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El control bioldgico se ha utilizado
desde hace varias décadas para
combatir plagas de importancia
econdmica. El uso de este recurso
ha ido en aumento, anteponiéndo-
se como una alternativa a los insec-
ticidas quimicos que tanto dafian el
ambiente. EI microorganismo que
se ha utilizado con mayor preferencia en este tipo
de insecticidas es Bacillus thuringiensis, una bacteria
esporulada que produce un cristal proteico (d-
endotoxina), al cual se le atribuye la actividad insec-
ticida. Dicho cristal, al ser ingerido por el insecto, se
convierte en una toxina activa en el intestino, for-
mando en él canales i6nicos que permiten el libre
flujo de iones y liquidos, lo cual causa la muerte del
insecto. El uso de productos formulados de Bacillus
thuringiensis, a nivel mundial, se ha incrementado
notablemente, y la mayor aplicacién de éstos es para
el control forestal y agricola de lepidépteros. Den-
tro de los lepid6pteros estan las especies del género
Diatraea, principalmente D. saccharalis, que provo-
can grandes pérdidas en los cultivos de cafia de

[] El presente articulo esta basado en la investigacion «Elabora-
cién de formulados de Bacillus thuringiensis var. kurstaki y deter-
minacion de la actividad toxica contra larvas de Diatraea sac-
charalis (Fabricus)(Leopidoptera: pyralidae) en laboratorio y cam-
po», galardonado con el Premio de Investigacion UANL 2002
en la categoria de Ciencias de la Tierra y Agropecuarias, otorga-
do en sesion solemne del Consejo Universitario de la UANL, en
septiembre de 2003.
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azlcar y maiz. El dafio se debe a que las larvas
cavan galerias dentro de los tallos, lo que reduce el
crecimiento y debilita la planta, al punto en que al-
gunas pueden quebrarse o morir. Basicamente el
dafio a la cafia de azlcar causado por este insecto
se caracteriza por el corazén muerto en las plantas
jévenes, punta muerta en las plantas mas viejas, ta-
llos rotos, pérdida de peso en azlcar y dafio a la
cafia que se utiliza para semillas.? Los reportes en-
contrados hasta la fecha indican que las plagas de
Diatraea sp. son combatidas con quimicos o bien
por control biolégico con parasitoides,® sin embar-
go, este recurso presenta serias desventajas, como
la incompatibilidad fisioldgica entre otros muchos
factores, que impiden que este tipo de control resul-
te exitoso en un momento determinado. Actualmen-
te existe poca informacién acerca del control de D.
saccharalis mediante B. Thuringiensis,* esto da lu-
gar al disefio y utilizacion de un bioinsecticida a base
de una cepa de B. thuringiensis con actividad téxica
especifica para D. saccharalis, considerandolo como
una alternativa viable y factible para el control de
esta plaga. Desde un punto de vista general, el de-
sarrollo de este bioinsecticida presenta multiples ven-

*Departamento de Microbiologia e Inmunologia, Facultad de
Ciencias Bioldgicas, UANL., San Nicolas de los Garza, N.L.
**Departamento de Biotecnologia Industrial, Instituto Tecnolégi-
co de Durango, Durango, Dgo., México.

***|nstituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias. Campo Experimental Centro de Jalisco, Ocotlan Jal.
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tajas sobre los tipos de control ya utilizados, debido
a que B. thuringiensis es altamente especifico, y no
presenta las desventajas que implica el uso de
parasitoides, por lo que la importancia de este tra-
bajo reside en la seleccién y formulacién de una
cepa de B. thuringiensis con actividad téxica contra
este insecto, proporcionando una alternativa inocua
al medio ambiente y eficaz .

Metodologia
D. saccharalis

La cria se inici6 a partir de 30 pupas proporciona-
das por el Departamento de Agricultura de Estados
Unidos en Weslaco TX. Se mantuvieron durante todo
el ciclo bioldgico en dieta artificial,® modificada. La
produccién de larvas se mantuvo o se aumento se-
gun los requerimientos.

B. thuringiensis

Se utilizaron 12 cepas de B. thuringiensis HD y nati-
vas de la coleccion del Departamento de Microbio-
logia e Inmunologia de la F.C.B., las cuales fueron:
HD-1 var. kurstaki, HD-2 var. thuringiensis, HD-9
var. entomocidus, HD-29 var. galleriae, HD-37 var.
dendrolimus, HD-59 var. thuringiensis, HD-133 var.
aizawai, HD-137 var. aizawai, HD-551 var. kenya,
GM7 var. aizawai, GM10 var. aizawai y GM34 var.
kurstaki.

