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I. RESUMEN 

Las larvas de escarabajos (Colcoptera:Melolonthidae) conocidas comúnmente como "gallinas ciegas", 

se han convertido en los últimos años en una pIaga de importancia económica en varios cultivos, entre los que 

destaca el malz. El problema se ha intentado contrarrestar mediante el uso de agroqufmicos, lo que ha 

resultado una soluciÓD limitada. Es por esa razón que el control biológico de plagas adquiere una especial 

relevancia. Uno de los ejemplos más contundentes del control biológico es el de Bacil/us thun"ngiensis (BI), 

una bacteria gram positiva que produce crista1cs proteicos (delta-endotoxinas o proteinll5 Oy) con actividad 

tóxica específica para diferentes órdenes de insectos, entre ellos los del Orden Coleoptera. El presente estudio 

se enfocó a la detección y evaluación de la actividad tóxica de cepas de BI con potencial para el manejo de 

escarabajos Me1olonthidae. 

Se realizaron tres bioensayos de infección en condiciones de laboratcrio utilizando larvas de tres 

especies de gallina ciega: Anomala inconslans de primer y tercer estadio, Phyllophaga ravida de primero y 

segundo estadio y Phyllophaga trichodes de tercer estadio, las cuales fueron aisladas y alimentadas con 

~gmentos pequeños de zanahcria o agar impregnados con las diferentes cepas de BI probadas. Se evaluó la 

toxicidad de 7 cepas de Bt ml84. 1820S. IB324 e 18477 en los bioensaycs 1 y II, IB209, IB293 Y KB92 

(Ouibut) en el bioensayo 111. Como testigo positivo se utilizó la cepa Ouibui y como testigo negativo se utilizó 

zanahoria o agar libre de bacteria Las 6 primeras cepas forman parte de una colección perteneciente a1 

Instituto de Biotecnologla de la Universidad Nacional Autónoma de México (lBt-UNAM), mientras que la 

cepa Ouroui es originaria del Japón, donde ha sido aislada y evaluada con resultados promisorios. 

Para la realización de los bioensayos se consideraron diferentes parámetros de toxicidad para su 

evaluación: mortalidad, anorexia y morbi·mortalidad. En el tercer bioensayo, además, se determinó la 

Concentración Letal SO (CLso) de las cepas probadas. En los primeros dos bioensayos, la cepa IB477 resultó 

la de mayor efectividad en la mayoría de los parámetros de evaluación, en contra de todas las especies de 

gallina ciega utilizadas. Le siguieron en actividad tóxica las cepas IB205 e 18184 y sólo la cepa 18324 

presentó inocuidad en este sentído. Al determinar la CLso en el bioensayo m, se observó que la cepa 18209 en 

sus dos mezclas espora:cristal (1:7 y 1: 1) presentó la mayor actividad tóxica del grupo de cepas nativas 

evaluadas en este: bioensayo, en contra de larvas de Phyllophaga trichodes de tercer estadio (valores ~ de 

1.59 Y 2.02 ~glml, respectivamente). A pesar de ello, a1 comparar estos valores con el de la cepa K.a92, 

utilizada como control en el mismo, se observaron aún diferencias en la toxicidad (valor CLso de 0.09 J.1g1m.1). 

El análisis con la técnica de la Reacción en Cadena de la Polimc:rasa (PCR) sugirió que todas las cepas 

de DI seleccionadas para realizar los bioensayos, yen especial IB477, 18205, 18209, 18293 Y KB92, son 

portadoras de genes del tipo cry8C, que han mostrado ser activos en contra de 1arvas de Melolonthidac. 

Además estas cepas cuentan con otros genes cry desconocidos que sugieren la existencia de genes cry8 

nuevos, los cuales pueden ser activos contra larvas de Melolonthidae. 

En el presente estudio se discute como utilizando 0/, el control biológico puede ser adoptado ~entro 

del paradigma de la agricultura sustentable. 
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I1.INTRODUCCION 

Los escarabajos de la familia Melolonthidac (Coleoptcra) representan un serio problema económico al 

convertirse en plagas (sobre todo en la etapa de larvas cuando son conocidas como "gallina ciega" o 

''nixticuilj, de los principales cultivos del pals como son el maíz, trigo, sorgo. fiijol, caña de azúcar, entre 

otros (Morón, 1984). Después de los lepidópteros, las larvas de Melolonthidac representan un r lugar en 

importancia como plagas del maiz (Vi11a10b0s. 1992). Esta familia está rcpresc:ntada por S20 especies cuyos 

estados larvales se presentan en el suelo y pertenecen a 13 géneros (Morón, 1984). En México, es el cultivo 

de maíz (Zea may.r L.) donde la gallina ciega provoca el daDo más importante. Las pérdidas ocasionadas poc 

gallinas ciegas del género Phyllophaga en los cultivos de mm en M6xico varian de 0.4-1.3 ton I ha I año. Los 

mayores estragos se presentan en 10 estados centrales, lo que representa aproximadamente el 50% de la 

superficie dedicada al maíz (Vil1alobos, 1992). 

La agricultura moderna utiliza una gran variedad de insecticidas para el control de plagas de insectos, y 

la gran mayorla se sintetizan quImicamc:ntc. A pesar de que se ha reducido significativamente el daño causado 

por algunas plagas con un uso intensivo de insecticidas, no se ha obtenido una reducciÓD 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 biológico, y se ha emprendido la búsqueda de variedades vegetales resistentes, además de aprovechar 

la enorme gama de posibilidades que ofrece la biologfa molecular (Núñez-Valdéz, 1993). El miaoorganismo 

más utilizado a la fecha como instnnnento de control biológico de insectos plaga es la bacteria BaciUus 

~huringiensis (BI), que con base en su estructura cspora-aistaJ. de características insecticidas (ddta

endotoxinas) atrae la atención del rnWldo de la investigación. Para la clasificación de grandes colecciones de 

cepas de Br, la técnica PCR ha demostrado ser la más versátil, rápida Y eficiente (Bravo el al., 1996). 

En nuestro país se han iniciado estudios en este sentido, pero se requiere profundizar en aspectos clave 

de la toxicidad causada por este microorganismo en particular. Existen pocos reportes del uso de BI para el 

control de melol6ntidos en México. En 1992, Arredondo reportó la presencia de cristales de Br en adultos 

enfermos de los Melolontbidae Macrodactylus nigripes Bates y M. murirrus Bates respectivamente, eo 

agroecosistemas de TIaxcala y Jalisco (Villalobos como pera.). Sin embargo, basta el momento no se han 

demostrado los postulados de K.och para este micworganismo. Es por ello que se requiere evaluar la toxicidad 

de estas cepas contra melol6ntidos, asi como desarrollar bioensayos confiables que permitan evaluar la 

actividad patogénica de dichas cepas. El presente estudio se aboca a esta tarea. 
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U.A. Antecedentes 

11.1. Control biológico de plagas 

En la década de 1950, el control biológico constituía una entidad completa y suficiente, que se podía definir 

con facilidad y diferenciar de otros métodos de control de plagas de insectos. Consistia en eliminar las poblaciones 

de plagas mediante la utilización de las propiedades biológicas de ciertos organismos. sobre todo de los parásitos. 

depredadores o competidores que se oponen al desarrollo y bienestar de las especies de insectos oocivos (NAS, 

1982). Sin embargo, W1 sinnúmero de nuevas ideas en este sentido han sido aprobadas desde entonces. pocas de las 

cuales se pueden incluir en cualquiera de las antiguas categorias. En vez de eso, tienden a definirse en un lugar 

intc:rm.cdio. y por lógica. podrían incluirse CD 2 o más categorias. Por lo tanto, los antiguos limites tienden a fim.dirsc 

y desvanecerse, y se han desechado los juicios definitivos. Esta tendencia ha sido estimulada p<r la inclinacién actual 

a usar varios tipos de control combinados, de manera que un método complementa o refuerza al otro para obtener la 

más completa eliminación de los insectos nocivos, con tm mínimo de efectos secundarios perjudiciales (NAS, 1982). 

