Ph. trichodes, a los 29 (P<0.05) y a los 3t
dias de tratamiento (P<0.01} con relacidn al control (Grifica 8). Aparentemente las Jarvas de segundo estadio de Ph.
ravida también mostraron sensibilidad a la toxicidad de la cepa [B477, aunque esta susceptibilidad no se expresd

estadisticamente en su mortalidad (Gréfica 6),

Ambas especies de Phyllophaga fueron resistentes a la actividad toxica de las cepas [B184, IB205 e 18324
{Gréficas 6 y 8), y Gnicamente las larvas de A. inconstans resultaron también afectadas significativamente por la
actividad de las cepas 1B 184 e IB205 (Grafica 7). Con este segunde bioensayo se confirmé la inocuidad de la cepa

1B324 tanto para larvas de Ph. ravida como para fatvas de A, inconstans.
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Cabe destacar que todas las larvas del lote control de Ph. trichodes sobrevivieron, y sélo una del lote control de
Ph. ravida murid, después de 35 dias de tratamiento (Gréficas 8 y 6).

Un aspecto importante en este bioensayo es que en los primeros 13 dias no se presentaron resuitados
significalivos de mortalidad, por o que fue necesaria la aplicacién de una segunda dosis de Bf para poder detectar la
actividad bioldgica de las cepas probadas (Gréficas 6, 7 y 8).

2. Indice de morbi-mortalidad

Considerando el indice de morbi-mortalidad, la cepa que mejor funciond fue nuevamente la 1B477. A diferencia
del bicensayo I, en este bioensayo aparecieron larvas sobrevivientes con ennegrecimiento en cada una de las especies
de gallina ciega, después de 35 dias. Esto fue particularmente conspicuo en larvas de tercer estadio de A, inconstans,
en donde el indice de morbi-mortalidad alcanzd practicamente el 90% (Grafica 10). Con la cepa 1B205 se obtuvo un
indice significativo (P<0.05) del 58.3% {Grifica 10).

La cepa [B477 fue la (nica que provocd ennegrecimiento en larvas muertas y sobrevivientes de segundo estadio
de Ph. ravida, resultando con un Indice significative con respecto a los demas tratamientos (P<0.05) del 50%
(Grifica 9). A juzgar por el indice de morbi-mertalidad, las farvas de tercer estadio de Ph. frichodes mostraron cierta
sensibilidad a todas las cepas de Br probadas, aungue la Gnica con resultados significativos respecto al control
{P<0.01) fue la IB477, en donde destaca la gran cantidad de muertas y sobrevivientes con ennegrecimiento (70%).
Las demds cepas presentaron un elevado niimero de larvas sobrevivientes sanas (Gréfica [1).

Nucvamente, segin el indice de morbi-mortalidad de cstc bioensayo, son ias larvas de A. inconsians las mis
sensibles a la actividad toxica de las cepas de BY (en especial a Ia [R477); las larvas de Ph. trichodes también lo
fueron, aunque en menor grade. De los tratamientos control, ninguna larva de las que murieron presenté sintomas de

ennegrecimiento (Graficas 9, 10y 11).

3. Anarexia

La cepa IB477 fue la que mejores resultados ofrecid en este rubro, al presentar actividad anoréxica en contra de
las 3 especies de gallina ciega. En contra de larvas de Ph. ravida, se comenzaron a observar resultados significativos
de anorexia respecto al control {P<0.01) a partir del intervalo de 15 a 2t dias con dicha cepa (Gréafica 12).

Con larvas de A, inconstans, esta cepa [B477 inici6 su actividad téxica en los primeros 14 dias de tratamiento,
con diferencias significativas respecto al control (P<0.01; Grafica 13). En contra de larvas de P&. rrichodes, en el
intervalo de 15 a 21 dias sc detectaron resultados significativos de anorexia, con relacién al contro! (P<0.01, Grifica
14).

Las demds cepas utilizadas ofrecieron resultados significativos de anorexia (P<0.01) a partir del intervalo de los
22 a los 28 dias en larvas de Ph. ravida, delos 15 a los 21 dias en A, irconstans y a partir de los 22 dias en Ph.
trichodes (Grificas 12, 13 y 14). Cabe mencionar que la cepa IB324 sélo fue utilizada contra larvas de Ph. trichodes,

y alcanzd resultados significativos de anorexia con relacion al control (P<0.05, Grifica 14).
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VLS. Bioensayo 111

1. Mortalidad

La cepa KB92 fiye ia Gnica que presentd resultados significativos de mortalidad respecto al control, con todas
las concentraciones utilizadas, destacando la ¢1 (concentracién 10,000 ng/ml) a los 19 dias (P<0.05) y a fos 20
dias (P<0.01) de! bioensayo (Gréfica 15). Sobrevivicron \inicamente 16 de las 60 larvas tratadas con esta cepa,
después de 30 dias de tratamiento, lo que representa el 26.6% del total (Cuadro 4).

La cepa [B209, utilizada en la proporcién espora:cristal 1;7, fue la primera en presentar una monalidad
significativa respecto al control (P<0.05). Esto ocurrié a los 18 dias del bioensayo, con la cl. Séloconlacd y la
c5 no se presentaron resubtados significativos estadisticamente en este rubro (Grdfica 17). Después de la cepa
KB92, [a cepa IB209 a dicha proporcidn espora:cristal fue la que provocs una mayor mortalidad de larvas (33 en
total), lo que representa el 55% del total de utilizadas en este tratamiento (Cuadro 4).

Para la misma cepa IB209, pero a una proporcién espora:cristzl 1:1, se presentaron resultados significativos
de mortalidad respecto al control s6lo hasta los 22 (P<0.05) y 23 dfas (P<0.01) conlacl, y con la c2 hasta los 24
{P<0.03) y 27 dias del bioensayo (P<0.01) (Grifica 18). También cs notable el hecho de que con esta proporcién
1:1 se obtuvieron resultados de mertalidad significativos con relacién al lote control (P<0.05) con 1a c5 a los 30

dfas del bioensayo.

Con las ¢3 y ¢4 no se observaron resultados significativos {(Grdfica 18). En total, con esta mezcla

espora:cristal se presentaron 33 larvas muertas (Cuadro 4).

La cepa IB293 sélo mostrd resultados significativos de mortalidad con relacién al contro) con la ¢l (P<0.01)
a los 24 dias, ¥ con ta ¢2 (P<0.01) a los 27 dias del bioensayo. Con las demés concentraciones no se observé
ninguna mortalidad significativa (Grafica 16). S¢ tratd de la cepa con la cifra més baja de larvas muertas al final
del bioensayo (24 en total), lo que representa una sobrevivencia del 60% (Cuadro 4).

Un aspecto fundamental en cf bioensayo fue que ¢l lote control presentd una mortalidad muy baja (8.3%), lo

que permitid obtener diferencias significativas con respecto a los tratamientos.

La tinica larva muerta de este lote se detectd hasta los 19 dfas, sin ningin sintoma de enfermedad
(Gréaficas 15, 16, 17 y 18; Cuadro 4).
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Cuadro 4. Resultados obtenidos en ¢ada rubro de evaluaclén, al probar las cepas de Bacillus
thuringlensis en distintas concentraciones, en contra de larvas de tercer astadio de
Fh. trichodas después de 30 dlas de! blognsayo !Il.

Cepa ¥ No. larvas No. larvas No. larvas roviv. Indice morbi- rexla
Concentracién sobreviv, [sobreviv. muertas {%) ortalldad romedic cada
Banas nformas (%) dias de
tamiento (%)
Lote Contrel | 11 q 1 91.8_ o
1@92
F._n {10,000 ng/mi) o 1 U 8.3 83.3q 58,
ic2 (1,000 ng/mi) 2 a 10 16.81 66.66) 52,07
o3 (100 ng/m) 1 2 28 sd 48.77
10 ngm) 2 4 41.88 5833 465
5 {1 noim 1 41, 41, 40,
romedio — — — 28.65 50.99 48.89
total o 7 W — | — —
15209 (1:7)
110,000 ng/mi) 1 2 | 28 66.68 8339
{1,000 ngymi) 1 3 g 333l 58.3 B2
c3 {100 ng/mi) 3 4 d 50 58.33 50.
4 (10 ngirml) g 2 g 8.3y 50 48,87
65 {1 na/emt) 4 3 58 5l 50.92
romadio — — — 4 85 59.24
total 14 13 3y — — —
IB209 (1:1)
k1 (40,000 ng/eml) 2 d 1 1666 66.60 5.4
lc2 (1,000 ng/mi) 1 6.64 45,12
le3 (100 /i) 4 4 4 66.65 asad 51.37
le4 (10 ng/mi) E 3 4 86.66 41,68 37.5
5 (1 ng/ml) 3 | 41.64 46.4:
romedio — — — | a9 44.89 45.32
total 16 11 3y — — -
15293
1 (10,000 ng/mi) 2 d 24 58.34 63.88
{1,000 ng/ml) 1 4 7 41. 56,60 56.57
K3 (100 ng/mi) 4 56.68 4168 52.39
k4 {10 ngimi) q 3 75 18.50 3g
s (1 ng/mi) 4 1 91.6q usgh 2129
romedo — — — 5999 3909 430
otal 24 1 24 — o e




Grifica 15, Sobrevivencia do Larvas de Ph. irichodes de tercer estadlo, a los X0 dias da
Infecctén con la cepa KB92 de Bacilus thuringiensis on el bloensayo il sz

% larves soblevivientes

12 3 4 5 47 8 9 WMV IBWTIVIN3220M8252783X
Hempo {dias)

[ ——a2 —a—a__—8—n_ —e—c - & - conml

Grifica 16. Sobrevivencia de larvas do P, Fichodss de tercer estadio, a los 30 dias da
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Geificn 17, Sobrevivencia de larvas de Fh irichodes de tercer estadio, a los 30 disa de
infeccidn con b cepa {8209 (proporcidn espora:eristal 1:T) de Bacdss thuringasnsis en el
bloenayo @l w2 ‘PR P A
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Grifica 18. Sobrevivencla de larvas de Pfi trichodes da tercer estadio, a fos 30 dizs do
infaccidn con la cepa IB209 (proporcldn esporacristal 1:3) do Baciiss thuringisnsis en of
biocnsayo Il wet2 2P PPN . X2
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2. indice de morbi-mortalidad

La cepa KB92 indujo ¢l indice de morbi-mortalidad més alto dc este bioensayo (83.3%), significativamente
mayor con relacidn al lote control {P<0.01) con la ¢l (Gréifica t9). Asf mismo, presentd ¢l menor nimero de larvas
sobreviventes senas de todas las cepas utilizadas (9), lo que reprasenta tan sélo ¢l 15% del total (Cuadro 4),

Junto con fa cepa IB209 en su modalidad espora:cristal 1:7, fueron 1as dmicas en las que las § concentraciones
mancjadas para cada cepa presentaren resultados de morbi-mortalidad significativos respecto al control (P<0.0t ¥
P<0.05), sin obscrvarse resultados significatives entre dichas concentraciones, [o que sugiere que todas expresaron la
actividad téxica de Br por 3 mancra en que provocarcn enncgrecimiento ¥ muertes de las larvas de Ph. trichodes
(Gréficas 19 y 21). Al promediar los indices de morbi-mortalidad obtenidos de ias 5 concentraciones de cada una de
las cepas, se observé que |a cepa KB92 alcanzd un 5§9.99%, el indice promedic més alto del bioensayo (Cuadro 4).

Utilizando la cepa IB209 (1:7), se observaron sintomas de ennegrecimiento importantes, tanto de larvas muertas
como de sobrevivientes enncgrecidas. Fue asi como se obtuvieron indices de morbi-mortalidad significatives
respecto al control: el méximo un 66% (P<0.01) con la ci, y el mis bajo un 50% (P<0.05) con ta c5 (Grifica 21;
Cuadro 4). De las 60 larvas tratadas, sobrevivieron 14 en buen estado, sin sintomas de infeccién por B, lo que
representa un 23.3%. Después de la cepa KB92, fue la cepa con el indice promedio mis elevado (56.64%), en 30 dias
de tratamiento (Cuadro d).

Por otro lado, en su modalidad espora:cristal 1:1, la cepa IB209 presentd ¢} segundo dato mdés alto de muertas
ennegrecidas (8) ¢h un solo tratamiento, lo que se reflejé en un {ndice de morbi-mertalidad del 66.6% con ls cl; este
indice tomé como base Gnicamente las larvas muertas ennegrecidas, ya que no se detectaron sobrevivientes con
sintomas de ennegrecimiento (Gréfica 22; Figura 8; Cuadro 4). Se registraron 16 larvas sobrevivientes sanas (casi el
27% del total), ademis de que la c4 no ofrecié resuliados de morbi-mortalidad significativos respecto al control
(Cuadro 4).

As{ mismo, se observd un fndice promedio menor al 50%, similar a! obtenido con la otra mezcla espora:cristal
{1:7){Cuadro 4).

La cepa IB293 fue la que menos resultados ofrecié en este rubro, ya que a pesar de alcanzar indices de morbi-
mortatidad del 58.3% con lacl, y de 66% con la ¢2, cifras significativamente mayores respecto al contral (P<0.01),
con la c4 y la ¢5 no se 2lcanzd ni siquiera un indice del 20%. Asl mismo, resulté con un indice promedio apenas del
39,9%, reflejandose en datos no significativos respecto al control (Grifica 20; Cuadro 4). Ademds, fue la cepa que
més larvas sobrevivientes sanas registré (24 en total), 1o que representa un 40% del total (Cuadro 4).