A nivel de matraz se obtuvieron los extractos del
complejo espora-cristal por el método de lactosa-
acetona.®

Cada uno de los extractos obtenidos se utiliz en
bioensayos de toxicidad contra larvas de dos dias
de edad de D. saccharalis. Las dosis utilizadas fue-
ron de 50 y 500 ug del extracto de B. thuringiensis
por ml de dieta.

Se seleccionaron las cepas que presentaron una
actividad toxica arriba del 50% con la dosis de 50
png/ml y se sometieron a un nuevo bioensayo, utili-
zando ocho concentraciones para determinar la con-
centracion letal media. Las concentraciones utiliza-
das fueron: 10, 15, 20, 25, 35, 55, 65, y 100ug/
ml, y los resultados obtenidos se sometieron al mé-
todo estadistico Probit. La mortalidad se registro sie-
te dias consecutivos, para determinar el tiempo letal
medio.

En las cepas toxicas se identificaron los genes
crylAa, crylAb, crylAc, crylBy crylC, mediante la
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reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).” Se rea-
lizaron ensayos de inmunodeteccién para determi-
nar el tipo de toxina producida. Los antisueros utili-
zados fueron el antiCry1Ac, que reconoce CrylAa,
CrylAby CrylAcy el antiCry1B. &

En base a estos procedimientos, se seleccioné la
cepa mas efectiva y se propagé a nivel de fermen-
tador para obtener grandes cantidades del comple-
jo espora-cristal; la recuperacion del complejo se
realizd por el método de lactosa-acetona.®

Bioensayos de preferencia alimenticia

Los bioensayos de preferencia alimenticia se reali-
zaron para determinar el polimero y el fagoestimu-
lante mas aceptado por D. saccharalis. Para esta
prueba se elaboraron formulados granulares sin
extracto de B. thuringiensis de la siguiente manera:
los polimeros utilizados fueron: (almidén de maiz
modificado) gelatina bovina y pectina de limon. Los
fagoestimulantes utilizados fueron Coax® (fagoes-
timulante comercial), azlcar (sacarosa) y cafia de
azUcar en polvo. Los formulados se elaboraron mez-
clando 50 g del polimero con y sin fagoestimulante
al 4% + 25ml de agua destilada (por cada 509 de
polimero), todas las mezclas se incorporaron con una
espatula hasta obtener un sélido con forma de miga.
Posteriormente las mezclas se pasaron a través de
una criba con malla nimero 6, para eliminar las
particulas mas grandes y hacer uniforme su tamafio,
se colocaron en moldes de aluminio recubiertos con
papel encerado y se desecaron en un horno de tiro
forzado a una temperatura de 40 a 45°C por 24 h.
Una vez desecadas, las mezclas se molieron con un
mortero o se desmoronaron manualmente. Las for-
mulaciones granulares obtenidas se almacenaron en
botes de plastico herméticos a temperatura ambien-
te para su uso posterior. Se obtuvieron 12 tipos de
formulaciones granulares, con las cuales se realizo
el bioensayo de preferencia alimenticia por el méto-
do de dos alternativas.® Se enfrentaron todos los
pares posibles, y resultaron 78 combinaciones. Se
utilizaron 10 larvas neonatas para cada par proba-
do, con cinco repeticiones para cada uno.

Segun los resultados obtenidos en los bioensa-
yos de preferencia alimenticia, se desarrollaron for-
mulados granulares y asperjables con el polimero y
el fagoestimulante mas aceptado por D. Saccharalis,
usando B. thuringiensis al 3, 7, 10% para pruebas
de laboratorio. Para la elaboracion de los formula-
dos granulares, se siguié la misma metodologia que
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se utilizé para la elaboracién de los formulados
granulares en los bioensayos de preferencia alimen-
ticia, considerando en este caso la adicion de B.
thuringiensis a las concentraciones mencionadas.
Para la elaboracién de los formulados asperjables
se hicieron las soluciones acuosas con los polimeros
correspondientes, en las cuales se disperso el fagoes-
timulante y el extracto de B. Thuringiensis.*°