En este sentido, el control biológico puede manejarse como la manipulación artificial de fenómenos 

biológicos naturales, con el propósito de reducir 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 t:ra\Ú de 

programas extensos de investigación en los que se aprovechan los conocimientos actuales de genética. El támino 

también implica la introducción, crla en masa y liberación de grandes cantidades de organismos depredadores o 

parásitos productores de enfcnnedades. Las prácticas de conservación y manejo del suelo que fomentan ~ 

poblaciones de aves insectfvoras Y otros animales depredadores deben de considerarse de utilidad en el control 

biológico (Davidson, 1992). Si bien algunos conceptos como resistencia de la planta hospedera, genética autocida o 

feromonas son incluidas en Wl programa de este tipo, 00 han sido aceptados como tal por lo que son comúnmente 

referidos como "métodos biológicos de control" (Garcfa el al., 1988 en Cate, 1990) o como ''métodos de control de 

plagas basados biológicamente" (YoWlgbcrg y Ridway, 1988 en Cate. 1990). 

Según Cate (1990), la tendencia actual para definir al control biológico es la tmificación de conceptos, lo que 

se traduce en las siguientes prioridacs: 

a) el reestablecimiento y mantenimiento de la homeostasis entre poblaciones 

b) el uso de relaciones simbióticas, las cuales se manifiestan según el nivel del organismo 

c) explotación del automantenimiento y las interacciones contm-adaptativas.1as cuales pueden guiar 

hacia Wl control pcm1anente 

d) la atención a problemas de la plaga como parte de sistemas holistiC08 

e) el uso de los mayores avances cien.tfficos en tecnología 

Este en.foque fomenta los mecanismos naturales de regulación y produce un ambiente desfavorable para las 

plagas, lo que reduce el uso de insecticidas químicos y también reduce los costos de producción en un 

agroecosistema. 
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Recientes estimaciones sugieren que en Estados Unidos., a pesar de que se utilizan 350,000 toneladas de 

pesticidas anualmente, aproximadamente el 3?O/O (1mOS 50, 000 millones de dólares) de la producción potencial total 

se pierde por concepto de plagas (VillaJobos, 1995). 

En particular, el control biológico presenta tres ventajas importantes con respecto al control qufmico (National 

Acad=yofScicnccs, op.ciL, en Calderón, 1998): 

1) Una vez establecido el control biológico de plagas es relativamc:o.te permanente. Los enemigos naturales de 

los que depende se perpetúan a si mismos, '1 se ajustan a los cambios de población de las plagas que atacan. 

2) El control biológico de plagas es parcialmente seguro al reducir efectos secundarios taJes como toxicidad o 

contaminación del ambiente. 

3) Los costos para el desarrollo de 1m insecticida qufmico se estiman en USAS 25 millones y para un 

bioinsecticida en USA S 1 millón. 

El control biológico fue dejado de lado por la euforia provocada por los insecticidas químicos en loo 

años 30's y 50's de este siglo. El uso de insecticidas qufmicoo afectó negativamente el ambiente y los insectos 

desarrollaron resistOlcia. Estos no enm de acciÓD especifica pam las plagas, matando también a insectos benéficos 

(Mallet. 1989 en Calderón, 1998). A pesar de que se ha reducido significativamente el daño causado por algunas 

plagas con UD uso intc:ns:ivo de insecticidas, no se ha obtenido una reducción global de las pénlidas del cultivo 

atribuidas a plagas y sf, en cambio. ha disminuido el número de sus enemigos naturales. Una estrategia más holistica 

de manejo podría reducir las plagas utilizando una combinación de métodos de control en lugar de una táctica 

unilateral tal como el empleo de pesticidas (Villalobos, 1995). 

En la actualidad, se reafinna como elemento importante en la búsqueda de 1m manejo sustentable de los 

recursos, y una nueva conciencia ecológica. 

11.2. Bt como sistema modelo de biocontrol 

Dt es una bacteria entomopatógena Gram positiva que se distingue por su capacidad de sfntesis, durante el 

proceso de esporuIaci6n, de un cristal paraesporal fonnado por 1ma o varias proteínas denominadas delta-endotoxinas 

o proteinas Cry (Figura 1). Su peso molecular varia entre 65 y 138 kDa Y son elementos de enorme interés cientifico 

y.comercial a nivel mundial fundamentalmente por sus propiedades insecticidas (Bravo el al., 1995). 

Ishiwata, UD investigador japonés, aisló esta bacteria a partir de 1m gusano de seda muerto en 1901; sin 

embargo, fue hasta los años cincuenta cuando se relacionó a la estructura cristalina que produce con los efectos 

tóxicos obserwdos al ponerla en contacto con 1arvas de insectos (Lorence, 1995). 

En 1911 fue aislada por Berlina a partir de Iatva.s enfermas de la palomilla de la harina del Mediterráneo, 

Anagasta hühnielJa (Zell.), y más tarde diversas varic:dades de la bacteria se obtuvieron a partir de diferentes 

especies de orugas infectadas (Cremlyn, 1990; Davidson, 1992). 

Durante muchos años sólo se encontraron cepas con actividad tóxica para lepidópteros; no fue sino hasta hace 

poco más de 25 ailos que se han encontrado cepas con actividad tóxica contra una mayor diversidad de organismos 

(Bravo et al., 1995). 
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Desde hace más de 30 años. las delta-endotoxinas se utilizan comercialmente en el control de insectos, 

principalmente de los órdenes: Lepidoptc:ra, Coleoptera y Diptera. Esta familia de proteinas presenta impdrtantes 

ventajas para el control de insectos en comparación con los insecticidas químicos de actividad residual. 

Estas protefnas son moléculas biodegradables por lo que DO contaminan suelos y aguas, y además por su gran 

especificidad, no son tóxicas hacia plantas y animales DO blanco (Bravo el al., 1996). 

Las cepas de BI se aislan de muestras de suelo, agua. hojas. polvo de granos almacenados, o directa.mc:nte de 

cadáveres de insectos infectados. El m~ de aislamiento consiste CD la selecc:ión de esporas por medio de 

pasteurización (Corozzi et al, 1991; c.rón et al. 1994). Las cepas de esta bactcrilI .. reconocen parla morfu1og1a 

colonial caractcristi.ca y por la producción de cuerpos paraespora1es refringentes al microscopio de contmStc de &ses. 

En México se ha logrado recopilar una colección de 2,000 cepas de Bt, a partir de muestras de suelo de diferentc:8 

regiones del país (Bravo el al., 1996). Actualmente existen grandes colecciones de cepas de Bt que han sido aisladas 

dc todas partes del mundo. 

l. Eaquema de clasllkaclón actual de las delta-endotoxinas 

En 1989 se propuso un esquema de clasificación para las delta-codotoxinas o proteínas Cry, basado en su 

~ de acción insecticida y su homología a nivel de su estructura primaria (H6ftc Y Whiteley, 1989). 

El criterio para incluir B una protefna dentro de este esquema cm quc su secuencia presentara una similitud 

significativa"con una 6 más de las toxinas conocidas. Al conocerse nuevas secuencias de genes cry fueron surgiendo 

inconsistencias en este esquema de clasificaciÓD, ya que se comenzaron a encontrnr toxinas con una alta homología 

con las ya conocidas, pero con un espectro de acciÓD completamente diferente (Crickmore et al., 1998). 