En lo que respecta al lote cantrol, la larva que murié en el transcurso del bioensayo no presentd ennegrecimiento

alguno (Gréficas 19, 20, 21 y 22; Cuadro 4).
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Gréfica 22. Porcenta[s de larvas do tercer estadlo sobravivientes da P
trichodes , agrupadas por categorizs de salud para las ditsrentes concentraciones
de |a cepa |1B209 (1:1) da Bacilus Mwringlensis , después de 30 dias de tratamlento
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Figura 8, Comparacién de la apariencia corporal externa de larvas de Ph. frichodes del lote Control respecto a
larvas infectadas con fa cepa (8209 {1:7) da Bacilus thuringiensis, a una concentracién de 10,000 ng/m!
{c1}. Resultados de Morbi-mortalidad a los 30 dias del Bioensayo (I,
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3. Anorexia

La cepa KB92 provocé anorexia tardia en las larvas de Ph. trichodes, esto €3, después de los primeros 15 dias de
tratamiento. Hasta entonces se registraron resultados significativos ds anorexia respecto al control (P<0.01) con
todas las concentraciones (Gréfica 23). Esto coincidid con el perfodo en que la mortalidad aument$ répidamente, lo
que sugiere que esta cepa es letal en dosis bajas, sin necesidad de provocar efectos colaterales como la anorexia. Lo
anterior queds de manifiesto al comparar el promedio de anorexia que presentd en cada intervalo de tiempo (48.8%),
con ¢l promedio de la cepa IB209 (1:7) cercano al 60%. Fue el tnico rubro en el cual 1a cepa Buibui s vi6 superada
(Cuadro 4).

Al utilizar 1a cepa [B209 (1:7), se observd un efecto anoréxico temprano. En este sentido fue ia timica que
aleanzé niveles significativos en el primer intervalo de tiempo; durante los primeros 7 dias del bioensayo ya se
contaba con resultados significativos de anarexia respecto al control con todas las concentraciones (P<0.01).

Esto indica que a pesar de que una sola dosis de bacteria no era suficiente para provocar la muerte de la gallina
cicga de esta especic, si lo era para desencadenar los primeros sintomas de la infeccién por Bt (Gréfica 25). Como ya
se menciond, fue la cepa que en promedio presentd el porcentaje de anorexia mas alto (59.25%) al término del
bioensayo (Cuadro 4).

Ea cambio, con la modalidad espora:cristal 1:1 de esta cepa se observd un efecto anoréxico tardfo, en el
intervalo de 15 & 21 diag del bivensayo. Todas las concentraciones registraron datos de anorexia significativos con
relacién al control (P<0.01), en este intervalo de tiempo (Grifica 26). Se presentd un porcentaje de anorexia del
46.32% (Cuadro 4).

Dando muestras de toxicidad, la cepa IB293 provocd un efecto anoréxico temprano, sobre tode con la ¢l yla ¢3,
con resultados significatives con relacién al control (P<0.05). Pero fue en realidad en el intervalo de 15 a 28 dias
cuando se observd un incremento importante en la anorexia de las larvas respecto al control (P<0.01), excepto con c4
y c5 (Gréfica 24).

. A pesar de no ser 1a cepa més efectiva en el experimento, en este rubro alcanzé una anorexia promedio similar a
la d¢ la cepa KB92 al final de! bioensayo (Cuadro 4).

Por dltimo, ninguna de las larvas sobrevivientes del lote control registraron sintomas de anorexia durante el
bioensayo (Grificas 23, 24, 25 y 26; Cuadro 4).

58



5%

presantaron enorexia durante T dixs consecutives en difereniss intervales de tiempo, 8l ser
tratedas con ba cepa KB92 de Bacllus thuringlensis  Blosnsayo Il w12 .

Tt oo Tl Ea b

Grifics 23. Porcentajs de larvas sobrevivientes de Ph. iichodes de tercer estadio, que

w - - m m.M .m SRS
m : i w
1l TN
e HHS
| | mmm 1
[
m mmm ,
i ﬂmwm
mmw
X
il
] R 8 8 & ® R *

@22 2 28 dias

08 s 14 dlay M8 e 21 dlay

O1a7dina

[




Grifica 28, Porcantaje do larvas sobrevivientss do Ph. tichodag de tercer estadlo, que
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4. CLsy

Al realizar el andlisis PROBIT CL50 correspondiente, se observé que la cepa control KB92 registré el valor de
CLsp més bajo de todes (0.09 pg/ml) después de 25 dias, es decir, que en condiciones de laboratorio se requieren de
0.0% pg de esta cepa para provocar toxicidad en larvas de Ph. frichodes (Gréfica 27).

Despuds de la cepa Buibui, se considerd 2 la modalidad espora:cristal 1:7 de Ja cepa IB209 como la més tbxica
en contre de larvas de Ph. trichodes. Después de 25 dias de bioensayo, registré un valor CLy de 1.6 pg/ml, (Grifica
27). La modalidad espora:cristal 1:1 de esta cepa, presenté un valor CLse de 2.0 pg/ml, muy parecido al registrado en
la modalidad 1:7 (Gréfica 27). Este dato es fiel reflejo de lo observado en Is mayorin de los parimetros de este
bioensayo, en donde ambas proporciones espora:cristal de la cepa IB209 ofrecicron resultades que sugieren que las
larvas de Ph. trichodes son altamente susceptibles a su actividad téxica.

En contraparte, et valor CLyy para la cepa IB293 (4.2 pg), 1a ubicé como la menos toxica de todas las cepas
probadas en este bioensayo (Grifica 27).

Grifica 27. Andlisis CL w. Dosis efoctiva de Bacilus thuringiensis necesaria pan
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VIL DISCUSION

VIL1. Bioensayos

1, Mortalidad

Bioensayos i y II

En los primeros dos bioensayos s¢ probaron ¢cpas de las cuales no se tenfan reportes de su actividad toxica, ¥
s6lo se contaba con una caracterizacidn parciat de sus particularidades moleculares (presencia de genes cry8 en sus
secuencias). En ta actualidad contindan caracterizéndose (Nifiez-Valdez, com. pers.).

Después de evaluar la actividad téxica de las cuatro cepas de Bi utilizadas en los primeros dos bicensayos, fue
evidente la vulnerabilidad de las larves de primer y tercer estadio de Anomala inconstans, y las de tercer estadio de
Phyllophaga trichodes a la cepa IB477. Esta cepa no habia sido probada con anterioridad, y por ello se desconoce
aun la causa precise por la que provoct una meortalidad tan alta en estas especies de gallina ciega, Asi que deberd
corroborarse en futuros estudios su actividad téxica y profindizar en el conocimiento de sus mecanismos de accion.

Segin el andlisis por PCR, tanto la cepa IB477como la IB20S5 presentan productes de PCR especificos para
erp8C. Los productos de estos genes oftecen actividad tdxica en contra de coledpteros de Melolonthidae (Ogiwara et
al, 1995 en Barreda, 2000), lo cual permitia suponer que ambas cepas contaban con el potencial para provocar la
muerte en las larvas inoculadas.

Al efectuar la electroforesis en gel de los productos PCR con cligonucledtidos par genes cry8, se observd un
arreglo de sus bandas muy parecido, lo que indicaba que probablemente se trataba de cepas genéticamente parecidas
(seccidn VL1, punto 1), Esta situacién sugeria que su actividad téxica seria también similar, pero la cepa IB477 fue
la que resultd més tdxica. Lo anterior sugiere también que, atn cuando dos cepas presenten productos de PCR

similares, no necesariamente presentan una misma actividad biolégica.

A pesar de que las cepas 1B205 e [B477 resultaron efectivas en especial contra larvas de A, inconstans, y a pesar
de su similitud, 1a cepa 1B205 presentd una efectividad menor en el rubro de Ia mortalidad. Incluso s observaron
diferencias estadisticas significativas al comparar los resultados de ambas, sobre todo en el bioensayo Ii (Grificas 6,
7y8).

En el bioensayo I, esta cepa también provocé una menor morialidad respecto a la cepa 1B477, aungue sin
diferencias significatives entre sus resultados de mortalidad (Grificas | y 2). Sin embargo, ¢s evidente que habrd
que darle un seguimiento a su actividad y corroborar sus efectos en contra de gallinas ciegas, incluso de otras
especies.

Se observé también que la actividad de la cepa I[B184 fue sumamente inconsistente, y la cepa IB324, resulté

pricticamente inofensiva contra estos insectos.
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Ahora bien, segiin ¢) andlisis por PCR, tanfo IB184 como [B324 centienen en su estructura genes tipo cry8, y
aunque esto no es garantia de toxicidad, si permite considerarlas como cepas tOxicas potenciales. Probablemente su
actividad esta dirigida hacia otras especies de Melolonthidae, aunque es dificil pensar en corroborar su actividad en
un future, sobre todo porgue no justifican Ia aplicacién de nuevos andlisis de su secuencia genética. Lo mejor en

estos casos es enfocar los esfuerzos en nuevas cepas potenciales de Br.

La seleccidn de las cepas de B¢ a probar en los primeros dos hioensayos se realizé con base en sus productos de
PCR obtenidos en andlisis anteriores (seccién V1.1.; punto 1). De acuerdo 2 lo observado en el presente estudio, tanto
la cepa IB477 como la cepa 1B205 podrian ser ya consideradas como candidatas para incluirlas como estrategia de

manejo en contra de especies de Melolonthidae con importancia econdmica en México.

En lo referente a las larvas de Melolonthidae empleadas en los primeros dos bioensayos, se considers adecuado el
uso de estadios tempranos en su mayoria. Esto por la rapidez con la Que se obtienen en una cria y principalmente,
porque en varios reportes def Japén se ha comprobado la viabilidad de un bioensayo con este esquema.

Susuki et al. (1994} probaran la toxicidad de Bt serovar fapenensis (cepa Buibur) en primeros y segundos
estadios de Anomala cuprea, y ohservaron que esta cepa era muy efectiva para galiinas ciegas en esta etapa de su
ciclo vital. Esto coincide con lo cbservado en nuestros dos primeros bioensayos, ya que las larvas de primer estadio,
y las que alcanzaron el segundo, fueron susceptibles a la actividad de Bt, en panticular a la cepa 1B477.

Par otro lado, Susuki et al. (1994) también probaron la eficacia de esta cepa Buibui en contra de larvas de tercer
estadio de A. cuprea. Encontraron que la efectividad de la bacteria es menor en esta etapa larval, que si s¢ prucba en
primeros y segundos estadios de la misma especic de este insecto. Alm et al. (1997), comprobaron gue los terceros
estadios de gallina ciega presentan dificultad en su manejo; utilizaron la cepa Buibui en contra de larvas de tercer
estadio de Exomala orlentalis y Popillia japénica, con resultados poco alentadores. En nuestro bioensayo II, se
presentd algo similar con las larvas de Ph. trichodes y A. inconstans al probarlas con todas las cepas, excepto con la
1B477. Esta cepa provact una mortalidad alta independientemente de la edad de la larva,

Sin considerar el caso excepcional de la cepa [B477, y con base en Susuki et al. (1994), es posible que los
estadios tempranos de las larvas resulten mas susceptibles a un ataque bacteriano que los estadios avanzados. El
utilizar estos insectos en sus primeras etapas de desarollo, ofrece algunas ventajas, como el agilizar su crla para la
realizacién de pruebas en el laboratorio, y sobre todo, para iniciar el diseflo de ciertas estrategias de manejo
especificas, como el uso de Br en condiciones de campo. Una de estas estrategias podria ser el evitar que la gallina
ciega ataque un cultivo de importancia econbmica, conociendo en primer término el ciclo de vida del insecto.

Ast podria instrumentarse un programa de manejo sustentable con Bt en ¢l momento preciso en que las larvas se
encuentran en los primeros estadios larvales. De esta manera s¢ evitaria que alcanzaran el tercer estadio, que

presumiblemente es cuando se dificulta mas su manejo.

Por otro iado, el tiempo minimo de sobrevivencia que presentaron las larvas de A. inconstans y Ph. ravida al ser
tratadas con la cepa 1B477 (14 dlas) en el bioensayo [, podria considerarse como un elemento importante de
virulencia. En este sentido, el tiempo que transcurre entre ¢l inicio de la exposicién a un téxico o tratamiento, y la
evalyacién de la respuesta influye en el tipo y grado de esta Oltima. La exposicién puede ser continua o puede
establecerse un periodo limitado de exposicion, seguido de un perfode de recuperacion que tiene una duracion
suficiente parn que se estabilice [a respuesta (Champ & Dyte, 1976 en Lagunes-Tejeda y Vizquez-Navarro, [994).
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El tiempo de exposicién depende del tipo de bioensayo y también de las caracteristicas de la accion del
insecticida; por ejemplo, 6 hrs. en ensayos de insecticidas convencionales con Plutelfa xylostella (Magaro &
Edelson, 1990 en Lagunes-Tejeda y Vazquez-Navarro, 1994), varias semanas en ensayos de huevecillos de
curculiénidos con hongos entomopatégenos (Poprawski et al., 1985 en Lagunes-Tejeda y Vizquez-Navarro, 1994) y
de 2 a 4 dias en bioensayos de Oxythyrea finesta con Bt (Robert et at,, 1994),

En el presente trabajo, los primeros resultados de actividad téxica por parte la cepa 1B477 se presentaron entre los
9y los 13 dias en el primer bicensayo (Gréficas 1 y 2), y entre los 20 y los 27 dias en el segundo bicensayo para las
tres especies de larvas utilizadas (Grificas 6, 7 y 8).

Con ¢l lote control, destacé el hecho de que en ¢! bioensayo I se present6 una mortalidad elevada. Puede inferirse
que esta situacién se debid en gran parte a haberse trabajado con primeros estadios, los cuales son altamente
susceptibles a cualquier tipo de agresién, al igual que sucede en su ctapa de pupa (Villalobos y Morén, com. pers.).

Los resultados obtenidos en este bioensayo se pueden considerar representativos estadisticamente hablando, ya
que a pesar del reducido tamafio de muestra y de la elevada mortalidad del lote control, es clara la diferencia
estadistica al analizar los resultados del control contra las cepas de B, aplicando pruebas de contingencia de X1
(Delgado, com. pers.).

Bioensayo I

Para el bioensayo Iif se utilizaron cepas ya caracterizadas, de [as cuales se tenia un mayor conocimiento en lo
referente a su actividad téxica. Fue asi como se determiné la CLsy de cada una de ellas, cambiando sustancialmente
el disefio del experimento respecto a los dos primeros bioensayos. Las cepas [B209, 1B293 y KB92, ademas de la
cepa IM22.a (no utilizada en este caso), ya habian sido probadas con anterioridad (Villalobos et al., resultados no
publicados), por lo que se precedio a corroborar su actividad 1éxica en este bioensayo. Asi se ha detectado que fa
cepa KB92 (Buibul} presenta una importante toxicidad en contra de larvas de Melolonthidae de especies mexicanas,
siendo ¢l primer reporte de este tipo para nuestro pais.