Bioensayos para determinar actividad toxica

Para los formulados granulares se utilizaron cajas
de petri desechables de 5 cm de diametro, con el
fondo cubierto con una capa de pasta de paris y
carbén activado, se colocaron en el centro 0.2 g del
formulado, dejando humedecer por espacio de una
hora, posteriormente se colocaron 20 larvas de dos
dias de edad y se les permiti6 alimentarse sobre el
formulado por 24 horas. Para cada formulado se
hicieron cinco repeticiones, después de las 24 horas
de exposicion a los formulados, se determiné el por-
centaje de mortalidad y se seleccionaron cinco lar-
vas sobrevivientes de cada caja (25 en total para
cada formulado), las cuales se transfirieron a copas
individuales con dieta artificial, se determind la mor-
talidad a los siete dias.! Los formulados asperjables
fueron reconstituidos en agua estéril para incorpo-
rarse a la dieta artificial de D. saccharalis ajustando
las tres concentraciones de los formulados a la dosis
50 pg/ml. El bioensayo fue realizado con la meto-
dologia antes descrita para los bioensayos de toxi-
cidad de los extractos de B. thuringiensis.

Pruebas de campo

Se utilizé una parcela con el cultivo de cafia de azu-
car Saccharaum officinarum, ubicada en la locali-
dad de La Escalera, municipio de Ameca, Jalisco, y
se realizé durante los meses de mayo a agosto de
2001. La variedad presente en el area del experi-
mento fue la MEX-801410. Los tratamientos utiliza-
dos fueron: testigo sin aplicacién, blanco granular,
blanco asperjable, granular 3%, granular 7%,
granular 10%, asperjable 3%, asperjable 7%,
asperjable 10% y un testigo comercial (Lepinox). La
unidad experimental estuvo constituida por 10 sur-
cos de 12 m con 1.2 m de distancia entre surcos. El
area total de tratamiento fue de 672 m2y el experi-
mento tuvo un area total de 6,270 m2. Las aplica-
ciones de las dosis insecticidas fueron realizadas
cuando la poblacién de barrenadores se encontré
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en estado de “larva penetrante”, esto es, en primery
segundo instar, antes de penetrar los tallos. La can-
tidad de aplicaciones fue dependiente del nimero
de generaciones evaluadas en el experimento. Los
formulados asperjables se aplicaron al follaje con
una aspersora de liquidos, y los formulados granu-
lares se aplicaron con saleros, segun la dosis corres-
pondiente a cada unidad experimental. Para eva-
luar los dafios en cada unidad experimental se rea-
lizaron muestreos dos horas antes de la aplicacion
de los tratamientos y a los 5, 38 y 64 dias de la
aplicacion, y se evalu6 el nimero de cepas con ta-
llos dahados. A las cafias muestreadas se les realizd
un corte longitudinal para apreciar con precision los
canutos dafiados tanto por la mordedura directa de
la larva, asi como por la coloracién roja que produ-
ce la toxina del muermo rojo Physalospira
tucumanensis, siempre que ésta sea producida por
el dafio del barrenador.

Resultados

El establecimiento de la cria de D. saccharalis dio
como resultado una cria masiva, suficiente para la
realizacion de bioensayos a nivel de laboratorio y
de campo. El tiempo de generacion se logro acor-
tar a 30-35 dias. Las cepas que se consideraron
toxicas a Diatraea saccharalis fueron: HD-133, HD-
551, GM7, GM10 y GM34. El andlisis de varianza
y la comparacién de medias por la prueba de Tukey,
Pd<0.05 indicaron que no hay diferencia significa-
tiva en la mortalidad causada por estas cinco cepas
(F = 1.852, gl = 4, Pd = 0.05). Sin embargo, la
cepa que presento la menor CL,, (33.21 pg/ml) fue
la GM34. La cual es tres veces mas toxica que la
GM10, casi tres veces mas que la GM7, 2.6 veces
mas toxica que la HD-133 y dos veces mas toxica
gue la HD-551. El tiempo letal medio para la cepa
GM34 fue de tres dias.