En 1993 un grupo de investigadores, reconocidos en el área. formarm UD Comité Revisor de la Nomenclatura 

de las delta-endotoxinas, que forma parte del "Bacillus Genetic Stock Center", de la Universidad de Dhio, con la 

fipalidad de actualizar el sistema de clasificación. La nueva nomenclatura se basa solamente en la similitud de las 

secuencias de aminoácidos. El criterio para incluir a una proteína dentro de este esquema es que su secuencia 

muestre una similitud significativa con una o más de las toxinas conocidas, o bien, provenga de las inclusiones 

proteicas producidas por Bt y tenga actividad pesticida u otros cfoctos tóxicos verificables contra un organismo 

blanco (Crickmore ct al., 1998). 

la denominación "ay" se conserva y a cada gc::n se le asigna tul nombre compuesto por cuatro categorías 

(Crickmore et al., 1998): 

En la primera los números romanos se sustituyen por números arábigos. De esta manera, la protema conocida 

uter10rmente como crylIlA abOl1l con base en la nueva clasificación se denomina cry3A; a todo geD cry cuyo 

producto muestre una homología menor 8145% respecto de las proteínas conocidas. se le asignará UD nuevo número 

arábigo. 

La segunda categorla es una letra ma)ÚScula. A los genes cry cuyo producto comparta mc:nos del 75% pero 

más del 45% de homologia con alguna proteina conocida se te asignará una letra mayúscula distinta 

La tercera categorla es una letra minúscula. Se le asignará a todas las proteinas que compartan menos del 95% 

de su secuencia, pero más del 75%. 
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Figura 1. Mk:rografia en microscopio electrónico de Bac/11us tIIurlng/msls, en la cual se 
detalla su estructura espora:crtstaL 
A. cristal B. espoca C. esporangio 
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Para diferenciar a las proteínas que representan diferentes tipos de otras que varíen en sólo algunos residuos, 

se utiliza una cuarta categoría que es un número arábigo. Se asignará a las proteinas cuya secuencia comparta menos 

del 100% de homologia. pero más del 95% con respecto a las protefnas conocidas. A la fecha se tienen reportadas 

mAs de 124 formas difermtes de genes ery (Crickmore el al.,1998). 

l. Estructura Y ac:tMdad tóDca de laJ delta-endotoxlnas 

Un. elemento de interés al estudiar las delta endotoxinas, es la dttenninaci6n de sus estructuras, primaria 

(secuencia de aminoácidos), secundaria y terciaria (plegamiento en el espacio). Esto es porque con este conocimiento 

se pueden correlacionar dominios estructurales con funciones específicas de la protef:na, de tal manC'B que hac:iendo 

uso de los métodos de la biologfa molecular se podrían diseñar cambios especificos de algunos aminoácidos que 

puedan dar lugar a protefnas más potentes o con especificidad más amplia (Bravo el al., 1995). 

La estructura tridimensionaJ detenninada por difracción de ra)'QS X de la porción tóxica de dos miembros de 

la tamilia de las delta-codotoxinas,las protefnas ery3A (U el al., 1991 en Lorence, 1997) yerylAa (Grochulski et 

al., 1995 en Lorence, 1997), ha revelado que estas moléculas globulares están estructwalmente organizadas en tres 

dominios (Figura 2): 

El dominio 1 (ery 3A, residuos 58 al 290; ery IAa, residuos 33 al 253), está constituido por un ramillete de 

seis alfa- hélices an6páticas que rodean a otra hélice de naturaleza hidrof6bica. la alfa-hélice 5. 

El dominio n (ery 3..1., residuos 291 al 500; ery lAa, residuos 265 81461), está fonnado por dos alfa-hélices 

cortas y tres láminas-beta antiparalelas que tc:rm..inan en asas ("Ioopsj en el vértice de la molécula. formando UD 

prisma beta (Shimizu Y Morikawa, 1996 en Bravo el al., 1996). 

El dominio nI tiene una estructura de beta-sandwich, con una topología tfpica de ''jelly-roU" (Brnvo el al., 

1996). El alineamiento y comparacién de la estructura primaria de las primeras toxinas descritas (las antenormente 

llamadas eryl, ery II y eryI/l) reveló la existencia de cinco bloques o regiones de aminoácidos altammte 

conservados, que están separados por regiones bipervariables de diferentes longitudes (Hafte y Whiteley, 1989). 
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cry3A crylAa 

Qonlinio 111 .bo ___ / 

'D"mir,io III 

Donlinio 11 

Figura 2. Estructura tridimensional de las toxinas cry3A y crylAa de Bacülus thuringiensis, 
mostrando la conformación de los dominios 1, 11 Y 111. 
(tomado de Lo ... ce, 1997) 
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Dichos bloques de aminoácidos conservados constituyen la parte central de la molécula ("el corazón de la 

toxina"), por lo que es razonable asumir que todas las toxinas cry poseen una conformación general similar y por lo 

tanto un modo de acción semejante (Li et al., 1991 en Bravo et aJ., 1996). 

Los cristales producidos por las diversas cepas de Bt son insolubles, excepto a pH alcalino. El intestino medio 

de la mayor parte de las 1arvas de insectos susceptibles (lepidópteros, dípteros y algunos coleópteros) se c~teriza 

por su alto pH y condiciones reduetoras. requerimientos indispensables para la solubilización eficiCDte de las 

inclusiones proteicas (Know!es, 1994 en l.orenee, 1997). 

La especifieidad de las delta-c:ndotoxinas está determinada por la uniÓD de estas proteínas a receptores 

específicos que se encuentran en la superficie de las ~luJas susceptibles (Knowles & Ellar, 1986). 

El modelo general. de actividad propone que los dominios proteicos se encargan del reconoeimiento de los 

receptores de membrana. Otras regiones de la misma proteína realizan la actividad tóxica, aparentemente mediante 

inserción de regicnes hidrofóbicas en las membranas celulares, produciendo lisis osmótica. Tales domÍniQS proteicos 

son. asf mismo, codificados por regiones determinadas del DNA en los genes relacicmados (Nuñez-Valdéz, 1993). 

El mecanismo de acción de las delta-endotoxinas consta de las siguientes etapas múltiples (l.orence, 1997): 

a) solubilizaciÓD del cristal 

b) procesamiento de la protoxina 

e) unión al receptor 

d) inserción a la membrana 

e) agregación 

t) formaciÓD de poros 

g) cit6lisis 

Su actividad se manifiesta por la degradación de las ~Iulas epiteliales del intestino debido a lisis osmótica de 

las mismas (Knowles y Ellar,I987 en Nuñez-Valdéz, I 993). Los síntomas que se observan en las larvas del insecto 

blanco. cuando éstas ingieren las delta-e:ndotoxinas son: cese de la ingesta. parálisis del intestino y tracto alimenticio, 

vómito, diarrea, parálisis total y finalmente la muerte (VanRie, 1992). Estos efectos comienzan a observafse un 

minuto después de la administración de las delta-endotoxinas (Gupta et al., 1985; en Lorence, 1997). Se ha 

demostrado que la sensibilidad de los insectos a las proteinas Cry se debe a la presencia de sitios especificas de 

unión (receptores) en la microvellosidad de las células epiteliales. 

Se sabe que la unién al receptor es irreversible, que es li"ecuente la heterogeneidad en el tipo y número de 

receptores del intestino medio larvario y que esto resulta en la sensibilidad a más de una toxina (Van Rie et al., 1990 

en Barreda, 2000). 
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3. Importancia de la biologia molecular en el descubrimiento de nuevos genes cry (aporte de la 

técnica de la Reacción en Cadena de la Polimerasa) 

De acuerdo con NlÍncz-Valdéz (1993). con el descubrimiento de la estructwa del material genético, en 1953, 

se inicia el nacimiento de la biologia molecular, y con ello una etapa CIlla historia de la biologia. Desde ese 

momento se empiezan a acumular una serie de conocimientos que han permitido alcanzar una imagen mAs clara del 

funcionamiento de la ctlula viva yen especial de la estructura de su material genético. El año de 1970 marca una 

etapa importante: el inicio de la manipulación enzimática del material genético de los seres vivos y 

consecuentemente, la aparición de la ingenieria genética molecular. 