En el Japén, se ha encontrado que esta cepa es activa en contra de Jarvas de escarabajos tales como Anomala
cuprea Hope, A. albopilosa Hope, A. rufocuprea Motschulsky y Popillia japonica Newman, y sus genes cry ya han
sido clonados y secuenciados en su totalidad (Ohba et al., 1992; Susuki et al,, 1992 en Alm et al,, 1997). De la misma
manera, la cepa Buibui ha dejado constancia de su efectividad sobre todo al utilizarse en bioensayos con primeros y
segundos estadios de larvas de Melolonthidae (Susuki et al. 1994).

En contra de terceros estadios, los resultados en mortalidad son menos conspicuos; sin embargo, en algunos casos
pueden alcanzar ¢l 100%. Susuki et al. {1992) encontraron una mortalidad que oscilaba entre el 63 y el 100% en
larvas de tercer estadio de Anomala rufocuprea 'y A. shonfledti Ohaus, al ser tratadas con B¢ serovar japonensis a los
21 dias de bicensaye (en Alm et al., 1997). En cambio, al utilizar |a cepa Buibui en contra de terceros estadios de A.

cupred, se obtuve una mortatidad del 48%, aunque fue significativa respecto al contrel (Susuki et al., 1994),
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En ¢l presente trabajo, 2l utilizar la cepa KB92 en contra de larvas de tercer estadio de Phyllophaga trichodes, se
obtuve una mortalidad del 73.3% después de 30 dias de tratamiento {Cuadro 4). La mayoria de los reportes en cste
sentido se reficren exclusivamente a la susceptibilidad en larvas del género Anomala, encontréndose muy poca
informacién referente a otros géneros, como el caso de Phyllophaga. Por lo tanto, es posible que esta cepa cuente
©on un espectro de accidn méis amplio y resulte toxica contra especies de escarabajos con imporiancia econdmica, en

especial, que sea efectiva contra especies mexicanas.

En el futuro, habré que profundizar ¢n la viabilidad del uso de esta cepa para el manejo de la gallina ciega, ya gue
a pesar de que los resultados de este trabajo son alentadores, ¢l ataque de la cepa Buibuf se ha enfocado a especies
del género Anomala. Como es sabido, los representantes de este género no tienen importancia econdmica ni hibitos
rizofégicos {Morén, et al., 1997), y normalmente los dafios en los cultivos agricolas son provocades por otros
géneros de Melolonthidae, como Phyliophaga. Por lo tanto, al encontrar en puestro estudio una mortalidad
importante en larvas de Phyllophaga como resultado de la actividad de la cepa Buibui, se abren nuevas perspectivas
en esta linea de investigacién.

Por lo que respecta a la cepas IB209 e [B293, cabe seflalar que no se cuenta con reportes que hagan referencia de
su actividad tdxica contra larvas de Melolonthidae. As{ que los valores de toxicidad obtenidos en este trabajo
(notables para la cepa IB209 en sus dos mezclas espora:cristal, y bajos para la cepa [B293), pueden ser la base pam

futuros estudios.

2. Indice de Morbi-mortalidad y Anorexia

En ambos rubros de evaluacion, no se cuenta con ningin reporte especifico sobre Bt mediante el cual se
establezcan puntes de comparacién con lo observado en el presente estudio. Este ¢s ¢l primer reporte en el manejo de
otros parimetros diferentes a la mortalidad, para la evaluacién de actividad téxica de Br en contra de larvas de
Melolonthidae.

En el caso de la morbi-mortalidad, se trata de un modelo de evaluacion que propuso Caldertn (1998), que
permite integrar ¢l nimero de organismos muertos o infectados con la sintomatologia de la enfermedad bacteriana,
en un bioensayo de infeccién. El objetivo en dicho estudio era evaluar la toxicidad de la bacteria entomopatbgena
Serratia entomophila en larvas de Melolonthidae. Esta bacteria ha sido empleada con éxito a una escala comercial,
para €l control def escarabajo del pasto Costelyira zealandica (White) en pastizales mejorados de Nueva Zelandia
(Jackson et al., 1993). S. entomophila provoca en las gallinas ciegas una enfermedad conocida como "enfermedad

ambarina”, ya que las larvas infectadas adquieren una coloracién smbar en su cuerpo.

En el caso de 8¢, tomando como base las observaciones de Sharpe (1976) y Vitlalobos (obs. pers.), se ha
considerado que en las larvas infectadas precisamente con esta bacteria, se presenta una coloracién café rojiza, 0 en
algunos casos, un cnnegrecimiento parcial o total de su cuerpo.

El fndice de motbi-mortalidad utilizado por Calderdn (1998) es un indice especifico para la evaluacién de la

actividad téxica de Serratia, y serviria como base para futuros trabajos con esta bacteria en particular.
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El indice utilizado en nuestro estudio, podria ser un antecedente muy (til para préximas evaluaciones de nuevas
cepas de By, determinando su efiscto sobre ciertas especies de Melolonthidae. Al no existir antecedentes, sélo queda
puntualizar los aspectos més relevantes que se observaron en los tres bioensayos realizados, en este rbro de

evaluacién. Se pueden destacar dos puntos:

a) Las cepas IB477 ¢ 1B209 fueron tas que mejores resultados ofrecieron al respecto, en los primeros dos
bioensayos y en i bioensayo 111, respectivamente. Con ellas se cumplié ta sintomatologia propuesta para esta
bacteria.

b) A partir de la actividad de estas dos cepas y de las demés utilizadas en el estudio {que a pesar de no presentar
resultados importantes, si expresaron algunas evidencias de toxicidad), puede asegurarse que en general, el factor

clave que determiné la morbi-mortalidad fue [a actividad téxica de Br.

Al buscar elementos de comparacién con trabajos anteriores y el presente, el medio utilizado parz la inoculacién
de la bacteria presenta algunos aspectos que los relaciona de alguna manera. El uso de zanahoria como medio de
inoculacion se ha reportade en algunos trabajos (Villalobos et al., 1993; Calderén, 1998), vy se ha destacado por su
eficacia en ¢l monitoreo de la inhibicién de la alimentacién que se presenta en las larvas, después de su infeccidn. A
partir de estos antecedentes y a lo observado en el presente estudio, se sugiere ampliamente ¢l uso de zanahoria o
papa (Hidalgo <t al., 1998) como simuladores efectivos de la alimentacion de la gallina ciega. Asf mismo, en €l
presente estudio se reporta por primera vez el uso de fragmentos cilindricos de agar con dimensicnes constantes, para
la inoculacién de mezclas espora:cristal de Be. Este método ofrece excelentes perspectivas para realizar evaluaciones
de DLs, 0 CLsg en gallinas ciegas.

Anteriormente ya se habfa utilizado el agar, pero no como un medio de inoculacién, sino mis bien como parte
de una dicta artificial de larvas de Costelytra zealandica, para su cria en condiciones controladas de laboratorio
{Wigley & Dhana, 1992).

Respecto a 1a anorexia, no se cuenta con informacién precisa para Bt al respecto. Unicamente se tienen reportes
de este tipo en pruebas con Serratia entomophila, y por ello resulta dificil establecer puntos de referencia para los
resultados obtenidos en nuestro estudio. De esta manera, sélo puede establecerse un antecedente y asi profundizar en
el andlisis de este pardmetro ¢n evaluaciones futuras.

En nuestro bioensayo [ se obtuvicron los primeros esbozos de anorexia en et primer intervalo de observacién (1
a 7 dias), que podria considerarse como fase temprana del tratamisnto, Esto fue resultado de 1a actividad de la cepa
1B477 en larvas de Ph. rovida y A. inconstans, y algo similar ocurrid con la cepa IB205. De estos resultados se
infiere que la actividad anor€xica de las larvas se expresé de manera temprana, ubicandose entre Los 5 y los 10 dias
en todas las cepas. Segéin Calderén (1998), S. entomophila provoca un efecto anoréxico en larvas de Ph. trichodes y,
Ph. misteca, ¢l cual puede dividirse en dos fases: una fase temprana que abarea los primeros 10 dias del bioensayo, ¥
otra fase tardia que se observa despuds de los 16 dias. En lo que respecta a los bioensayos I1 y I11, sélo después de los
15 dias de tratamiento se comenzaron a observar los primeros resultados significativos de anorexia, principalmente

con el uso de las cepas 1B477, KB92 ¢ IB209 respectivamente.
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A juzgar per la anorexia, s¢ abre la posibilidad de que la actividad de Bt se presente de manera gradual,
progresiva, y que impida que la larva siga alimentindose durante algin tiempo, ¢ incluso, sin llegar al fallecimiento,
En este sentido en el bioensayo 11F se utilizaron cristales de Bf en estado pricticamente puro (cepas KB, IB293 ¢
18209 en su modalidad 1:7) y una mezcla espora:cristal 1:1 también para la cepa IB209, con ¢l objeto de determinar
el papel que desempeiia el cristal insecticida en una prueba de toxicidad, y en especial, en la anorexia. Al comparar
los resultados entre ambas mezclas esporaeristal de la cepa 1B209, no se encontraron diferencias estadisticas
(andlisis no presentados). A pesar de ello, fue evidente que la proporcién 1:7 dic mejores resultados en la mayoria de
les pardmetros gvaluados. De aqui se desprenden dos consideraciones: 1) ambas mezclas pueden garantizar una
actividad téxica importante en contra de la gailina ciega; 2) la presencia de Ia espota en una aplicacién de B no es un
factor determinante para la obtencién de buenos resultados: el uso del cristal de 5t (en dosis adecuadas) puede ser
suficiente.

Esto sugiere que la espora no tiene un papel activo en la toxicidad (Nufiez-Valdez, com. pers.), lo cual difiere de
lo encontrado en anteriores estudios al respecto. Miyasono et al., 1994 (en Ellar, 1997), le confiere a la espora (en
determinadas subespecies de Bt) un papel importante en el incremento del efecto del cristal insecticida. Segiin este
mismo autor, para algunas subespecies de 5t (como Kurstaki HD1) el efecto sobre la CLj, puede ser incrementado
alrededor de 150 veces con la presencia de esporas (en Ellar, 1997). Aunque a decir verdad, dicho incremento sobre
el efecto del cristal puede ser debido a procesos de germinacién y a las células vegetativas de B, y no
necesariamente a la presencia fisica de la espora (Van-Nguyen, 1995 en Ellar, 1997).

Por otro lado, Johnson & McGaughey (1997), aseguran que el efecio de los cristates insecticidas y las esporas es

sinérgico {en Lorence, 1997), lo cual también contrasta con lo observado en el presente estudio.

Con base en lo anterior, es un hecho que serd necesaria corroborar nuestros resultados y profundizar en et
potencial del cristal de B¢. Si logra consolidarse esta idca,'cn un futuro podrian utilizarse los cristales de 8¢ aislados,
de acuerdo a una dosis determinada, para el manejo de la gallina ciega. Algunas especies al no encontrar su fuente de
alimentacién en el suelo, se dirigen a las raices de las plantas que representan el aporte de materia orgdnica que
necesitan (Villalobos, com. pers.). Si lograra provocarse la anorexia de estas larvas con el uso de un determinado
nimero de cristales de Bf o de una dosis en particular, podria evitarse su muerte y el ataque de las raices disminuird
de manera importante. Ademds, las larvas continuarin su papel ecologico en el suelo, sin alterar el equilibrio del
agroecosistema (seccion 11.4). Sin embargo, es necesario fundamentar perfectamente esta idea, ya que adn se
presentan enormes vacios de informacién y resulta determinante conocer qué sucede después de que la larva deja de
alimentarse. $i realmente las larvas no mueren at ingerir el cristal bacteriano, habrd que garantizar que no volveran a
atacar las raices del cultivo. Atn no se conocen varios de los mecanismos moleculares que provocan la inhibicion de

la alimentacidn en estos insectos, ni tampoeco el tiempo que durard este efecto anoréxico ni sus secuelas,
Die ahora en zdelante, la anorexia podria ser considerada como un indicador sensible de la toxicidad de Br, y

convertirse en un elemento clave en ef manejo de las larvas de Melolonthidae. Pero es un hecho que ailn se requiere

de mayor investigacién al respecto.
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3. Andlisis CLy,

A diferencia del indice de morbi-mortalidad y ta anorexia, la CLsg es un parimetro que cuenta con antecedentes
cn trabajos de este tipo, aunque son muy cscasos. La mayoria de las pruebas de actividad téxica con B s¢ basan en la
obtencién de la Dosis Letal 50 (DLs), por lo que la comparacién con nuestros resultados no es viable. La prucba
DLy se utiliza en ensayos en los que existe certidumbre en la cantidad exacta de insecticida que se aplica al insecto,
mientras que la CLg, se utiliza Gnicamente cuando el insecto se expone a un ambiente contaminado con el t6xico, sin
conocer exactamnente la cantidad administrada (Busvine, 1971 en Lagunes-Tejeda y Vazquez-Navarro, 1994). En un
bioensayo para determinar la CLso deben de realizarse de 7a 9 diluciones de la muestra original y del estindar de
referencia en buffer de fosfatos pH=7 (Gallegos, §990). Este fue ¢l caso det bioensayo 111, aunque nuestras

diluciones y el medio de cultivo utilizade variaron un poco.

En el caso de la cepa KB92 utilizada en este estudio, funciond como elemento de referencia para evaluar la
toxicidad de las otras cepas candidatas (IB2(09 e 1B293), y ademis, abri¢ perspectivas para considerarla coma
altemativa de control para especies de gallina ciega mexicanas, a pesar de ser una cepa aislada de melol6ntidos del
Japén. Su efectividad ha sido comprobada en diversos estudios en ese pais, y una de las pruebas utilizadas para la
evaluacién de su toxicidad es el clculo de 1a CLs (Susuki et al.,1992;1993 en Alm et al., 1997; Hori et al,, 1994).
Sin embargo, no es posible utilizar estos trabajos como referencia, ya que en ellos se utilizan especies de coledpteros
diferentes a las utilizadas en este trabajo.