Los analisis de PCR revelaron la presencia de los
genes cryl en cada una de la cepas: HD-133
crylAa, crylAb, crylC; HD-551 cry1Aa, crylAb cry1B;
GM7 crylAa, crylAb crylB; GM10 crylAa, crylAb,
crylAc, crylC; GM34 crylAa, crylAb, crylAc. El
andalisis de inmunodeteccion mostré que las cinco
cepas toxicas sintetizan alguna de las proteinas Cry1A,
y Unicamente la cepa HD-551 sintetiza la proteina
CrylB, de acuerdo al analisis de PCR la cepa GM7
posee el gen crylB; sin embargo, en la inmunode-
teccion no se observé la produccioén de la proteina
correspondiente a este gen.
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De todas las formulaciones, incluyendo el con-
trol que consistid en trozos frescos de cafia de azu-
car, el analisis de varianza revel6 que existe una alta
diferencia significativa entre todos los formulados y
el control (F = 96.2912, gl = 12, P < 0.01). Ade-
mas reveld diferencias significativas entre los fagoes-
timulantes (F = 24.6526, gl = 1, Pd< 0.01) e indi-
0 el orden de preferencia: cafia de azlcar fresca >
cafa de azucar en polvo > azlcar > Coax[. Por la
prueba de Tukey, se determind que los formulados
mas aceptados por las larvas fueron los elaborados
a base de almiddn-gelatina-cafia de azlcar en pol-
vo y almidon-pectina-cafia de azlcar en polvo, sien-
do seleccionado el primero por ser los polimeros y
fagoestimulantes mas econémicos y de alta dispo-
nibilidad.

En funcion de los resultados obtenidos, se selec-
ciono el soporte Capsull]-gelatina-cafia de azlcar
en polvo y la cepa GM34 para elaborar el formula-
do en forma granular y asperjable. Posteriormente
se procedi6 a la realizacion de los bioensayos, en
donde los formulados granulares causaron una
mortalidad de 44% para la concentracion de 3%;
76% para la concentracion de 7%y 81% con la con-
centracion de 10%. Los asperjables causaron una
mortalidad similar entre las tres dosis, ya que ésta
habia sido ajustada, 97.22% para la concentracion
de 3%; 84% para la concentracién de 7% y 88%
para la concentracion de 10%.

Las especies de barrenadores presentes en las
pruebas de campo fueron Diatraea considerata y
Eoreuma loftini, las larvas encontradas en el mues-
treo a los cinco dias de la aplicacion fueron de 3° a
59 instar. De acuerdo al analisis de varianza, se
aprecia que la mayor cantidad de cepas con inci-
dencia de dafio ocurri6 en la etapa inicial del expe-
rimento, esto es, el dia de la aplicacion, al quinto
dia después de la aplicacion se observd una inci-
dencia de dafio menor en las cepas tratadas, y en
los muestreos a los 38 y 64 dias después de la apli-
cacion, la incidencia de tallos dafiados fue muy baja.
Al aplicar la técnica de contrastes ortogonales, el
analisis de varianza indicé que hubo diferencias en
el contraste de la dosis baja del asperjable (3%),
contra las dosis media y alta del asperjable (7 y 10%),
teniendo menor efectividad la del 3%. Los contrastes
ortogonales indicaron ademas diferencias altamen-
te significativas entre los tratamientos granulares y
asperjables, entre los tratamientos granulares y el
testigo comercial y el dia de la aplicacién y a los
cinco dias después de la aplicacion. A los 38 y 64
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dias después de la aplicacion no hubo diferencias
significativas en ningun contraste debido a que la
incidencia poblacional de barrenadores no se in-
crementé. Los tratamientos con formulados
granulares tuvieron los niveles de dafio mas altos,
superando incluso al testigo sin aplicacion.

Discusion

Diatraea saccharalis es un plaga cuyas infestaciones
alcanzan indices hasta de 30% de canutos
barrenados. Bajo estas condiciones se estima que
las pérdidas producidas pueden ser cuantiosas, con-
siderando que arriba del 15% se cataloga como
grado de infestacion alto. Su combate ha represen-
tado uno de los principales problemas, debido a
que casi la totalidad del periodo larval lo pasa en el
interior de los tallos de la cafia, protegiéndose de
esta manera de las condiciones climaticas y de los
insecticidas.*? A través de los Gltimos 40 afios se han
realizado importantes esfuerzos para encontrar al-
ternativas viables para el control de esta plaga, sin
embargo los resultados han sido muy pobres. El
hallazgo de la cepa GM34 proporciona una alter-
nativa viable para el control de este insecto.