Hoy en día, mediante el uso de técnicas de DNA recombinante es posible aislar fragmentos de material 

genético que llevan genes especfficos. En los últimos 20 años, el conocimiento de la biologfa molecular ha avanzado 

a pasos agigantados. Una de las principales razones de este avance radica en el estudio a nivel molecular del material 

genético yen la aplicación de la tecnologfa del DNA recom.binante. Este avance ha hecho posible la resolución de 

muchos problemas antes inaccesibles en todas las áreas de la biología a nivel básico y aplicado (Núñcz-Valdéz, 

1993). 

Se han establecido diferentes estrategias para identificar genes cry conocidos dentro de una colección de 

cepas. Estos métodos inclu}Ul desde identificación con anticuerpos hasta la identificación por medio de la técnica de 

la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), que permite una ntpida dctenninaciÓD de la presencia o ausencia de 

una secuencia de DNA blanco. (Bourque etal.,1993; Carozzi el al., 1991; Cerón et al., 1994; Cbak et al., 1994; 

Kalman el al .• 1993). La técnica PCR es un método in vitro que se utiliza para amplificar exponencialmente un 

segmento de DNA blanco que se sitúa entre dos regiones de secuencia conocida (Figura 5). Esta técnica consiste de 

ciclos repetitivos de desnaturalización del templado de DNA a altas temperaturas, antecediendo al alineamiento de 

oligonucle6tidos que son utilizados como "primers" o detonadores (oligos) de una serie de reacciones sintéticas que 

son catalizadas por una DNA polimerasa. Estos oligos son oligonucle6tidos con segmentos cortos de una hebra 

simple de DNA, que complementan a las regiones finales 5' de las hebras del DNA blanco; normahnente cuentan 

con secuencias diferentes que se complementan para mtir las hebras opuestas del DNA patrón y de esta manera 

marcar el segmento de DNA que será amplificado (Maniatis el al., 1989). Los ciclos de desnaturalización, 

alineamiento y sintesis de DNA se repiten varias veces. Si anteriormente sólo era posible obtener pequeñas 

cantidades de 1m específico gene a partir de lUla célula, en la actualidad mediante la PCR pueden SO" amplificadas 

alrededor de un millón de copias a partir de una copia de un solo gene. en unas pocas horas. Los productos de un 

ciclo de amplificación pueden utilizarse como templado para el siguiente y cada ciclo sucesivo esencialmente duplica 

la cantidad de productos de PCR obtenidos (Maniatis et al., 1989). 

El creciente uso de BI aunado al gnm interés en el manejo preventivo de la resistencia a las delta-endotoxinas 

h8 incrementado los esfuerzos por encontrar nuevas toxinas que permitan un espectro mayor de acciÓD y 

especificidad contra plagas no sensibles a las proteínas hasta ahora identificadas (Carozzi el al, 1991). Si bien son 

escasos los reportes sobre toxinas de BI especificas contra colc6pteros y en particular contra MeloJonthidae, en los 

últimos años se ha intensificado la búsqueda de nuevas variedades. 

La técnica PCR ha surgido como una herramienta de enorme importancia para optimizar esta búsqueda 

(Núñez-V.ldéz, como pen.). 
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11.3. Biosistemática de la Camilia Melolontbidae 

Los escarabajos de la fiunilia Melolonthidae son un grupo de insectos que incluye algunas plagas de enorme 

importancia económica, sobre todo en su etapa larvaria que es en la que ocasionan los mayores daños a los cultivos 

agrlcola.!!. Paradójicamente. esta etapa ha sido la menos estudiada. En 1976 se inició el estudio de las larvas Y pupas 

de las especies mexicmw de Melolonthidae, y a la fecha se ha reunido informaciÓD diagnóstica de las larvas de 

ter= csta<tio de 56 s=eroo y de ... pupas de 36 géneros, de los 110 reconocidos para el pals (Morón & Deloya. 

1991). Estas cifras nos indican que es posible reconocer al 50% de los géneros en estado larvario ya UD 3»% de ellos 

en estado pupa]. 

A nivel de especie el conocimiento sobre la.!! características larvales y pupales es bastante inferior, y aún se 

sabe poco sobre los ciclos vitales completos de UD 95% de las especies mexicanas (Morón el al., 1997). 

Este aspecto adquiere gran impc:rtancia si recordamos que estos coleópteros pasan entre el 75% yel 900/0 de 

su vida en forma de larvas, estado en el cual interactúan con mayor intensidad con su medio ambiente en tres formas 

(Mor6n,I9%), 

a) consumiendo grandes cantidades de alimento; 

b) evacuando proporciones importantes de desechos ricos en nutrientes nitrogenados y 

e) alimentando a una amplia gama de depredadores, parásitos y parasitoides 

1. Esquema de clasificación general 

Hasta la fecha ningún autor ha propuesto un esquema de clasificación basado en un análisis filogenético que 

incluya a todas las tribus o subtribus que se manejan actualmente. Ello se debe principalmente a la desi~dad en los 

niveles de conocimiento sobre la taxonomía y la sistemática de cada subfamilia, tribu o subtribu. Mientras que los 

Dynastinae son los mejor estudiados a un nivel alfa-taxonómico de manera integral a nivel mundial (EndrMi, 19(;6.. 

1978 en Morón et al., 1997), las revisiones sobre los Melolonthinae están dispersas en el tiempo yen distintas 

regiones, y su catálogo mundial contiene numerosas imprecisiones y amplias lagunas, además de que arrastra 

agrupamientos que no han sido revisados en más de cien años. De acuerdo con este sistema,la familia Melolonthidae 

está representada en México por 6 subfiunilias, 23 tribus, 19 subtribus, 119 géneros y 10 17 especies, aunque Morón 

et aJo (1997) estimaron la presencia de 110 géneros y 1040 especies de melolóntidos en el territoriomexi~o. 

En la actualidad, a nivel mundial se manejan varias clasificaciones supragenéricas para los Coleoptera 

L8mellicomia o Scarabacoidea. Una de ellas es la de Endr6di (1966), que considera a cinco fiunilias: Trogidae, 

Passalidae, Lucanidae, MeJolonthidae, y Scarabaeidac, donde los grupos fitófagos quedan incluidos como 

subfamjlias de Melolontbidae: Melolontbinae, Rutelinae, Dynastinae y Cetoniinae (en Morón et al., 1997) (Cuadro 

1). En dicha clasificación Endrodi y Morón (1983) ubican en la categoría de familia a la subfiunilia Melolonthinae de 

los Scarabaeidae de la c:lasificación de Crowson de 1981 (en MorÓD et al., 1997). 

Esta clasificación es conveniente desde el punto de vista agronómico, ya que las especies de Melolontbidae 

son las causantes de rizofllgia en los cultivos (Morón et al., 1997). 
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Cuadro 1. Claslflcaclón general delalamllla Melolonlhldae en México 
(lomado de Morón 01 al., 1997) 

SUBFAMIUAS TRIBUS SUBTRIBUS 

Melolonthlnae Melolonthlnl plplotaxlna 
"'elolonthlna 
RhlZDtroalna 

r,.acrodactyllnl Feras~~1 acrod Ina 
oDllnl oDllna 

!:arlclnl rlclna 
hasmatoDlerlnl 
achydemlnl 

~utollnae ~ulellnl """,,dlna 
~8terostemlna 
~~lIdnotlna 

utallna 
""tichlrlna 

1'n0mallnl 1'n0mallna 
""IaoPllna 
blloPhochlllna 

Anoplognalhlnl Phalangogonlna 
P~ellna 

¡aonlaUnl 

pynaoUnae Iclclocephallnl 
lPenlodontinl 
brvctlnl 
ilvnasllnl 
lAa80c8Dhallnl 
Phllourlnl 

rlchllnae ncalnl 
rlchllnl 

1II.lgln •• ¡V.lglnl 

!colonlln •• ollothlnl I:orvDhocerlna 
ramastocholllnl remastochelllna 

GvmnoUnl IGvmnetlna 
fe!Dnllnl lcetonlln. 
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2. Distribución y diversidad 

Los miembros de esta familia se han encontrado en casi todos los ambientes continentales e insulares del país, 

desde el nivel del mar basta 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 mcsófilo de montai\a, habitan entre 17 y 22 géneros con 57 a 64 especies (en Morón et al., 

1997). Los bosques de coníferas y encinos reúnen entre 11 y 19 géneros con 29 a 45 especies de Melolonthidae 

(MOlÓn, 1996). 