En México, no existen antecedentes de pruebas de CLsg para gallinas ciegas. De ahi que este estudio represente
una base importante para este tipo de anélisis, y sugiera la posibilidad de encontrar toxicidad no sélo en cepas

introducidas, sino en cepas nativas en contra de especies de Melolonthidae mexicanas.

VI1.2, Cria y mantenimiento de larvas de Melolonthidae, en condiciones de laboratorio

Originalmente, en nuestro estudio no estaba contemplado el profundizar en aspectos relacionados con la ¢cria y
mantenimiento de gallinas ciegas en condiciones coniroladas. Sin embargo, la necesidad de obtener los ejemplares
suficicntes para tevar a cabo los bioensayos, provecé que se buscaran alternativas para garantizar una sobrevivencia
importante. Fue as{ como surgid €l método de cria utilizado en este trabajo, ¢l cual ademés de haber dado resultados
aceptables, se distinguid por ser sumamente prictico. En este sentido, existen pocas repartes previos que aborden la
cria de estos insectos en condiciones de laboratorio y 1a mayor parte de ellos requieren de la utilizacién de una
cantidad importante de material. Entre estos destacan los de Reinhard, Islas y los de Wigley & Dhana.

Reinhard (1942), implement6 un métode para criar gallinas ciegas del género Phyllophaga en el laboratorio,
consistente en colocar los huevos obtenidos de manera individual en latas pequeftas que contenian 114 gr. de arena
hitmeda esterilizada y después las larvas que emergfan se colocaban en latas con 170 gr. de suelo orgénico himedo,
guardindolas en un cuarto donde la temperatura y hurnedad se mantenian constantes. (en Campos-Bolafios, 1983),
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Por su parte, Islas estudié la biologfa de Piyllophaga rubelia utilizando para |a cria de larvas las cuevas ideadas
por McCollock en 1917, obteniendo buenos resultados con la construida a 50 ¢m, bajo el nivel del suelo que tiene 2.5
m. de altura, 1.5 m. de ancho y 3 m. de longitud, revestida internamente con ladrillo, lo que mantiene temperaturas
de | y 2°C a una humedad relativa del 90% (en Islas, 1964).

En ¢l caso de Wigley & Dhana (1992), propusieron un método de cria para larvas de Costelytra zealandice,
basado en exponer a lag larvas y pupas a temperaturas bajas, acelerando su emergencia al estado adulto y
promoviendo a su vez su fecundidad y longevidad. Demostraron también que la cria de este insecto podia realizarse
desde el huevo hasta sy etapa adulta con una dieta semisintética convencional, compuesta principalmente per
recursos nutricionales primarios como granos, proteinas animales, aziicares y otros, ademas de algunos suplementos
como aceites, vitaminas y sales minerales.

En contraparte, en nuestro estudio se buscé la optimizacidn de los recursos: sélo se utilizaron envases de pléstico
con suelo fresco, en 1os cuales se colocaron las parejas de adultos para la obtencién de los huevos. Al emerger las
larvas, se colocaron individualmente en pequeflos frascos de plistico, alimentindolas tnicamente con una pieza de
zanahoria fresca. Se observé una elevada sobrevivencia en todas las especies de gallina ciega involucradas en el
presente estudio. Segiin King (1994}, las larvas de primer estadio son altamente vulnerables a condiciones adverses;
en estudios de laboratorio, este mismo autor ha reportado que més del 75% de las larvas mueren durante ¢l primer
estadio. En nuestra cria, se manejé un porcentaje de recuperacién de larvas, con el cual se evidencié una
sobrevivencia elevada en todas las especies de Melolonthidae involucradas, alcanzindose porcentajes de
recuperacidn supetiores al 75% (Cuadro 3), muy por encima del 25% estimado por King en 1994. Estas diferencias
en la sobrevivencia reportadas en uno y otro trabajo son dificiles de explicar. Si bicn en un principio lo observado en
nuestro trabajo daba indicios de que se habia llevado a cabo una adecuada manipulacién y mantenimiento de las
larvas en condiciones de laboratorio presumiblemente dptimas, surge por otro lado ia posibilidad de que las especies
involucradas en esta criz puedan ser menos susceptibles que otras en las mismas condiciones de laboraterio (King ne
hace referencia en su reporte de las especies de larvas utilizadas). Pudicra tratarse de una combinacién de ambos
factores, pero al margen de encontrar Ja explicacidn satisfactoria cabe hacer mencién de los buenos resultados
obtenidos en la cria propuesta en el presente estudio.

Por otro 1ado, el caso de Anomala inconstans es interesante. Después de Phyllophaga ravida, fue 1a especie de
gallina ciega que mas ejemplares registré como resultado de los apareamientos de adultos. Pero lo extraordinario
radica en que de A. inconstans sdlo se colectaron 27 adultos y de su aparcamiento surgieron 114 larvas, lo que
evidencia la enorme capacidad reproductiva de esta especie. E] promedio de huevos que puede poner una hembra es
de 25, y la mayor parte de ellas sélo ticne una puesta en su vida (Mordn, com. pers.). El nimero promedio en algunas
especies es de 7 huevos en Phyilophaga rubella (Islas, 1964), 14 en Ph. sturmi, 23 para Ph. obsoleta y 28 para Ph.
blanchardi (Morén, 1986). La hembra de Ph. menetriesi puede poner hasta 140 huevos durante periodos de 100 dias
(King, 1994). En nuestra cria no se contabiliz6 el niunero de huevos obtenidos por hembra, sin embargo, los

porcentajes de recuperacién de larvas sugieren una alta oviposicién por parte de las hembras de esta especie.

Para firturos estudios de este tipo, seria recomendable cuantificar también el nimero de huevos obtenidos por
hembra y asi conocer la vulnerabilidad de las diferentes especies en esta etapa de su desarrollo {existen escasos
estudios al respecto). El conocimiento de los hébitos reproductivos de los melolontidos, podria aportar elementes que
motiven a profundizar en aspectos clave de su biologia y ecologia, en especial del género Aromala, tan escasamente

estudiado.
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Por lo poco que se sabe de sus integrantes y por considerarlos arbitrariamente en la mayoria de los casos como
plagas, posiblemente se estin pasando por alto los beneficios que brindan al suelo (Niiflez-Valdéz, 1993; Villalobos,
1994b). La cria de larvas de escarabajos, ¥ en especial de meloléntidos cuenta con poco respaldo de estudios previos
al respecto, por lo que es dificil establecer un punto de referencia a partir del cual se determine ta eficacia de un
método en particular. Sin embargo, como el objetivo de nuestra cria era finicamente el de contar con un nimero de

larvas suficiente para realizar los primeros bioensayos, el método utilizado cumplié con las expectativas.

VIL3. Perspectivas del uso de B¢ en el manejo sustentable de la gallina ciega

Entre los microorganismos patégenos de insectos, BY es Ia bacteria que ha ofrecido los resultados més
alentadores, con un gran £xito en ¢l mercado, por 1o que se ha profundizado en su estudio. De los 124 genes cry
reportados en la actualidad (Crickmore et al., 1998), las cepas portadoras de los genes crp8C han mostrado toxicidad
en contra de los insectos Melolonthidae (Ogiwara et al., 1995 en Barreda, 2000). Si bien son escasos los reportes
sobre toxinas de B¢ especificas contra integrantes de la familia Melolonthidae, existen diversos trabajos referentes a
la bisqueda de nuevas variedades con estas caracteristicas de toxicidad {Cuadros 5 y 6).

Sharpe (1976) detects toxicidad en algunos cristales proteicos de la variedad galleriae de B¢, al probarlos en
contra de larvas del Rutelinae Popillia japdnica. En 1988, Liu y colaboradores reportaron excelentes resultados en el
control de larvas Melolonthidae en campos de cacahuate de China, mediante el uso de 8¢ variedad Kursraki (en
Barreda, 2000). En los Gltimos afios, se ha acelerado el descubrimiento de nuevas cepas activas de Bt, como las
reportadas en contra de larvas del escarabajo meloldntido Costelyira zealandica (Wigley & Chilcott, 1990 en
Barreda, 2000). En Francia, mediante la aplicacidn de bioensayos en campo, se han utilizado diferentes cepas de Bt
con actividad tdxica en contra del Cetoninae Oxythyrea fiunesta Poda con resultados alentadores (Robert ¢t al., 1996
en Barreda, 2000}, En Japon, se hon realizado pruebas de bioensayos en campo con la cepa Buibui (portadora de
genes cry8C) conire larvas de varios escarabajos nutelinos, como Aromala cuprea, A. rufocuprea y Popillia japonica
(Hori et al., 1994), asi como también se han desarrollade experimentos de microcesmos en cultives como la papa, en
contra de larvas de A. cuprea, obteniéndose resultados alentadores {Susuki et al., 1994), En Estados Unidos, diversas
pruebas en campo con la cepa Buibui en contra P. japonica y Exomala orientalis han amrojado también muy buenos
resultados (Alm et al., 1997). Por otro lado, se han realizado bioensayos, utilizando a la cepa Buibui en combinacién
con nemétodos (Heterorhabditis bacteriophara y Steinenerma glaseri), contra dos especies de los Dynastinae
Cyclocephala hirta y C. pasadenae, ademds de Anomala orientalis en laboratorio en Chiuju, Reptblica de Corea.
Dichos bioensayos se han realizado en dreas de invernadero, en Davis, California y en el campo en San Diego,
California (Koppenhdfer et al., 1999). En este aitimo caso, se observé sinergismo de los diferentes entomopatdgenos

contra las diferentes especies de escarabajos.

En México, el trmbajo de Barreda (2000} y ¢l presente estudio, son de los primeros en probar cepas de Bt en
contra de especies de Melotonthidae presentes en el territorio nacional y evaluar su actividad toxica, A pesar de la
amplia cobertura que recibe el estudio de esta bacteria principalmente en Japén y Estados Unidos, en nuestro pais
necesita sortear todavia miltiples dificultades, tanlo experimentales como socioeconémicas, Una de estas
dificultades es el hecho de que B, aungue s reconocide come un organisme entomopatégeno, es incapaz de

producir epizootias (Luna-Olvera y Pefia-Cabriales, 1996).
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Esto se traduce principalmente en una baja efectividad como regulador de las poblaciones de insectos. Este
comportamiento ha sido explicado basdndose en la ineficiencia de! organismo como agente infectivo (Luty &
Ebershold, 1981 en Luna-Olvern y Pefla-Cabriales, 1996). En el caso de las gallinas ciegas, s sumamente escasa la
informacion que se tiene sobre ellas, por lo que resulta muy dificil implementar alguna estrategia para su manejo.

Sin embargo, y tomnando las debidas reservas que ya se han mencionado anteriormente, en un futuro podria
pensarse en un escenanio como el siguiente: se detecta un cultivo agricola con ataque cvidente de gailina ciega, y con
base en los estudios més profundos que seguramente se habrén realizado con BY, se toma la decisién de utilizar esta
bacteria para su manejo. El objetivo es emplear tinicamente los cristales aislados de By, en Ia dosis adecuada para
provocar la anorexia en as gallinas ciegas involucradas en ¢l problema, sin provocarle sintomas alternos de
enfermedad. Al ingerir el insecto los cristales, se puede esperar que deje de alimentarse sin llegar a provocarse su
muerte, ¥ a su vez disminuya el dafio al cultivo. Asi, es probable que las larvas continlen en el suelo llevando a cabo
sus distintas actividades que promueven potencialmente la fertilidad del mismo como acreacion, drenaje y

redistribucién de nutrientes y microorganismos (Niftez-Valdéz, 1993), manteniendo asi €l equilibrio del sistema.
Asi mismo, se abren otras opciones en ¢l uso de los los cristales de Br:

a) Encapsulamiento de la proteina téxica, para evitar su rapida degradacién. Esto se reflejaria en una mayor
persistencia de la actividad toxica de la bacteria, después de varios dias de su aplicacidn en ¢l campo.

b} Insercién del gen bacterianoc en microorganismos inocucs, que sean agentes potenciales de un control
bioldgico inundativo, como en el caso de Serratia enfomuphila en la agricultura pastoral de
Nueva Zelandia,

c) Insercién del gen bacteriano en plantas para su expresién especifica en los tejidos de la raiz. Esto se compagina
con el ya mencionado uso de! cristal para provocar solamente efectos anoréxicos en las larvas involucradas en €]

dafio a una raiz.

Es preciso seiialar que las propuestas anteriores ain presentan algunos aspectos que no tienen cabida en un
programa de manejo sustentable, como el de los altos insumos que se necesitan para que puedan implementarse en el
campo. Sin embargo, es un hecho que pueden adecuarse a un modelo en el que las condiciones del sistema sean lo

menos afectadas posible, resolviendo simultineamente el problema.
Por todo ello, Bt se presenta como una alternativa interesanie en el manejo sustentable de estos insectos, con Ja

consigna de que 500 necesarios més estudios para su consolidacién en un programa de esta naturaleza. Se estan

dando los primeros pasos.
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VII1, CONCLUSIONES

1. La cepa KB92, portadora del gene cry8C, presentd actividad téxica en contra de las especies mexicanas

de gallina ciega utilizadas en ¢l presente estudio. Sin embargo, no todas las cepas nativas de B¢ utilizadas que portan
este gene especifico presentaren toxicidad impaortante en contra de estos insectos, como fue el caso de las cepas
[B184, 18324 ¢ IB293. Esto significa que la presencia de los genes cry8C en una cepa de B, no garantiza efectos
toxicos sobre ciertas especies de gallina ciega. A pesar de su probada actividad toxica en contra de larvas del género
Anomala, en el presente estudio 1a cepa KB92 resultd toxica también para larvas del género Phyllophaga (e
particular contra larvas de Ph. frichodes), lo que representa el primer reporte de toxicidad de cristales de esta cepa en
larvas de Phyliophaga.