Existe una gran relacion entre la toxicidad de la
cepa GM34 con la presencia de los genes crylAy
las proteinas que sintetiza, sin embargo no se des-
carta que la toxicidad de la cepa pueda provenir de
algun otro gen diferente a los que se detectaron.

Este estudio demostré que la presencia de los
fagoestimulantes aument6 la preferencia de un for-
mulado en particular por parte de las larvas y que
los polimeros biodegradables afectaron positiva o
negativamente la preferencia. Las larvas de esta plaga
prefirieron ampliamente la formulacion elaborada
con almidon, gelatina y cafia de azucar en polvo,
sobre todas las otras combinaciones realizadas. Se
observa entonces, que para un control exitoso de
esta plaga, la formulacién no s6lo depende de la
cepa seleccionada de B. thuringiensis sino también
de los ingredientes inertes que sirven como
acarreadores del principio activo, por lo que es ne-
cesario hacer un estudio de la amplia variedad de
aditivos existentes para mejorar las formulaciones y
esto dependera en gran medida del insecto y de sus
habitos alimenticios.

Los formulados dieron resultados exitosos en la-
boratorio, lo que alent6 la continuacioén de los estu-
dios de estos formulados a nivel de campo.

Una de las condiciones primordiales para el éxi-
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to de este bioinsecticida es que las aplicaciones de-
ben realizarse en el tiempo adecuado, es decir, cuan-
do las larvas pequefias son el estado predominante
y aun no han penetrado al tallo.

Respecto a los formulados asperjables resultaron
mas exitosos, porque recubren el follaje de la plan-
ta, quedando ésta bien protegida. Los tratamientos
granulares tuvieron los niveles de dafio mas altos,
superando incluso al testigo sin aplicacion, lo que
puede atribuirse a la falta de adherencia del granulo
a la hoja de la planta, por lo que debe ser conside-
rado el uso de adherentes para mejorar estas for-
mulaciones, otra causa posible es que las parcelas
no hayan presentado una infestacion homogénea,
ademas de la falta de tecnologia disponible para
aplicar formulados granulares. El formulado asper-
jable, cuya concentracion es del 10%, mostro carac-
teristicas adecuadas para ser utilizado en campo y
competir con los insecticidas comerciales cuyas con-
centraciones fluctian entre 15 y 20%. La persis-
tencia en campo para el formulado asperjable fue
de cinco dias, comparado con dos o tres dias de
persistencia en otras formulaciones. Estas caracteris-
ticas dan ventajas al formulado asperjable, introdu-
ciendo una nueva alternativa en el control de esta

plaga.
Resumen

La elaboracion de una formulacion a base de Bacillus
thuringiensis, que incluya polimeros biodegradables
y fagoestimulantes, se platea como una alternativa
para el control del barrenador de la cafia de azlcar
Diatraea saccharalis. La formulacién 6ptima fue: al-
middn-gelatina-cafia de azlcar en polvo a la cual
se le adicioné la cepa GM34 seleccionada por su
alta toxicidad. Los formulados fueron evaluados a
nivel de laboratorio, donde dieron éptimos resulta-
dos, y a nivel de campo, donde el mejor formulado
resultd ser el asperjable con una concentracion me-
nor que los formulados comerciales, dando esto una
ventaja para su posible comercializacion.

Palabras clave: Bacillus thuringiensis, Diatraea
saccharalis, Control biolégico, Formulacion, Cafia
de azlcar.

Abstract

The production of a Bacillus thuringiensis-based for-
mulation including biodegradable polymers and

CIENCIA UANL/ VOL. VI, No. 4, OCTUBRE-DICIEMBRE 2003

feeding stimulants, is proposed as an alternative to
control the sugarcane borer Diatraea saccharalis. The
best combination of ingredients to prepare the for-
mulation was: encapsuled-gelatin-powdered sugar-
cane and the GM34 strain, which was selected due
to its high toxicity. The formulations were evaluated
in laboratory successfully. Field tests were conducted
and the best result was the sprayable formulation
which contains a lower concentration of B.
thuringiensis than commercial formulations. This fea-
ture gives an advantage for its possible commerciali-
sation.

Keywords: Bacillus thuringiensis, Diatraea saccharalis,
Biological control, Formulation, Sugarcane.
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