Con los datos disponibles actua1mente se puede seftalar que en México,las entidades con mayor diversidad de 

Melolonthidae son Oaxacll, Chiapas y Veracruz, en donde se han registrado entre 220 y 223 especies; los estados con 

riqueza intennedia son Durango, Guerrero, Hida1go, Jalisco, México y Puebla, en cada uno de los cuales están 

registradas entre 105 y 144 especies. Por otra parte, once entidades presentan menos de 40 registros específicos, pero 

es evidente que tales cifras no reflejan una pobreza faunlstica, sino la escasez de trabajo de campo en sus localidades 

(MofÓn et al.,1997). 

La diversidad de Melolonthidae está siendo impactada por las modificaciones en los ecosistemas 

caracteristicos del país, derivadas de la expansión de la frontera agropecuaria, los asentamientos humanos, las 

grandes obras para la comunicación y el abastecimiento de materia prima y combustibles. Por una parte, se ha 

favorecido la dispersión y el awnento de las poblaciones de un buen número de especies muy adaptables, que ahora 

se consideran como plagas agrícolas. Por el contrario, muchas otras especies, sobre todo silvícolas, están 

disminuyendo sus áreas de distribución y sus poblaciones, hasta el punto en que ahora se les consideran raras o en 

peligro de extinción (MoTÓn. 1996). 

3. H'bllos alimenticios 

De acuerdo con Morón (1983), los adultos y larvas de Melolonthidae consumen sustratos muy diferentes. En 

su etapa larval se alimentan de míces, humus. hojarasca. madem podrida; y como adulto se alimentan de follaje. 

flores, polen, savia, y del fruto. Esto a diferencia de otras familias de coleópteros 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 otros insectos_ 

Como larvas pueden alimentarse con ralces, tejidos xilosos en distintas etapas de descomposición, hojarasca y 

humus (Morón el al., 1997). 

No todas las larvas de esta familia son nocivas para las plantas cultivadas, ya que muchas de ellas, como la 

mayor parte de las especies de Cyclocephala, Lygyrus y Euphoria presentan actividad saprófaga y las encontramos 

sobre todo en suelos muy humificados o abonados con estiércol (Morón et aL, 1997). 
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Otras como las larvas de algunas especies de Anoma/a, Eutheola, Dyscinelus y COlinis, s6lo se alimentan de 

rafees en suelos con escasa materia orgánica, y cuando están sometidas a una presión de competencia inter o 

intraespecífica. En cambio, la mayoría de las especies de Phyllophaga, Macrodactylus, Orizabu.J y Anomala, si son 

capaces de causar serios daftos a los cultivos agrícolas o en los viveros forestales (Moron, 1983). 

4. ado biol6g:lco 

El conocimiento de los aspectos taxonómicos y ecológicos, ofrece elementos de suma importancia para el 

apropiado manejo de insectos plaga. Pero es indudable que el estudio de su biologfa, 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 biológico, los melolóntidos son insectos holometábolos (presentan metamorfosis 

completa). Durante su desarrollo atrnviesan por cuatro fases marcadamente distintivas: huevo,1arva, pupa y adulto 

(Figura 3). 

Huevo 

La fonna del huevo puede ser esferoide, elipsoide o ligeramente cilíndrica. Su color varia de un blanco 

aperlado translúcido a un blanco cremoso. Confonne se desarrolla el embrión. el huevo incrementa su volumen casi 

al doble del tamaño en comparación al huevo recién ovipositado y se toma prácticamente esférico. 

Larva 

El estado larval consta de tres estadios (Figura 3). El primero emerge cuando se rompe la cubierta del huevo 

(corión); consta de un cráneo o cápsula cefálica con partes bucales masticatorias. Cada uno de los tres segmentos 

torácicos posee un par de patas y se han diferenciado 10 segmentos abdominales. Después de pocas horas de haber 

emergido, el cráneo y estigmas respiratorios se oscurecen y endurecen. 

Un cambio significativo en las dimensiones del cráneo tiene lugar en el paso del primer estadio larval al 

segundo, y del segundo al tercero (Villalobos, 1995). Reinhard, entre 1940 y 1946, trabajó con varias especies de 

Phyllophaga y encontró que bajo condiciones de laboratorio la duración del estado larval de las diferentes especies 

estudiadas, variaba entre 120 y 327 días (en Campos-BoIMOS, 1983). 

Pupa 

Se ha reconocido un estado de prepupa en los melolóntidos que tiene lugar una vez que el tercer estadio está 

próximo a convertirse en pupa. La pupa se parece morfológicamente al adulto, excepto por que las alas, patas, y la 

antena están plegadas y próximas al cuerpo (Figura 3). 

Cuando la larva de tercer estadio alcanza su madurez, cesa de alimentarse, libera el excremento acumulado y 

permanece aparentemente inactiva. En realidad, este es un momento de gran actividad metabólica que dará origen a 

las complejas estructuras del escarabajo adulto (VillaJobos, 1995). Una vez que la pupa se ha tnmsfonnado 

completamente: en adulto, se rompe la exuvia pupal; el patrón de ruptura de esta estructura, en la celda pupal, se 

sugiere como carácter distintivo en algunas subfamilias (VilIalobos, 1995). 
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La estación del año durante la cual la pupación se presenta, varia en las diferentes subfamilias y 

frecuentemente también varia en los géneros. En condiciones de campo la pupación dura en promedio un mfnimo de 

14 dlas, pero puede alargarse en función de las fluctuaciones de temperatura que se presenten en una detenninada 

localidad (Ritcher, 1958 en Campos·Bolafios, 1983). 

Adulto 

El adulto teneral posee una cutícula blanda. Pennanece en la celda pupal hasta que se endurece la quitina de la 

cutícula; se expanden las alas a su tamafio normal y maduran los órganos sexuales. La emergencia de los adultos del 

suelo está básicamente asociada a la función reproductora; dicha emergencia coincide con un marcado incremento 

estacional de la temperatura y/o de la precipitación pluvial (Villalobos, 1995) (Figura 3). 

La dumción del periodo reproductivo puede variar de uno a tres meses según la especie y la localidad. Cuando 

ocurre, el dimorfismo sexual de las formas adultas se manifiestll en la forma del abdomen., tibias o tarsos; los machos 

generalmente presentan una masa antenal de mayor tamaño, además de algunos cuernos en ciertos casos. Algunas 

especies tienen hábitos copulatorios diurnos, vespertinos, crepusculares o nocturnos. Los patrones temporales y 

espaciales de apareamiento suelen ser muy distintos en las diferentes especies de una misma localidad. Su sistema de 

apareamiento es complejo y pueden presentarse diferencias intraespecíficas marcadas aún entre especies 

taxonómicamente muy cercanas. Este sistema se ha dividido arbitrariamente en siete fases interrelacionadas: 

preemergencia. emergencia, vuelo, apareamiento o cópula, alimentación, oviposición y dispersión (Villalobos, 

1995). 

El ciclo biológico, que varia con el clima, es más largo en las regiones templadas y más corto en las áreas 

tropicales. Además, también varia en función de las condiciones climatológicas locales, ya que en regiones secas con 

estación ca1iente,las larvas pueden estivar por varios meses y 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 es el observado en Tamaulipas, en donde PhyIlophaga misteca completa su 

desarrollo en un afio, mientras que Phyllophaga trichodes se caracteriza por contar con un ciclo de vida bianual 

(Villalobos, 1998) (P;gurn 3). 
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Figura 3. Representación esquemática de las variantes del ciclo biológico de dos especies de Melolonthldae (adaptado de Klng, 1994). 