2 La cepa IB477, portadora de genes cry8C, presentd una importante actividad toxica en contra de larvas de
Anomala inconstans, Phyllophaga ravida y Ph. trickodes, por lo que es necesario darle seguimiento a su anélisis
molecular y corroborar en particular su actividad anoréxica, la cual podria convertirse en el pardmetro fundamental
de un programa de manejo sustentable de estos insectos,

3. La cepa IB209 pucde ser considerada como potencialmente patdgena para Phyllophaga trichodes, con base en sus
velores CLg,: 1.6 pg/ml para la mezcla esporacristal 1:7, ¥ 2.0 pg/ml para la mezcla 1:1. Estos valores fueron los
que m4s se acercaron al 0,09 pg/ml de la cepa KB92, que fingié como cepa control en el experitento.

4. En el caso de Ia cepa IB205, debe considerarse seriamente su actividad, ya que a pesar de no provocer efectos
ictales para las gallinas ciegas, puede ser promisoria una estrategia de manejo sustentable, como el inhibir la
alimentacién de la larva sin necesidad de provocar su muerte,

5. Las cepas 1B184, IB324 ¢ IB293 se caracterizaron por presentar en los diferentes parimetros de evaluacion,

. resultados que no fueron significativos estadisticamente respecto al lote control. Por lo tanto, la posibilidad de
considerarias en un futuro para el manejo de estos insectos, estd condicionada a la evaluacidn de su actividad en otras
especies de Melolonthidae.

6. La mezcla esporazcristal 1:7 de 1a cepa IB209 resulté ser mis tdxica en varios de los parfmetros evatuados en ¢l
bioensayo ITI. A pesar de las diferencias estadisticas entre sus resultados y los de la mezcla i:1 no fueron
significatives, estos sugicren fucrtemente que el cristal insecticida es un factor clave en el mecanismo de toxicidad

- de las cepas probadas en este bioensayo. Aparentemente la presencia de la espora no es indispensable en un evento
de estas wact&istica&
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" 7. El método propuesto en ¢ste trabajo para la cria de larvas de Melolonthidac resulté adecuado para la obtencidn de
larvas de primer y scgundo estadios, y sobre todo por ser muy préctico. Sin embargo tiene las limitanies de estar
restringido a una época del periodo anual reproductive del escarabajo y a proporcionar un mimero limitado de
ejemplares para estudios de CLyo

8. Los distintos estadios larvales de Melolonthidae utilizados en el estudio, presentaron diferencias en la
susceptibilidad a la actividad téxica de Br. En general, las larvas de tercer estadio lograron sobrevivir més tiempo al
ataque de Bt, a diferencia de las larvas de primeros y segundos estadios. Sin embargo, al igual que los estadios
tempranos, los tereeros estadios presentan una importante inhibicidn en su elimentacién al ingerir os cristales
téxicos. Esto podria brindar diferentes alternativas para ¢l mancjo sustentable de estos insectos, de acuerdo a la etapa

larval en que se encuentren.
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. APENDICE

A. Preparacién de soluciones y medios de cultive

1.- Medio LB - Luria-Bertani
Por It.:
A 950ml. de agua desionizada agregar:
a) bacto-tryptona 10 gr.
b) extracto de levadura  § gr.
¢) cloruro de sodio 10 gr.
' 2.- TAE-buffer 50X Tris-Acetatos (para electroforesis)
Por It:
a) 242 gr. Tris base
b) 57.1 ml. dcido acético glacial
c) 100 ml. 0.5M EDTA (pH £.0)

3.-0.5 EDTA

Agregar 16.1 gr. de EDTA (2H,0) a 800 ml. de agua. Sc ajusta ¢l pH a 8.0 con NaQH

4.-TEpH 8.0

a) 10 mM Tris-Cl (pH 8.0)

b) | mM EDTA (pH 8.0)

5.- buffer 6X Tipo I (buffer para carrimiento de gel)
a) 0.25% de azul de bromofenecl

* b) 0.25% de cyanol xileno FF
¢) 30% de glicerol en agua
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B. Anexo informativo

B.1. Importancia de los entomopatégenos y entoméfagos en el manejo de plagas

La consolidacion de un método de control binldgico confiable y eficiente mediante el uso de entomopatdgenos
requiere sortear todavia diversas dificulizdes. Ademds de contar con una gran propagacidn in vitro, una alia
persistencia en ¢l campo y un amplio ¢ ilimitado nivel de virulencia e infeccién, un entomopatégeno viable debe
ofrecer una total reduccién de riesgos para el ambiente y para otras formas de vida (insectos benéficos, plantas,
vertebrados). Asi mismo, debe presentar resultados a corto plazo, con una accion letal répida (lo que permitiria que
los costos de produccidn se redujeran ostensiblemente y que su comercializacién aumentara en su rentabilidad), asi
como estados de resistencia o letargo para soportar condiciones adversas, de modo que sea posible almacenar a dicho

patdgeno durante mucho tiempo (Coulson y Witter, 1990).

Para la agricultura mexicana, se promueven tres alternativas fundamentales para optimizar [a utilizacién de un

entomopatdgeno (Villatobos, 1992):

a) Identificar el complejo natural de plagas y sus patdgenos, todo sustentado por estudios detallados de su
bioecologfa. Es un proceso a largo plazo, lento, que requiere una investigacién exhaustiva, pero ofrece resultados
confiables y sin riesgos

b) Introducir patdgenos exdticos sélo cuando las especies nativas han fallado en el control de insectos plaga y
esto provoque serias pérdidas econdmicas, Esta opcidn ofrece resultados a corto plazo, aunque con evidentes
situaciones de riesgo

c) Considerar el efecto de patdgencs nativos en refacién a la diversidad vegetal de un agroecosistema

determinade

La gran diversidad de insectos det suelo, nocivos a los cultivos, es explicable si se toma en cuenta que
aproximadamente del millén de ellos descritos a la fecha; se considera que casi el 95% pasa en el suelo por lo menos
en un estado bioldgico de su crecimiento, va sea sobre su superficie 0 dentro del mismo (Romero-Npoles, 1983). Y
no obstante que no todas sus formas bioldgicas son perjudiciales para los cultivos, existen las etapas larvales que se

caracterizan por su actividad destructora.

Entre los microorganismos que presentan actividad patégena contra estas plagas del suelo destacan los virus, las
rickettsias, las bacterias, los hongos y los protozoarios, ademds de los neméitodos; en menor escala, Entre los
enermigos naturales existen algunos insectos y otros grupos menos frecuentes tales como aves y anfibios. La gran
mayoria de los microorganismos tienen un gran potencial como agentes de control contra varios insectos, incluyendo

a los escarabajos (Glare et at., 1992},
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En la actualidad, se ha avanzado de manera importante en el reconocimiento de especies de virus, bacterias,
hongos, nemétodos, y protozoos con potencial toxico en contra de insectos plaga, especificamente contra

escarabajos, ademds de ciertos insectos con actividad entomofagica o parasitoide (Cuadro 5).

1. Virus y baculovirus

Aungue muchos virus son utilizados en programas de control de insectos, se presentan varios problemas en su
manejo. Son generalmente lentos para matar, presentan una baja persistencia y son altamente especificos. De los
virus activos contra escarabajos, en €l que se han enfocado los estudios moleculares es el virus iridiscente de

Costelytra zealandica (CzlV) y el baculovirus Oryeres (OrV) (Glare et al., 1992).

Los baculovirus son virus largos con genomas de DNA de doble hélice. La familia Baculoviridae esta
subdividida taxandémicamente en tres subgrupos: A, B y C. El subgrupo A estd conformado por los llamados virus de
la poliedrosis nuclear (NPVs), los cuales se encuentran ocluidos dentro de cristales proteicos conocidos como
poliedros, Han sido principalmente estudiados por su amplio intervalo de huéspedes y su gran potencial como

bioinsecticida y representan mas del 40% de los virus de insectos que se han descrito (Coulson y Witter, 1990),

El subgrupo B cotresponde a los virus de la granulesis (GVs). A diferencia de los NPVs, los GVs estin
individualmente organizados con un solo virién dentro del cristal (grinulo). Al subgrupo C corresponden los virus
que no estdn rodeados por un cristal proteice y son denominados baculovirus ne-ocluidos (NOBs), es decir, no tienen
cuerpo de inclusion (Niflez-Valdéz, 1993). La mayoria de los huéspedes de estos virus son los estados inmaduros,
que son altamente susceptibles; los adultos pueden llevar ¢l virus, pero por lo general sobreviven al ataque.

Las larvas de insectos infectadas con NPVs normalmente presentan pocos sintomas distintivos hasta unas pocas
horas antes de morir. Cuando estos vitus son ingeridos por 1a larva, los poliedros se disuelven y liberan bastones
virales (viriones) en ¢l intestino medio, Pronto pasan a través de la pared del intestino medie y entran a células
susceptibles como los adipocitos, células sanguineas y tejido epidérmico. El tiempo de la tngestién de estos virus y la
muerte de las larvas varfa de 4 dias- 3 semanas {Coulson y Witter, 1990).

En algunas especies de insectos, las larvas infectadas pueden cesar de alimentarse, presentan poca movilidad y
adquieren una coloracién palido amarillenta. Se pueden hinchar ligeramente, ¥ se tornan flexibles y flacidas Poco
antes y después de la muerte, el integumento es muy fragil y ficilmente se rompe, dando salida al contenido licuado,
compuesto por tejido desintegrado y poliedros. Comparada con la poliedrosis nuclear, lo sintomas de la virosis
granulésica son més evidentes; varian de acuerdo con la especie huésped. La larva enferma es menos activa que la
sana, mis flacida y toma un aspecto palido transhicido. El periodo desde que se adquiere la infecci6n hasta la muerte
varia de 6 a 20 dias (De Bach, 1979 en Romero-Népoles, 1983).

Dentro de los baculovirus infecciosos hacia Scarabaeidae se encuentra, como ya se indicd, Oryctes, que pertenece
a los virus del grupo C {no ocluides). Este virus es capaz de infectar varias especies del género de escarabajos del
mismo nombre y otros Dynastinae y ha sido utilizado como agente de control bioldgico en varios paises (Alfiler,
1992 en Nuitez-Valdéz, 1993) (Cuadro 5).
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La identificacién de los genes importantes en la patogenicidad viral serian muy itiles para incrementar las

potencialidades de uso de este virus como biginsecticida contra estos insectos (Nafez-Valdéz, 1993).

2. Rickettslas

Representan a un grupo de microorganismos que presentan una estructura celular, cuentan con acido ribonucleico
(RNA) y écido desoxirribonucieico {DNA) en su estructura, ademés de estar rodeados por una tipica pared celular
{Romero-Ndpoles, 1983).

La enfermedad causada per estos microorganismos presentan un lento desarrollo, puede dar al cuerpo graso del
insecto una coloracién verds azulada y matar a su hospedero en un lapso de uno a cuatro meses.

Algunos cuerpos cristalinos se encuentran en asociacidn con las rickettsias y genemlmente causan un efecto
daflino a su hospedero. Especies de este tipo se han aislado de coledpieros como es el caso de Rickettsiella popiliae,
R. melolonthae y R. tenebrionis (De Bach, 1979 en Romero-Népoles, 1983).

Las infecciones rickettsiales se tienen reportadas en larvas del mayate de mayo Melolontha spp. y en larvas del

escarabajo japonés Popilla faponica (Romero-Napoles, 1983) (Cuadro 5).

3. Bacterias

Con base en las propiedades o i0s requerimientos patogénicos, tales como las dosis infectivas, sitio de infeccidn,
especificidad del hospedero y modo de accitn, Bucher (1960) identificé cuatro grupos de bacterias
entomopatdgenas: patdgencs potenciales, patdgenos formadores de esporas y cristales, patdgenos facultativos y
patégenos obligados,

Los patdgenos potenciales son todas las bacterias que pueden multiplicarse en el hemocele de los insectos
después de la invasién en dosis relativamente pequeflas, produciendo una septicemia letsl.

Los patégenos facultativos son capaces de crecer en ¢] intestino del insecto y producir toxinas o enzimas que
dafian los tejidos del hospedero.

Los patdgenos obligados son encontrados solamente en asociacién con enfermedades especificas.

Los formadores de espora y cristales incluyen los bacilos formadores de esporas, los cuales producen cristales
téxicos {Klein y Jackson, 1992).

Las bacterias mds importantes usadas en el control bioldgice de fos insectos son aquellas que cuando esporulan
forman cristales de proteinas téxicas, que lo son en alto grado principalmente para diversos lepidopteros, pero al
parecer inocuos para otras formas de vida. En el caso de los patdgenos obligados del género Bacillus, que presentan
un estrecho rango de hospederos e infectan sélo a ciertos coledpteros, estropean e intestino del adulte o de la larva
de modo tal que invaden la cavidad del cuerpo (Romero-Napoles, 1983).
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Bt es la bacteria que cuenta con perspectivas para el controt de larvas de Melolonthidae, como el caso de la cepa
Buibui, que es toxica para larvas de Popillia japonica (Chba et al., 1992; Alm et al., 1997), Exomala orientalis
(Susuki et al., 1992 en Alm et al.,, 1997) y para diferentes especies det género Anomala (Ohba et al., 1992; Susuki et
al., 1992, 1993, en Alm et al., 1997; Susuki et al., 1994; Hori et al., 1994) (Cuadroe 5).

Del mismo modo, los microorganismos pertenecientes at género bacteriano Serratia han sido frecuentemente
reportados como agentes patdgenos de insectos (Grimont et al., 1979 en Niflez-Valdéz, 1993) y ciertas
potencialidades han sido sugeridas para ser usados como mecanismo de contro! biolégico de los mismos (Steinhaus,
1959 en Nifiez-Valdéz, 1993). Destaca en este sentido Serratia entomophila, que ha sido reconocida como agente
causal de la enfermedad ambarina en larvas de Castelytra zealandica en Nueva Zelanda (Jackson et al., 1993)
(Cuadro 5).

4. Hongos

As{ como las bacterias, muchos de los hongos asociados con insectos no son verdaderos patdgenos o son
patdgenas s6lo bajo ciertas condiciones; dependen en alto grado del estado del tiempo y del microambiente que
rodea al insecto blanco. Por esta razén en 1a mayoria de los cases no han sido dignos de confianza (Romero-Népoles,
1983).