S. Ecologia y dailos a la agricultura 

La descripciÓD de los patrones cspacio-temporales es fundamental para explicar el daño causado por estos 

insectos. Bajo condiciones de campo, el movimiento vertical de las larvas es más intenso que el movimiento 

horizontal y depende de los cambios estacionales tanto en la tempaatura como en la humedad, ademA.s de otras 

variables 8Dlbientales tales como el pH, la textw'a, la materia orgánica y otros compuestos químicos. 

La mayoría de las especies están muy agregadas durante la &se: de huevo yen la de 1arws de primer, segundo 

y tercer estadio temprano. Esta distribución se acentúa conforme avanza el desarrolJo larval hasta la pupaciÓD en la 

mayoria de las especies (Villalobos, 1995). 

La actividad destructora de la gallina ciega se refleja en el sistema radicular de la planta (con una destrucción 

parcial o total de dicho sistema). En consecuencia las plantas presentan una mala nutrición, un escaso desarrollo 

tanto del sistema radicular como del vegetativo, y regularmente todo desemboca en la muerte de éstas. 

Cuando logran sobrevivir al dado provocado por la larva, su desarrollo se detiene y se presenta una 

disminución en la altura, debido a que el sistema radicular resulta seriamente afectado, a tal grado que las muy 

dañadas pueden extraerse del suelo con un minimo de esfuerzo en relación a las sanas (Ríos & Romero, 1982). A 

pesar de que el estado adulto puede producir obvios síntomas de herbivoria. no se ha estimado cuantitativamente su 

daño. Las larvas han sido consideradas en la mayoría de los casos como las principales causantes del daño vegetal. El 

mayor dado se presenta cuando la agregación 1arval tiene lugar tanto en el plano vertical como en el haizontal. El 

daño más grave se produce cuando la hcrbivoria se concentra en partes sensibles de la planta, como son los sitios 

próximos a la unión tallo-raiz, y sobre todo se localiza en áreas bien definidas, formando parches o porciones de 

p~antas enfermas (Villalobos. (995). 

El daiio 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 el insecto. El tercer estadio larval es el que 

ataca a una mayor variedad de plantas de interés agrícola y forestal (Morón. (984). 

Como ya se ha mencionado, en México el cultivo del maíz es en donde el dado es más importante. 

En reportes de AmateDango del Valle, Clliapas, se sciiaIa que los rendUnientos de maíz son de 2.88 tonJba 

con daño evidente por gallina ciega, y de 3.34 ton/ha sin daño aparente, lo cua1 sugiere una pérdida de alrededor de 

media tonelada de grano por hectárea (en Castro-Ramirez et al., 1998). 

En la región de la Reserva de la Biósfera del Cielo, en Joya de Salas. Tamaulipas, la producción de maíz 

oscila alrededor de 2 tonIbaIaño. El daño causado por gallina ciega alcanza un 48% de la producción, por lo que el 

promedio de cosecha de maíz es de 1.1 tODlbalai'io (ViUlllobos, 1999). Si consideramos que la produ¡;ciÓD prumedio 

del país es de 2.25 tonlhalaiio (SAGAR, ciclo 1990-1991, en Barreda, 2000), es urgente una estrategia de manejo de 

la gallina ciega a corto plazo, lo que impulsarla en algunas localidades a la producción de rendimientos próximos al 

promedio del continente Asiatico, que es cercano a las 3.43 tonIhaIaiio (lNEGI, 1999 en Barreda. 2000). ' 

De 1970 a 1990 la producción de maíz en México sufrió una disminucilD de 3 millones de tontado. Dicha 

caída está asociada principalmente a cambios ccon6mico-sociales que han desfavorecido a los productores. Sin 

embargo, muy probablemente obcdcce también a una paulatina degradación del suelo, provocando una pérdida de su 

fertilidad, además de un continuo incremento en el surgimiento y ataque de nuevas variedades de plagas (Villalobos, 

1995). 
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11.4. BI Y su viabilidad en el manejo sustentable de la gallina ciega 

Muchos de los beneficios que se atribuyen a las lombrices de tierra (Anderson, 1988; Lee, 1983; !.avelle, 

1983; Fragoso, et al., 1993; citadas en Villalobos. 1994b), hormigas (Lat, 1988 en Villalobos, 1994b), termitas (Lee. 

1983 en Villalobos, 1994b) y colmtbolos (VillalotwJs, 1990 en VillaIobos, 1994b), pueden ser atribuidos también a 

las gallinas ciegas (Villalobos. 1994b). Pero por el contrario, muchas caracterfsticas negativas son asociadas con 

especies de MeJolonthidae que se han considerado históricamente como plagas. Algunos de estos aspectos negativos 

de las gallinas ciegas sobre las funciones del suelo son evidentes cuando se presentan altas densidades de estas larvas 

y condiciones pobres de fertilidad en el suelo. En efecto, el contenido de materia orgánica en el suelo de pasturas de 

una localidad de Nueva Zelandia juega un papel importante en la reducción de la rizofagia y daño causado por las 

larvas de CosteJytra zealandica yen los mecanismos de rcgu1acioo natural de las poblaciones larvales (Villalobos et 

al., 1993; ViUalobos, 1994a; 1994b). Observaciones similares sugieren que MacrodactyIus m~icanus, especie 

considerada como rizófaga. completa su ciclo de vida en suelo carente de mices vivas en el laboratorio. Así mismo, 

se han observado larvas de segundo y tercer estadio de esta especie alimentándose activamente en el suelo de un 

cultivo de maíz durante la fase de post-cosecha, cuando plantas vivas de maíz estaban aUSOltes (Villalobos, 1992). 

Esto sugiere la existencia de una naturaleza dual de la gallina ciega, que oscila entre la saprofagia y la rizofagia 

(Villalobos,1994b). 

Este potencial positivo de la gallina ciega se traduce en sus funciones que desarrolla en el suelo. Entre ellas, 

destacan las funciones ecológicas (migraciones, movimirntn vertical y horizontaL. efectos sobre la erosión del suelo), 

las químicas (movilización yprevenci6n de lixiviación de nutrientes, redistribución horizontal de nutrientes, catálisis 

de mine:rnlizaciÓll, humificaci6n) y las biológicas (interacciones tróficas con las raJees de las plantas y la materia 

orgánica del suelo, intcntcciones tróficas con microorganismos, dispersión de micorrizas, poda y regeneración de 

raices) (Villalobos, 1994a). 

Aunque fultan muchos estudios cuantitativos detallados, con las estimaciones cualitativas obtenidas hasta el 

momento en algunas regiones, se puede asegurur que estos insectos constituyen una piedra angular de las redes 

tróficas porque consumen gran cantidad del sustrato alimenticio, evacúan proporciones importantes de heces ricas en 

nutrientes nitrogenados y alimentan a una amplia gama de depredadores, parásitos y parasitoides (Morón, et 

,1.,1997). 

En este sentido, Bl puede brindar también beneficios a la fertilidad del suelo. No se cuenta en la acÍuaJidad 

con reportes que confirmen lo anterior, pero si se tienen registros en este sentido con otros entomopatógenos, como 

eS el caso de Sen-atia entomophila. Al utilizarla en contra de larvas de Coste/ytra zea1andica que afectan los pastos 

de Nueva Zelandia. además de reducir las poblaciones de este insecto junto con la diversificación de sus enemigos 

naturales y biota del suelo, puede contribuir a la nutrición de las plantas e incrementar la producción de nuevas 

hierbas y rafees vivas. De esta manera se fomenta la degradación de sustancias húmicas y no húmicas a corto plazo, 

liberando asf nitrógeno para las plantas y la biota del suelo. Este efecto fue evidente particularmente en un suelo con 

alto contenido de materia orgánica (ViIlalobos, 1994a). 
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Algo similar podria visualizarse al utilizar Bl en el suelo, ya que en el presente estudio no se fomenta de 

ninguna manera su uso para la erradicación de la gallina ciega. Al contrario. lo que se persigue es compaginar los 

posibles beneficios de esta bacteria al suelo con los efectos positivos que al mismo tiempo ofrece la actividad de las 

gallinas ciegas; de esta manera. indudablemente se estará en vfas de Wl manejo sustentable de los recursos. 

De esta manera, es posible visualizar en 1Dl futuro a la gallina ciega ya no como WUl plaga. sino como un 

regenerador del suelo con un enonne potencial. En Wl escenario de este tipo, el uso de las toxinas de BI inductivas de 

la anorexia en gallinas ciegas, podria tener un valor importante para dirigir sus hábitos alimenticios hacia la 

saprofagia. 
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111. HIPÓTESIS Y RESULTADOS ESPERADOS 

HIPÓTESIS 

Sita cepa KB92 (Buibu;) de BI presalta actividad tóxica contra larvas de la fumilia MeloJontbidae en Japón. 

entonces esta misma cepa y todas las demás que SOD portadoras del gene cry8C deben ser tóxicas 

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

laboratorio. 

RESULTADOS ESPERADOS 

l. la actividad tóxica contra estos insectos producida por la cepa KB92 podría esperarse también con 

cepas de BI nativas, pertenecientes a la colección del IBt-UNAM que sean portadoras 

de los genes cry8C. 

2. El mecanismo de toxicidad de las cepas de BI, probadas en mezclas espora:cristal, presentará como factor 

fundamental el cristal aislado, siendo suficiente para provocar efectos tóxicos (particularmente 

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

evento. 

3. Los diferentes estadios de la gallina ciega presentarán diferencias en la susceptibilidad a la actividad 

tóxica de Bt. 

IV. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL, 

Evaluar la patogenicidad de cepas mexicanas de DI provenientes de la colección del IBt-UNAM y de 

la cepa KB92 (Buibui) originaria del Japón, en larvas de Me1olonthidae 

OBJETIVOS PARTICULARES, 

l. Seleccionar mediante la técnica peR. cepas de Dt portadoras de los genes tipo cry8C, potencialmente 

tóxicas en contra de larvas de Melolonthidae. 

2. Obtener una aia de larvas de Melolonthidac del primero, segundo y tercer estadio, ea el laboratorio, para la 

realización de bioensayos de infección 

3. Implementar biocnsayos que pcnnitan la evaluación de la patogenicidad de cepas de Dt, contra larvas de 

diferentes especies de Melolontbidae en sus diferentes estadios de desarrollo 

4. Comparar la actividad tóxica de cepas de Dt contra larvas de diferentes estadios larvales 

S. Evaluar la ~ de cepas seleccionadas por su patogenicidad, en un bioensayo diseñado para ello 

6. Determinar si el cristal aislado de Dt, puede causar por si solo efectos anoréxicos en especies mexicanas de 

gallina ciega 
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v. METODOLOGÍA 

La metodología utilizada en el presente trabajo se esquematiza en la Figura 4. 

V.I. Obtención y manejo del material biol6glco para los bioensayos 

1. ObteIK16n del material de Bt 

Las cepas de BI con los genes cry8C (cepa K(92), cry8A. y cry8B (cepa PS50). utilizadas en el presente 

estudio, fueron filcilitadas pcr M~ Corporation. de San Diego, California A partir de ellas es posible la 

expresión de los distintos genes cry8, por lo que se utilizaron como control de las cepas por identificar y caracterizar. 

Las cepas mexicanas que se encuentran en la colección particular del IBt-UNAM, fueron aisladas de muestras de 

suelo de diversas regiones del país entre 1991 y 1994 por Co-ón y colaboradores (Bravo et.al.. 1998). El aislamiento 

de las cepas se basó en la selección de esporas p<r medio de pasteurización. 

Las cepas de Bl se reconocen por la morfología colonial caracteristíca y por la producción de cuerpos 

paraesporales refringentes al microscopio de contraste de fases. 

1.1. Obtención del DNA de las cepas bacterianas para su uso como templado en Ja PCR 

El templado de DNA se obtuvo de la siguiente manera: 

a) Las cepas deBt se crecieron poc 12 hrs. en placas con medio LB. 

b) Se transfiri6 una porción de células provenientes de una colonia a 0.1 mi de agua y se llevó a,un baño de 

ebullición durante 10 mino para la lisis celular. 

c) Se agregó¡lio de volumen de amortiguadorTAE 10X. 

d) Se procedió a realizar una extracción fenol-cloroformo para la eliminación de proteínas de la siguiente 

manera: 

i) Se adicionó!/¡ volumen de fenol saturado y equilibrado con buffer TE pH8, más 1h volumen de cloroformo

alcohol isoamilico24:1. 

ii) Se agitó durante 30 seg. en vortex y después se centrifugó por 5 mino a 14,000 rpm en la centrifuga 

Eppcndorf Mod. 5415C. 

Ui) Se recuperó la fase acuosa, adicionándole I volumc:n de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1; se agitó 

dtuante UD mino c:n vortex y se centrifugó dw'ante S mm. (en las condiciones citadas en el inciso anteria), tomando 

sólo la filse acuosa. Este paso se repitió una vez más. 

iv) Se adicionó l/lO de volumc:n de Acetato de Sodio 3M pH7 y 2 volúmenes de etanol absoluto para 

precipitar el DNA. 
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v) Después de dejarse a -7rrc por 15 min., se centrifugó por 15 mino en las condiciones descritas en el 

inciso ji). 

vi) La pastilla obtenida se resuspendió en 100 ~ de agua destilada. 

J .2. Condiciones de PCR y e1ectroforesis en gel de agarosa para la idenlificacjón de genes cry8 

En el presente trabajo, el análisis por PCR se realizó de la manera siguiente: 

a) Se obtuvo una muestra de DNA para el PCR a partir de la lisis de Ima porción de células provenientes de 

cepas de Dt. como ya se indicó anteriormente en la sección 1.1. El resultado de la lisis celular se centrifugó durante 

10 seg. a 10,000 rpm en Ima centrifuga EppendorfMOD. S415C (Bravo el al.,1998). 

b) Para cada cepa se prepararon 3 mezclas de reacción, cada Ima con el oligo general der./J y cada ImO de los 

oligos reY cry8A, rev cry8B y rev cry8C por separado (Figura 5). 

Cada mezcla de reacción estaba compuesta por: 2.5 ¡ll. de Mg02 IOx, para tener una concentración final de 

2:5 mM; 10 J.tl. de agua desionizada; 2 ~ de cada aligo (10 picomoleslml. cada uno); 2.5 ~ de dNI'P's IOx. para 

tener una concentración final de 0.25 mM, Y 0.5 mI. de Tac polimcrasa de la marca Perkin Elmer. A todo 10 anterior 

se le agregaron 6 ¡..LI. de la muestra de DNA, Y se adicionaron 2 ~. de DNA a cada tubo para cada mezcla de 

reacción, obteniendo asi 1m volumen total de 25 ¡.Ll. por análisis de PCR De dicho volumen total se tomaren 23 ¡.ll., 

los cuales se colocaron en tubos Eppendorf de 500 1J.l., 

e) Antes del análisis por PCR se le agregó a cada tubo 50 III de aceite mineral de la marca SIGMA para evitar 

~ evaporación. 

d) El análisis por PCR se desarrolló en un termociclador Perkin-Elmer ModAO, traduciéndose en la 

amplificación del segmento de DNA en las siguientes condiciones: 

- un primer paso de desnaturalización de 2 mino a 95°C 

- 30 ciclos de desnaturalización de l mino a 95OC; Imión a 49"C de los oligonucleótidos generales y 

específicos de cry8 durante I min .• y un proceso de extensión a 72°C también dw-ante l mino 

- 1m paso adicional de extensión a 720C durante 5 mino 

e) Cuando finalizó la acción del termociclador (después de 2 hr. 40 mino aproximadamente), se tomaron las 

mezclas y se mantuvieren a 40C durante algunas horas. 