El compendio relativamente pequefio de trabajos que se concentran en ta manipulacion genética de hongos
entomopatdgenos, se han enfocado a dos de los géneros de hongos patogenos mejor ubicades, Metarhizium y
Bemuveria, los cuales contienen a las principales especies patogénicas contra escarabajos: Metarhizium anisopliae,
Beauveria bassiana y Beauveria brongniartii. La virulencia de estos hongos, envuelve diversos procesos:
germinacién, adhesidn, penetracion, invasidn a las defensas del hospedero, multiplicacion en la hemolinfa del
insecte, produccion de toxinas, modificacién del la conducta del hospedero, esporulacién y dispersion de esporas
{Glare et al., 1992). A diferencia de los demas patdgenos, infectan al hospedero directamente a través del
integumento {Coulson y Witter, 1990). (Cuadro 5).

5. Protozoarios

Los protozoarios que afectan a los insectos pertenecen a varias clases, pero los del Orden Microsperidia son el
grupo més importante. Dichos microorganismos no constituiran parte integral de ningin programa de manejo de
plagas hasta que sc obtenga ms informacion bésica acerca de su biologfa y efectividad como agentes microbianos.
Ademas deben llevarse a cabo més pruebas con respecto a su inocuidad, ya que algunos miembros de este orden

ocasionan enfermedades tanto en peces como en mamiferos (Coulson y Witter, 1990) (Cuadro 5).
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6. Nematodos

Aunque el potencial de los nemitodos para el control de insectos sc ha estudiado por varios aflos, problemas con
su produccién en masa han limitado su use. En los tltimos ailos se han obtenido resultados alentaderes al utilizar
nemétodos de los géneros antes mencionados (Steinerma y Heterorhabditis) en combinacién con Bacillus
thuringiensis var. japonensis (cepa Buibui) para €] control de larvas de Melolonthidae (Koppenhdfer & Kaya, 1997
en Koppenhdfer, 1999) (Cuadro 5).

7. Insectos entom6fagos

Los insectos entoméfagos se diferencian mucho entre sf en cuanto a sus hdbitos de obtencién de alimento; varian
de tipicos pardsitos a depredadores, pero entre ambos extremos se puede encontrar una multitud de formas.

Los depredadores matan a su hospedero para alcanzar la madurez y son organismos de vida libre durante todo su
ciclo vital {Couilson y Witter, 1990). Son tedricamente menos efectivos que los parasitoides. El depredador mata para
alimentarse mientras que los parasitoides atacan para reproducirse. Su efectividad estd reducida también por el difuso
cardcter en su ataque, el cual se extiende por un perfodo largo, en comparacitn con el concentrado y mds o menos
obligado ataque del parasitoide (Crumb, 1929 en Romero-Nipoles, 1983).

Los depredadores tienen la apariencia de ser un instrumento especiaimente ajustado a ayudar en ¢l mantenimiento
del balance natural, por estarse alimentande més o menos indiscriminedamente de la mayor parte de las especics
plaga; en el cultivo de maiz, se ha reportado que las larvas de Diabrotica sp., Phyliophaga sp. y de varios elatéridos
cuentan con enemigos naturales como hormigas, larvas de Carabidae y Cantharidae, las cuales pueden controlartas

parcial o totalmente (Romero, 1980 en Romero-Népoles, 1983) (Cuadro 5).

La acci6n de los parasitoides sobre las plagas en ¢l suelo, se ve obstaculizada por los hébitos de estas de acuerdo
a las practicas agricolas. En este sentido, se consideran dos factores para el uso de parasitoides en una estrategia de
control: la sincronizacién entre el parasitoide y el hospedero y la existencia de fizentes apropiadas para la
alimentacidn de los parasitoides adultos.

En este sentido, destacan los integrantes del género Tiphia, que parasitan en especial a las larvas de escarabajo
{Romero-Népoles, 1983) (Cuvadro 5).
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Cuadro 5. Listado general de microorganismos entomopatégenos y entomofagos utilizados
para el manejo de coledpteros de Melolonthidae y Scarabaeldae, a nivel mundial

[ MICROORGANISMO | HOSPEDERO | REFERENCIA
BACTERIAS |
Bacifius thuringiensis Oxythyrea funesta Robert et al., 1994
Phyllophaga spp. Crockar et al., 1982 en Shannon, 1954
Bacillus thuringiensis Popillia japonica Ohba et al., 1992; Alm et at., 1997
var, japonensis (Buibuf )
Exomala oriantalis Susuki et al., 1692 en Alm et al., 1997
Anomala cuprea Ohba et al.,, 1992; Herd et al., 1994;

Susuki et al,, 1994

Anomala rufocuprea Chba et al., 1992
Anomala albopilosa Susukl et al,, 1992 en Susuki et af,, 1994
Anomals daimiana Susukl et al,, 1992 en Alm et al, 1997
Anomala shonfledti Susukl et al., 1992 en Alm et al,, 1997
Bacillus thuringiensis Popillls japonica Sharpe, 1976
var. galleriag
Bacillus popillae Papuana uninodis Theunis & Aloalli, 1999
Popillia faponica Romero-Napoles, 1683; Crocker & Grimser, 1982

en Rodriguez-del-Bosque, 1988;

Bacillus fibourgensis Melolonthe melolontha De Bach, 1978; Burges & Hussey, 1971
en Romaro-Napotes, 1983;

Serralia entomophila Costelytra zealandica Trought et al., 1982 & Grimont et al., 1988 en
Glare et al., 1992; Villalobos at al., 1993;
Shannon, 1694

Rhizotrogus majalis Shannon, 16894
Sorratla marcescens Phyliophaga anxia Shannon, 1994
Phyllophaga smithii
Diplococcus sp. { Lachnosterna (=Ph. consanguinea) Shannon, 1994
Pseudomonas aeruginosa Phyltophaga sp. Shannon, 1994
Phyllophaga anxia
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... continuacién Cuadro §

MICROORGANISMO ] HOSPEDERO | REFERENCIA ]

HONGOS |

Matarhizium anisoplise Phyllophaga vicina Shannon et al.,, 1993
Phyllophaga menetries!

Beauveria sp. Phytiophaga meneatriosi Shannon, 1964

Beauveria bassiana Phyllophaga obsoleta Shannon, 1994

Beasuveria brongniartii Malolomtha spp. Zimmermann, 1992 en Shannon, 1994;
Melolontha melviontha Shannon, 1954
Malolontha hippoceastani

VIRUS |

Virus Oryctes (OrV) Oryctes rhinoceros Glare & Crawford, 1992

Zelazny et al., 1982

Grupo Poxviridae

Anomela cuprea

Katagid et al., 1975; Martignoni & Iwal, 1981;
Goodwin et al., 1991

{todas las referencias antericres, citadas en
Glare & Crawford, 1992)

Fhyilophaga pleel Martignon| & twai, 1981
en Glare & Crawford, 1892
Grupo lridoviridae Phyliophaga anxia Propawski & Yule, 1680
en Glare & Crawford, 1992
Grupo Iridoviridaa Cosfalytra zealandica Kalmakoft et al., 1972; Dearing at al., 1980;

(Virus irdiscents Cz IV); Nodaviridae
Grupo C Baculoviridae

Martignoni & Iwai, 1981; Crawford et al., 1885;
Hess et al., 1891; Scotti & Fredericken, 1987
(todas las referencias anteriores, citadas en
Glare & Crawford, 1902)

Grupos Parvoviridae, Poxviridae
e [rivirldae

Malolontha melciontha

Steinhaus & Leutanegger, 1963; Vago, 1563;
Bergoin et al., 1971; Van der Geest & Van der
Laan, 1871; Goodwin et al., 1981;

Martignoni & hwai, 1981,

(todas las referencias anterieres, citadas en
Glare & Crawford, 1992)

Grupo C Baculovirdae

Stratogus aloous

Lomar, 1987 en Glare & Crawford, 1692
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... continuacién Cuadro 5

MICROORGANISMO HOSPEDERO 1 REFERENCIA ]
NEMATODOS |
Steinerma sp. Phyllophaga menetriesi Caroline Smith, CATIE (datos no publicados)
en Shannon, 1994
Stainerma glaser Fhyllophsga vicina Caroline Smith, CATIE, datos no pubdicados
FPhyllophaga obsoleta en Shannon, 1994
Stelnernema glaseri Anomuala orfentalis Koppenhdfer et al., 1999

{en combinaclén con 8t)

Heterorhabditis bacterlophora Cyclocephala hirta Koppenhbfer & Kaya, 1997
{en combinacién con 8t} Cyclocephala pasadenas an Koppanhofer et al., 1999;
Koppenhdfer et al., 1999;
Heterorhabditis bacteriophora Popillia faponice Gaugler atal.. 1994
Phytiophaga hirticula Forschler & Gardner, 1881 en Shannon, 1994
Mikolatzkya aerivora Phytiophaga spp. Romero-Néapoles, 1583
Neoplectana giaser! Popillia faponica Glaer & Fox, 1930 en
Phytlophaga spp. Remero-Népoles, 1683
RICKETTSIAS |
Rickelisiella popillae Paopillia japornica Dutiy & Gooden, 1652; Romero-Napoles, 1983;
Hanula y Andreadis, 1688 (todas las referencias
anteriores, citadas en Jackson & Glare, 1992)
Phytiophaga anxia Dutky & Gooden, 1952
Phyflophaga ephifida en Jackson & Glare, 1992
Cyclocephala borealis Hanula & Andreadis, 1988
en Jackson & Glare, 1992
Rickettsiofla melolontha Melolontha melolonths Hurpin, 1962; Niklas, 1863 en
Krieg, 1971
Melolontha hippocastani Hurpin, 1962; Nildas, 1863 en

Krleg, 1971

Amphimallon majalis

Hurpin, 1962; Niklas, 1963 en
Krieg, 1971

Anomala dubis

Hurpin, 1882; Niklag, 1083 en
Krieg, 1971

Anomala horlicola

Niklas, 1963 en Krieg, 1971
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... continuacién Cuadro §

MICROORGANISMO HOSPEDERO 1 REFERENCIA ]
PROTOZOARIOS
Actinocephalus sp. PopiTia fjaponica Kowalczyk, 1938 en Hanula & Andreadis, 1062
Euspora sp. Costelvtra zealandica Allison, 1959 en Hanuta & Andreadis, 1952
Euspora zeslandica
tMonocystis sp. Meiolontha melolontha Weiser & Wille, 1960; Welser, 1083;
Hurpin, 1871 {todzs tas referencias anteriores,
citadas en Hanula & Andreadis, 1892}
Pssudomonocystis Hopéa sp. Weiser, 1077 en Hanuta & Andreadis, 1992
hopfiag Melolontha melolontha
Stictospora costelytrae Costalytra zealandica Allison, 196% en Hanula & Andreadis, 1592
Familia Gregarinidae Popilia japonica Hanula & Andreadis, 1988
(especies no descritas) Anomala orientaks en Hanula & Andreadis, 1992
Macrodaclylus subspinosa
Cyclocephala boreals
INSECTOS ENTOMOFAGOS |
ORDEN DIPTERA
Spamopolius herminkeri Phyllophaga spp. Danvis, 1918 en Hanson, 1994
{Familia Bombyliidae)
Pyrophorus luminosus Phyfophaga spp. Woicolt, 1850 en Hanson, 1934
{Familia Elateridae)
Promachus yesonicus Phytiophaga spp. Knutson, 1972 en Hanson, 1994
{Familia Asilidae)
Pymota undata Phyfiophaga spp. Davis, 1919 en Hanson, 1954
(Familia Pyrgotidae)
Dexia ventrais Phyflophaga spp. Clausen, 1940 en Hanson, 1994
(Familia Tachinidae) Anomala spp.
ORDEN HYMENOPTERA
Tiphia sp. Phyliophaga spp. Romero-Mapoies, 1983
(Familia Tiphiidae} Hanson, 1994;
Familia Formicidae Phyflophaga spp. Romero-Napoles, 1983
ORDEN COLEQPTERA
Familia Carabidae Phyllophaga spp. Lim et al., 1581 e Hanson, 1994;

Romero-Napoles, 1683

90




8. Entomopatbgenos y erdomdfagos petenciales de 1a pallina ciega ¢n Méxice

Hasta la fecha son escasos los reportes de la utilizacion de entomopatégenes para ¢! control de la gallina ciega en
¢l mundo. Destacan algunos informes alentadores provenientes en su mayoria de los Estados Unidos, Nueva Zelonda

y Japdn, destacindose el uso de bacterias como los agentes microbianos mis viables para un programa de control.

Las bacterias Serratia spp. (en contra de larvas de Costelyira zealandica), Bacillus popilliae (en contra de larvas
de Popillia fapdnica) y Bt cepa Buibui (contra larvas del género Anomala) son claros ejemplos del avance en esta
blisqueda (Cuadro 5).

En México, no existe todavia un pleno convencimiento de la utilidad de este tipo de control. Sin embargo, desde
hace algunos aiios se han iniciado diversos esfuerzos para imputsar esta actividad en beneficio de la agricultura

mexicana.

En el caso de los insectos entomdfagos, la larva endoparésita de Dexia sp. (Diptera:Tachinidae) se reporta como
un enemigo natural de Phyllophaga rubelia en el Estado de México {Islas, 1964). En jardines omamentales de
Chapultepec, Distrito Federal y Jalapa, Veracruz, el himendptero Tiphia spp. puede alcanzar niveles de parasitismo
por encima del 50% (Villalobos, 1992). En Tamaulipas, se han detectado dipteros (pertenecientes a las familias
Asiliidae y Bombyliidae), himendpteros (Tiphia sp.) y coledpteros (familia Carabidae) como enemigos naturales de
larvas de Phyllophaga trichodes y Ph. misteca (Villalobos, 1999},

Hongos entomopatégenos de los géneros Metarhizium, Beauveria y Penicillium (Villalobos, 1999), neméatodos
del género Heterorhabditis (Heméndez-Garcia y Alatorre, en pub.) ademas de bacterias de los géneros Bacillus y
Serratia (Villalobos, 1999), son los microorganismos més utilizados en la actualidad que se encuentran en fase de
experimentacion en nuestro pais. Entre ellos destaca en la actualidad Bt, que ha ofrecido resuliados sumamente
alentadores.

En ¢l cuadro 6 se detzlla 1a informacién sobre estos grupos de microorganismos.
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Cuadro 6.

Listado de microorganlsmos con potencial como entomopatégenos y entomofagos de coledpteros Melolonthidae
en México (Adaptado de Villalobos, 1997)

MICROORGANISMO ESPECIE DE MELOLONTHIDAE ! ESTADIO ORIGEN DE LARYSS REPORTE
HOSPEDERA ATACADQO |DE MELOLONTHIDAE
BACTERIAS |
Bacillus spp. Phyllophaga obsolata larva Cuernavaca, Hinez-Valdéz et al., 1999
Morelos (en publicacidn)
Phyllophaga blanchardi tarva Cuernavaca, Ninez-valdéz ¢f al., 1999
Morelos (en publicacibn)
Anomala castaniceps larva Cuermavaca, Ninez-valdéz 1 al.. 1959
Morelos (en publicacitn)
Anomala donavan! tarva Tlayacapan, Ninez-vaidéz et al., 1999
Morelos (en publicacion)
Paenibacillus (Bacillus) popillae Phyllophaga ravida larva Estado de Michoacan Najera et al., 2000
‘Phyliophaga velula larva (en publicacidn}
Bacillus popillze Phyllophaga Irichodes larva .El Cielo, Villalobas, 1999
Tamaulipas
Bacilfus popillae tipo A Phytlophaga mistece larva El Cielo, Villalobos, 1599
Tamaulipas
Bacllus sphaericus Anomala donovani larva Tlayacapan, Barreda, 2000;
(Bacillus spp. - cepa IM22.a) Morelas Nufez-vVatdéz et al., 2000
{en publicacion)
Phyllophaga blanchardi larva Cuernevaca, Nufez-Vatdaz et al., 2000
Morelos {an publicacién}
Bacillus thuringiensis Phyllophaga ravida larva Cuernavaca, Presente estudio
Anomala inconstans larva Morelos
Phyliophaga trichcdes larva El Clelo, Presenle estudho;

Tamaulipas

Barreda, 2000
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... continuacién Cuadro &

MICROORGANISMO ESPECIE DE MELOLONTHIDAE | ESTADIO ORIGEN DE LARVAS REPORTE
HOSPEDERA ATACADO |DE MELOLONTHIDAE
Bacliius thuringlensis Phyllophaga trichodas larva El Cislo, Presante estudio;
var. Japonensis (Bulbui) . Tamaulipas Barreda, 2000
Sematia spp. Phyllophaga trichodes larva El Cielg, Viltalobos, 1999
Phyllophaga misteca larva Tamaulipas
Serratia marcescans Phyllophsga trichodes larva El Cielo, Villalobos, 1998
Tamautipas
Serratia entomophila Phyllophaga trichodes larva El Cielo, Calderén, 1988
Tamaulipas
HONGOS ]
Besauveria spp. Macrodactyus spp. liarva Chiconiquiace, Villalobos et al., (en prep.)
adutio Veracruz on Vilalobos, 1992
Beauveris bassiana Phyllophaga irichodas tarva, pupa El Cielo, Villalabos, 1999
adulto Tamaulipas
Phyllophaga misteca larva, pupa El Cielo, Villalobos, 1899
adulto Tamaulipas
Dip'ctaxls turgFule ;farva, pupa El Cielg, Vilialgbos, 1999
Pasiie Tama. a5
Metarhizium anisoplies Phylfophaga veiula larva Chapultepec, Villalobos y Heredia {obs. pers.),
adulto Distrito Federal en Villalobos, 1892
Phyttophaga blanchardi larva Chapultepec, Viltalobos y Hesedia (obs. pers.),
aduto Distrito Federal en Villalobos, 1982
Macrodactyius mexicanus larva Chapultepec, Villalobos y Heradia {obs. pers.).
adulte Distrito Federal en Villalobos, 1992




... continuacién Cuadro 6

Tamaulipas

MICROORGANISMO ESPECIE DE MELOLONTHIDAE | ESTADIO ORIGEN DE LARVAS REPORTE
HOSPEDERA ATACADO {DE MELOLONTHIDAE
Metarhizium anisopliae Anomala inconstans larva Chapullepec, Villalobos y Heredia (obs. pers.),
adulip Distrito Federal en Villalobos, 1992
Phyilophega trichodes larva Laguna Verde, Villalobos, 1991
adulto Veracruz en Vilalobos, 1952
Phyllophaga ravida larva Laguna Verde, Villalobos, 1991
adulto Veracruz en Villalobos, 1982
Anomala magalops larva Laguna Verde, Villajobos, 199
adulto Veracruz en Villalobos, 1992
Cyclocsphala immaculeta tarva Laguna Verde, Villalohos, 1991
adulto Veracruz en Villalobos, 1992
Cotinis mutabilis tarva Irapuato, Mordn e tbarra (com. pers.).,
adulto Guanajuato en Villalobos, 1992
Macrodactylus spp. larva Chiconguiaco, Villalobos et at., (en prep.}
adulto Veracruz en Villalobos, 1992
Phyllophaga trichodes larva, pupa El Cielo, Villalobos, 1939
adulio Tamaulipas
Phyllophaga misteca larva, pupa El Cielo, Villalobos, 1999
adufto Tamauiipas
Diplotaxis turgidula iarva, pupa El Cielo, Villalobos, 1995
aduito Tamaulipas
Cordyceps sp. Stralegus sp. larva El Cielo, vikalobos y Heredia {obs. pers.),
adulto Tamaulipas 8n Villalobos, 1982
Panicillium sp. Dipiotaxis turgiduia adulio El Ciglo, Villalobos, 1999
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... continuacién Cuadro 6

ESPéCIE DE MELOLONTHIDAE

X Tamau'as

MICROORGANISMO ESTADIO ORIGEN DE LARVAS REPORTE
HOSPEDERA ATACADO |DE MELOLONTHIDAE
NEMATODOS |
Heterorhabdilis sp. Phyllophaga rubella larva Veracruz Hernandez-Garcla y Alatorre,
2000 (an publicacién)
INSECTOS ENTOMOFAGOS
ORDEN DIPTERA
Dexia sp. Phyllophaga rubella larva Estado de Islas, 1964
México
Anthrax sp. Phyflophaga trichodes pupa El Cieto, Villalobos, 1999
Tamaulipas
Familia Bormbyliidae Phyllophaga trichodes pupa El Cielo, Villalobos, 1899
Tamaulipas
Phyilophaga misteca pupa El Cislo, Villalobos, 1999
Tamaulipas
ORDEN HYMENOPTERA
Thipia sp. Phylloptaga trichodas larva El Clelo, Villalobos, 1989
Tamaulipas
Phyliophaga mistaca larva El Cielo, Vitlalobos, 1999
Tamaulipas
ORDEN COLEOPTERA
Familia Carabidae Phyllophaga mistaca larva El Cielo, Vikalobos, 1999




B.2. El bioensayo: propiedades e importancia en o investigacién cientifica

A través del tiempo sc han propuesto diversas definiciones para el término bioensayo, y como ocurre con
cualquier otro término cientifico, estas son fuertemente influenciadas por el campo del conocimiento en donde se
este aplicando. Busvine (1971) menciona que el término bioensayo, ¢n el sentido amplio, cubre tedos los
experimentos en 10s que la potencia de un insecticida se mide con referencia a una colonia estandarizada de insectos,
ademds de abarcar aquellos casos en los que el insecto se usa como una herramienta para medir pequefias cantidades
de insecticida, sobre un sustrato dado (en Lagunes-Tejeda y Vizquez-Navarro, 1994). En términos generales, ¢l
bioensayo es un conjunto de procedimientos en el que se determina la cantidad o fuerza de un agente o estimulo
mediante |a respuesta de un sujeto (Hubert, 1980 en Lagunes-Tejeda y Vazquez-Navarro, 1994), y representa la base

para nbevos andlisis a otros niveles.

Existen dos tipos basicos de bioensayo: el directo y el indirecto. El ensayo directo involucra [a medicién de la
cantidad exacta de toxico que produce un determinado nivel de intoxicacidn en un individuo; en general involucra el
incremento de la dosis hasta un punto ¢ritico, estudiando un solo individuo, en este tipo de pruebas la variable de
interés es la dosis. El ensayo indirecto consiste en dar a grupos de organismos dosis estindar, registrando las
respuestas obtenidas en cada caso; en estas pruebas interesa ¢l mimero de respuestas en cada nivel de dosis. En los
bioensayos indirectos la respuesta puede ser de dos tipos: cuantitativa (susceptible de medicidn) o cualitativa
(respuesta de todo o nada). De una manera simple puede decirse que el de tipo de cualitativo es el experimento de
mayor empleo en toxicologia, ya que invelucrs la determinacion de Ia relacidn entre la dosis y el porcentaje de

respuesta (Finney, 1971; Hubert, 1980 en Lagunes-Tejeda y Vizquez-Navarro, 1994),

El principal objetive de un bioensaye, es la estimacién del nivel de estimulo necesario para obtener respuesta en
determinada proporcién de individuos. Por razones estadisticas, el problema se reduce a la determinacion del
estimulo necesario para obtener una respuesta de 50% de los organismos de prucba; este valor se denomina "dosis
letal media" (DLsp) ¥ €5 una expresion cuantitativa de la tolerancia de una especie en particular, a un insecticida, bajo
ciertas condiciones experimentales. A}l mismo tiempo, este valor es una medida de la toxicidad del insecticida usado;
a mayor valor de DLsg menor toxicidad y viceversa. Existen expresiones alternativas a la DLy como CLsp
{concentracidn letal media), TLsp (tiempo letal medio), DEg, (dosis efectiva media), etc., cuyo empleo varia de

acuerdo con el procedimiento de bioensayo empleado (Lagunes-Tejeda y Vazquez-Navarro, 1994),

1. La relacién dosis-respuesta en un bieensayo

La relacién dosis-respuesta esté constituida por dos componentes: el estimulo y el sujeto. El estimulo se aplica al
sujeto como una dosis (una intensidad especificada en unidades de concentracidn, peso u otra unidad apropiada)

administrada bajo condiciones ambientales tan controladas como sea posible,

Como resultade de ello, el sujeto manifiesta una respuesia {desarrollo, cambie de color, debilidad, etc.), que en

caso de ser cualitativa, su ocurrencia o ausencia dependerd de la intensidad del estimulo.
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La base de la relacion dosis-respuesta radica en la determinacion experimentat del intervalo de concentraciones
de una sustancia quimica en ¢l que se da un efecto gradual entre ¢l extremo en el que la dosis €s tan pequeda que no
preduce efecto, hasta aquel en ¢l que es tan alta, que produce la muerte de todos los organismos {Lagunes-Tejeda y

Vizquez-Navarro, 1994).

Los datos que resultan de un bioensayo cualitativo son: dosis empleada, niimero de individuos tratados y nimero

de individuos que responden al tratamiento.

2. Importancia del bioensayo cn el desarrollo de resistencia de un insecto
La ruta que sigue e desarrollo de resistencia de un insecto bajo tratamiento puede presentar tres fases:

a} la determinacién de la efectividad del plaguicida contra la especie en cuestion

b) el periodo en et que la seleccidn de genotipos resistentes no es intensa (debido a que el téxico no se ha
aplicado extensivamente, 0 que el organismo no se haya expuesto intensamente a plaguicidas toxicolégicamente
relacionados con este)

¢) la fase en que existen razas resistentes del organismo en cuestidn

En estas tres fases ¢l bioensayo juega un papel detenminante. En la primera constituye una rutina en los
laboratorios que buscan nuevas moléculas para el control de plagas o nuevas aplicaciones para plaguicidas ya
establecidos; en este caso se determina si el tdxico tiene o no efecto sobre cierte organismo, o bien se determina la

potencia relativa de un plaguicida respecto a otro.

En las otras dos fases, el bioensayo tiene el papei de herramienta de monitoreo de resistencia; mediante este se
realiza una inspeccion constante de la pérdida de susceptibilidad o del nivel de resistencia en una poblacion plaga
con respecto a valores de DLy, previamente determinados (Lagunes-Tejeda y Vazquez-Navarro, 1994).

La determinacién de resistencia sdlo tiene validez cientifica si es avalada por un bioensayo, en un proceso
conocido como "documentacién de resistencia” (Georghiou y Lagunes, 1991 en Lagunes-Tejeda y Vézquez-Navarro,
1994).

De manera similar, los resullados de un bioensayo pama deteccidn de resistencia no pueden ser utilizados para
determinar la dosis a emplear en campo, ya que una determinacion de laboratorio no toma en cuenta las pérdidas

producidas por arrastre, fotodescomposicién, termodegradacion, escape del insecto, etc,
En todo caso, la aplicacién de campo de los resultados de un bicensayo para deteccién de resistencia es la

posibilidad de seleccionar aquelles productos tdxicos para los que la poblacién ain no desarrolla resistencia

{Lagunes-Tejeda y Vizquez-Navarro, 1994).
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3. Factores que afectan los resultados del bioensayo

La respuesta de un organismo a un téxico es caracteristicamente especifica, y puede variar entre razas, estados y
sexos dentro de una misma especie, y ser afectada por el procedimiento experimental o el métode empleado para

medir la respuesta (Lagunes-Tejeda y VAzquez-Navarro, 1994).

a) Factores inherentes al organismo de prueba
Existen caracteristicas relacionadas intimamente a la biologia del insecto como fase de desarrollo, edad, peso y

sexo de los individuos dz prueba que influyen definitivamente sobre la respuesta de los organismos en ¢l bioensayo,

- Edad y estado de desarrollo

Las diferencias en susceptibilidad a insecticidas de los estados sucesivos del ciclo vital de los insectos se deben
presumiblemente a los cambios en anatomia, fisiologia y tamaiio por los que pasan. Por esta razén, las diferencias en
susceptibilidad se manifiestan mds en individuos con metamorfosis completa que en los que presentan metamorfosis
parcial. Del misme modo, la susceptibilidad en cada etapa en la vida del insecto esta afectada por diferentes causas:
desarrollo y cambios asociados a la muda en larvas y ninfas; reorganizacion anatdémica y cambios en el metabolismo
en huevos y pupas y finalmente, cambios en los habitos alimenticios, madurez sexual y edad del adulto (Busvine,
1971 en Lagunes-Tejeda y Vizquez-Navarro, 1994).

- Sexo
De maner general, en insectos, los machos son més susceptibles a insecticidas que Ias hembras (Busvine, 1971
en Lagunes-Tejeda y Vazquez-Navarro, 1994),

b) Factores inherentes al procedimiento experimental
El protocolo para cada bicensayo contiene una serie de especificaciones que indican el tratamiento que se dara al
organismo durante ¢ desarrollo del experimento y después de este. La combinacién de tales factores repercuten

directamente en los resultados del ensayo y caracterizan a cada procedimiento.

- Factores ambientales y alimentacion

A pesar de que sabe que la temperatura y humedad relativa tienen cierto efecto sobre los resultados del
bicensayo, Ia manera mediante la cual se produce este efecto sobre el insecto, ¢l insecticida 0 ambos, no ha sido
satisfactoriamente clarificada.

En e caso de la iluminacién, esta puede modificar el comportamiento del insecto, lo que puede infiuiren la
sobrevivencia directamente al afectar la 1asa metabdlica, o bien influir indirectamente en los bioensayos en que ¢l

insecto incremente la dosificacidn recibida al desplazarse sobre una superficie tratada.
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Con respecto a la dieta, la cantidad y calidad de esta puede afcetar el tamafio y la capacidad de sobrevivencia del
insecto, ademas de que puede existir una diferencia en la tolerancia entre individuos recién alimentados y aquellos

que se han mantenido sin alimento por un tiempo (Busvine, 1971 en Lagunes-Tejeda y Vazquez-Navarro, 1994),

- Método de exposicion

Se recomienda seleccionar una fase apropiada del ciclo biolégico del insecto a tratar y elegir un tipo apropiado de
bioensayo para medir la respuesta. El bioensayo mis satisfactorio serd aquel que ofrezca en los resultados la menor
heterogeneidad, Ja pendiente més pronunciada y el menor valor DLy (Champ & Dyte, 1976 en Lagunes-Tejeda y
Vizquez-Navarro, 1994).

La manera de exponer el organismo de prueba al téxico ¢s muy variada; de manera general se pueden establecer
tres métodos principales: aplicacién tdpica, fumigacién y exposicion residual, La aplicacidn tépica consiste en la -
deposicién de una cantidad conocida del 1dxico sobre ¢l cuerpo det organismo. La fumigacién se refiere a la
confinacion del organismo en un contenedor cerrado donde se libera un 1dxico que ejerce accidn toxica en su fase de
vapor. El método residual consiste en la exposicion del organismo a un ambiente contaminado con cierta
concentracién de téxico {(Lagunes-Tejeda y Vizquez-Navarro, 1994}

A pesar de lo laboriosos del procedimiento, 1a aplicacidn tépica es el método mas empleado para detectar

resistencia.

- Tiempo de evalvacién

El tiempo que transcurre entre el inicio del tratamiento y la evaluacion de la respuesta, influye en ¢l tipo y grado
de esta tltima. La exposicion al insecticida puede ser continua ¢ puede establecerse un periodo limitado de
exposicion seguido de un periodo de recuperacion que tiene una duracién suficiente para que se estabilice la
respuesia (Champ & Dyte, 1976 en Lagunes-Tejeda y Vizquez-Navarro, 19%4). El tiempo de exposicién depende del

tipo de bicensayo y también de las caracteristicas de accién del insecticida,

- Tamafio de muestra

Para obtener una estimacién confiable en una regresidn dosis-mortalidad, se propone una muestra con un minimo
de 120 individuos (Robertson et al.,, 1984 en Lagunes-Tejeda y Vazquez-Navamo, 1994). Sin embargo, existen
limitantes metodolégicas para obtener tal cantidad de individuos, como es el caso de las gallinas ciegas, que son

especialmente dificiles de criar y de mantener en condiciones de laboratoric (como en el presente estudio).
Por ello muchas veces no es posible contar con el numero ideal de ejemplares para realizar un bioensayo, y sélo

resta el utilizar una muestra lo suficientemente confiable para obtener diferencias estadisticas significativas (prueba

de Xi?) entre los tratamientos y el testigo {Delgado, com. pers.).
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B.3. Sustentabilidad y la bisqueda de una agricultura sustentable

1. Definicién y principlos

La definicidn de sustentabilidad depende de] contexto en el cual es utilizado, ya que las implicaciones del
conceplo varian dependiendo de! enfoque propuesto (Shearman, 1990 en Meyer & Helfman, 1993). Desde un punto
de vista ecoldgico, en acuerdo con la Sociedad Ecolégica de América {(ESA), la sustentabilidad es el manejo de
précticas que no degradarin el sistema en explotacién o algunos sistemas adyacentes (Lubchenco et al., 1991 en
Meyer & Helfman, 1993). Este enfoque se ha incorporado y enriquecido para afrontar los problemas contempotdneos
de la agricultura.

Una agricultura sustentable se fundamente en et empleo de métodos de producei6n que protejan al medio
ambiente y a |z biodiversidad, y a la vez conserven los recursos naturales para las futuras generaciones. De acuerdo

con Pimentel et a1. {1989), una agricultura sustentable de bajos insumos expresa principios ecolégicos tales como:

a) adaptar el sistemna agricola 8] medioambiente de la regidn, incluyendo ¢l suelo, agua, clima y la biota presente
en el sitio;
b) optimizar el uso de recursos bioldgicos, quimices y fisicos en el agroecosistema

c) desarrollar estrategias para minimizar sus efectos negativos sobre el medio ambiente

Aun cuando este enfoque holistico es muy complejo, se puede simplificar parcialmente al concentrar la
atencidn en 4 factores principales; nutrientes del suelo, agua, energia y plagas. El objetivo es conservar los nutrientes
del suclo y el agua, mientras que simultineamente se fomenta la presencia de organismos benéficos y se suprime a
las plagas. Al conservar el suelo y los recursos acuiferos, se reducen los insumos de fertilizantes comerciales y la
irrigacidn, con lo cual se reducen los costos de produccidn. La erosién del suelo afecta adversamente la
productividad de los cultives al reducir la disponibilidad de agua, de nutrientes inorgénicos, de la materia organica y
al restringir la profundidad de enraizamiento en la medida que el suelo se agota (Pimentel et al,,1989).

Es principalmente la pérdida de agua por escurrimiento en un suelo erosionado lo que reduce la productividad de
los cultivos. Tanto la erosion provecada por el viento como la provocada por el agua, reducen también la capacidad
de retencidn de agua del suelo al llevarse la materia orgénica y las particulas de suelo més finas. La escasez de
nutrientes inorgénicos es otro de los factores que limitan sustancialmente la productividad de los cultivos. La erosién

no se lleva todos los nutrientes de manera uniforme.

Vatios estudios han demostrado que el material erosionado es normalmente de 1.3 a 5 veces mas rico en
material orgénico que el suelo remanente. Por otra parte, una estrategia mis holistica de manejo podria reducir las
plagas utilizando una combinacién de métodos de control en lugar de vna tictica unilateral tal como el empleo de
pesticidas, E] disefiar y mancjar el agroecosistema, teniendo en mente 1a idea de cuidar tanto el cultivo como el
medioambiente contribuird también a conservar los recursos suele y agua al mismo tiempo que se fomentan

condiciones desfavorables para las plagas (Pimentel et al.,1989).
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2. Recursos blolégicos

Existen muchas especies en la biota natural cuyas maitiples funciones son esenciales para la agricultura: la
fijacion de nitrégeno, la descomposicién de desechos, el reciclaje de nutrientes, la proteccién de los cultivos y el
ganado al ataque de plagas, la polinizacidn de los cultivos, la conservacion de los recursos suelo y agua, asi come
para la preservacién del material genético para el cruzamiento de cultivos o el ganado.

El uso de algunas leguminosas, ademas de contribuir a fijar cantidades importantes de nitrdgeno, sirve como una
proteccion viviente para el suelo de la erosién eblica e hidrica, o bien para reducir las malas hierbas o insectos plaga
(Villalobos, 1995).

Un suelo fértil, bien conservado, puede considerarse en gran parte, COMmMo un organismo vivo.

El contenido de materia orgénica en un suelo agricola deberfa ser al menos de un 4% en ambientes templado-
mimedos para asegurar la existencia de biota suficiente y asi descomponer desechos y reciclar los nutrientes; también
deberd existir en este suelo una poblacidn adecuada de lombrices € insectos para una eficiente aereacién y un buen
drenaje de agua, La abundancia de a biota del suelo esta directamente relacionada con la cantidad de la materia
organica en ¢l suelo, Es aqui donde toma relieve €l establecimiento de ticticas de conservacion de suelo (labranza
minima, formacién de surcos, aplicacién de estiéreol, fabricacidn de compostas, ete.), que ademas de fomentar la

biota, permite el incremento de la productividad del suelo (Villalobos, 1995).

3. La materia orgdnica como herramienta de sustentabilidad

La materia orghnica del suelo {MOS) es una mezcla compleja de un amplio espectro de compuestos orgénicos
que tienen sus contrapartes en los tejidos biolégicos. Puede ser definida come un amplio espectro de constituyentes
orgénices que incluyen [a biomasa microbiana del suelo, restos de plantas, animales o microorganismos parcialmente
descompuestos, y sustancias hiimicas (Villalobos et al.,1997).

En general, la MOS comprende una fraccién bidtica (biomasa microbiana) y tres fracciones abidticas que

presentan diferentes tasas de descomposicidn (Goh, 1980 en Villalobos et al., 1933):

a) una fraccién soluble que los microorganismos descomponen rapidamente y estd lista para incorporarse a las
cadenas biolégicas

b} una fraccién también degradable pero a una tasa mucho menor debido a la complejidad del sustrato o a sus
mecanismos protectores

¢} una fractién que es sumamente resistente a la degradacidn debido a la complejidad estructural y/o a los

mecanismos protectores que conllevan a su estabilidad en el suelo

La fraccién de la MOS que sufre cambios y esta disponible para su uso inmediato por parte de la biota edafica
podria estar jugando un papel critico en la expresion del daflo causado por gallinas ciegas. Esta fraccidn estaria
directamente relacionada con la actividad alimenticia de la planta, el insecto y con los entomopatégenos. Su carencia

en el suelo seria un factor determinante en el dafie causado por la gallina ciega (Villalobos et al., 1993).
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La manera como la materia organica modifica favorablemente la estructura del suclo es mediante la formacisn de
agregados. En estos agregados de suelo la materia organica actiia como material cementante de las particulas
minerales de suelo. También es un elemento importante para mantener las propiedades quimicas del suelo tales como
la capacidad de intercambio catiénico y el pH, ademés de presentar un efecto amortiguador de los cambios del pH en
un rango muy amplio {Villalobos, 1995). Por otro lado, la MOS es la mayor fuente de nutrientes requeridos por las
plantas. Aproximadamente un 95% del nitrégeno y del 15 al 80% del fésforo en ta superficie del suclo se encuentra
en la MOS.

Se ha observado que algunos cultivos crecidos en suelos con un buen contenido de materia organica son mas
vigorosos, més saludables y tienc mayor contenido nutricional que cultivos que crecen ¢n suelos tratados con
cantidades equivalentes de nutrientes inorganicos provenientes de fertilizantes (Villalobos, 1995). De 1a misma
manera se ha sugerido que la MOS tiene un efecto positivo sobre 10s enemigos naturales, El contenido y efectividad
de la bacteria Serratia entomophila, agente causal de la enfermedad ambarina en larvas de Costelytra zealandica, fue
supertor cuando se compararon dos suelos con una diferencia del 2% en su contenido de materia orgénica {Villalobos
et al. 1993). Se ha detectado que las enfermedades en C, zealandica son el principal factor bidtico de mortalidad en
varias localidades de Nueva Zelanda. En esta especie, se ha calculado que sélo un 17% de los huevos depositados, en
una generacin anual, emergen como adultos bajo condiciones de campo, La mayor parte del 83% de Ja mortalidad
restante ocurre en la fase larvaria (Cameron & Wigley, 1989 en Villalobos, 1995) y 1a funcifn de la materia orgénica

para generar reservorios de entomopatdgenos puede jugar un papel fundamental en ello (Villalobos, 1995).,

4. La agricultura convencional y la sustentable: aspectos econdmicos y ambientales

Tres de las dificultades principales que enfrenta la agricultura convencional son los elevados costos de
produccion, el serio problema de la degradacién de los recursos naturales, asi como la inestabilidad de los

rendimientos y de los precios de los cultivos

Cuando se comparan los beneficios econémicos y ambientales de cultivos producidos mediante pricticas de
agricultura sostenible con otros producidos con métodos convencionales, es posible observar puntos faverables
{Pimentel et al., 1989). Sin embargo, hay que reconocer que las estrategias de la agricultura sustentable pueden dar
resultados positivos en algunos lugares, pero pueden ser menos efectivas en otros. Es por esta razén que debe tenerse
un especial cuidado en seleccionar tecnolegias apropiadas utilizando los recursos propios de la localidad, Un
elemento importante a considerar es que la mayor parte de las evaluaciones comparativas entre una agricultura
sustentable y una convencional toma en cuenta principalmente criterios econémicos y poca atencidn s presta a
aquellos aspectos que dificilmente pueden ser cuantificados, cono son los efectos indirectos. Tampoco se consideran
los valores culiurales y religiosos de las poblaciones humanas en estudios sobre la rentabilidad econémica de los
cultives (Villalobos, 1995). La agricultura sustentable no representa de ninguna manera un retomo a los métodos de
la revolucidn preindustrial; sdlo se trata de una combinacién de las técnicas agricolas tradicionales con las técnicas
modemas. Los sistemas sustentables manejan equipo modemno, semillas calificadas, impulsan précticas de
conservacién de agua y suelo y promueve las Gltimas innovaciones en alimentacién y manejo de ganado. Ademés, se
hace un especial énfasis en la diversificacidn y retacidn de cultivos, en la regeneracion del suelo y en el control

natural de plagas (Reganold et al., 1990).
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