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

i) Se preparó un gel de agarosa al 2% con una solución amortiguadora TAE Ix ; además, se útilizó agua 

desionizada, 0.45 gr de agar y 1.5 ¡..LI. de bromuro de etidio (10 mglmJ). 

ii) La solución obtenida se vació en 1m molde de plástico y se dejó gelificar durante 10 mino 
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iii) El gel obtenido se sumergió en el buffer de elcctroforcsis TAE Ix. en una cámara para este fin, que se 

encontraba conectada a una fuente de poder. 

iv) Se utilizaron los marcadores moleculares: 111 de Lakcside, lambda IHind 111 Y pBR 3221 Hinf 1, asf como 

los controles de genes ay. PS50C (control de cry8A y cry8B) y KB92 (control de cry8C). 

v) De cada mezcla de PCR se tomaron 151 . .11. de muestra para el gel, después de que se retiró el aceite mineral 

agregado inicialmente. A cada muestra se adicionaron 3 JIl. de buffer de corrimiento 6x, compuesto por 0.25% de 

azul de bromofcnol, 0.250/0 de cyanol xileno y 30% de glicerol en agua. 

vi) E1 corrimiento por electroforcsis se realizó a 100 V., durante 60 min aproximadamente. 

Cabe señalar que posteriormente se realizaron nuevos análisis de PCR con otras cepa5 de Bt previamente 

seleccionadas. con el objeto de corroborar su actividad tóxica centra gallinas ciegas. Dichos análisis fueron llevados 

a cabo por el Ingeniero Agrónomo Marco A. Barreda Díaz de la lJnjversidad Vcracruzana. y a pesar de no estar 

contemplados en el presente tmbajo, los resultados fueron utilizados parn. confirmar la efectividad de estas cepas 

mediante una determinación de la C~o por medio de un tercer biocnsayo. 

1.3. Oligas generales y específICOS para identificar genes ery8 

Los oligos o primers utilizados parn. la identificación de genes ery8 fueroo diseñados con anterioridad (Bravo 

et al, 1998) por análisis de computadora con un programa denominado Gene Works 2.3, con base en el aiincamiento 

simultáneo de secuencias de genes cry previamente descritas. Los oligos fueroo elegidos de una región altamente 

vtuiable de genes ery, basándose en la secuencia de cada uno y a la predicción del tamaño de los productos PCR 

Los oligos elegidos se sintetizaron por medio de un sintetizador de DNA (Microsyn.1450; Systee loe.) con los 

requerimientos y condiciones especificadas por el fabricante (Bravo el al., 1998). 

Los oligos generales para cry8, denominados graJ- cry8, fueron: der-8 y rev-8 (Bravo et a1.,1998). 

der-8 ATG-AGT-CCA-AAT-AAT-crA~AAT-G 

rev-8 TIT-GA T-T AA-TGA-GIT -CIT-CCA-CTC-G 

Los pares de oligos específicos para cry8 denominados spe- cry8A, spe- cry8B y spe- cry8C fueron: Te\/- 8A , 

rev-8B y rev-8C (Bravo, et al.,I998). 

TCf-eCC-CAT-ATA-TCf-ACG-CfC 

rev-lJB GAA-CAT-CfC-GTA-AGG-CfC 

rev-l!C GGT-ACf-eGA-TfG-TCC-AGT 
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1.4. EstimaciÓll de lamaños y pesos moleculares de productos PCR 

Para la estimación de los pesos moleculares y de los tamaños de molécula de los productos PCR. se requirió 

un análisis de regresión lineal. Para ello se utilizó d logaritmo de los pesos moleculares de cada marcador empleado 

en cada reacción de peR. y la migración de las moléculas a través del gel de electroforcsis, esto es, el recorrido en 

centfmetros que presentó cada una de las bandas en sus respectivos carriles a partir de la región inicial del gel 

(Figuras 6 Y 7). Con este método, fue posible obtener la ecuación de regresión, con la cual se Uevaron a cabo las 

estimaciooes de los pesos moleculares y tamaños de las mol bias representadas en el gel. Estos resultados se 

corroborarm con el programa SEQUAlD II Win 3.1 (Douglas & Donald. 1989), que se basa en la migración de 

protefnas c:u el gel en relación con los marcadores de peso molecular utilizados (Bio Rad) (en Barreda, 2000). 

2. en. y mantenimiento de las larvas de Melolontbidae 

La obtención de larvas vivas para su uso en los biocnsayos, tuvo como base dos fuentes principales: la colecta 

de adu1tos para inducir su apareamiento y la colecta directa de larvas en áreas agricolas. 

2.1. Colecta de escarabajos adultos 

Entre mayo y junio de 1998 se llevaron a cabo colectas nocturnas (entre 20:30 y 22:00 hrs.) de escarnbajos 

a~ultos, pertenecientes a las especies Phyllophaga ravida. Ph. vetula, Anomala inconstans, A. costeniceps, 

CyclocephaJa /1/(lfafa, y a las morfoespecies Ph. blancJumli gnmdc y Ph. blanchardi chica (Cuadro 3). Estos adultos 

se colectaron bajo las lámparas que alumbran los edificios y jardines deIIBt-UNAM, ubicado en la zona Norte de la 

Ciudad de Cuemavaca, Morclos. Después de su captura, los adultos se colocaron en recipientes de plástico 

(capacidad de lit) con suelo forestal; se colocaron entre S y 6 individuos por recipiente. Casi la tercera parte de los 

adultos que fueron colectados pudieron ser sendos mediante la extracción del cdeago una vez que murieron, lo cual 

permitió hacer una estimación de la proporción sexual. Dicha proporción de hembras y machos en la mayoria de los 

casos fue 1: 1. 

2.2. Cultivo y cría de larvas en el laboratorio 

A cada recipiente se le colocó suelo forestal fresco, a la mitad de su capacidad. agregando también algunas 

ramas y hojas de plantas propias de la región, como bugambilia (Bougainvillea spectabilis) y azalea (Rhododendron 

indicum Sweet) (Martinez. 1979), insertándolas en la parte supcrli.cial del suelo; todo ello con la intenci6Íl de inducir 

la alimentación y el apareamiento de los adultos. Todo este sistema se implementó a temperatura ambiente dentro del 

laboratorio, a un fotoperfodo normal. Desde el momento de su emergencia, las larvas recién nacidas fueron 

trasladadas a otros recipientes para mantenerlas individualmente. Esto fue posible con la ayuda de una criba Newark 

del No.l O (2 mm de diámetro) y de un pincel del No. cero, con la intención de no lastimarlas. 

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

Se efectuó una colecta de larvas de tercer estadio de Phyllophaga (Phytalus) trichodes (Bates), ~ especie de 

gnm importancia económica en el Estado de Tamaulipas (Villalobos,I999). Dicha colecta se realizó c:n una 

población del ejido "20 de abril" Joya de Salas, en la Reserva de la Bi6sfera "El Cielo" (RBEq, que se ubica al 

sUroeste de Tamaulipas, c:n las laderas de la Sitrnl Madre Oriental, conocida como Sierm CUcharas y Sierm Otiquita. 

Se seleccionaron áreas de cultivo de ma[z con antecedentes y señales de infestación por Ph. trichodes 

(Villalobos, 1999). 

Una parte del materia] se obtuvo directamc:nle del suelo próximo a las ralces de plantas de maíz, con síntomas 

de daño. En estos sitios se cavó a una profundidad aproximada de 10 cm. para localizarlas; la otra parte se consiguió 

recolectando las que quedaban expuestas sobre el terreno por el que habla pasado una yunta o un tractor. 

Los organismos en apariencia sanos se colocaron en recipientes de plástico de l 11. de capacidad con suelo del 

sitio de colecta (de 6 a 9 individuos por recipiente) para su poslerior traslado al laboratorio. De esta manera se logró 

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 ma como las colectadas en el campo se colocaron en condiciones de 

laboratorio. Tanto a unas como a otras se les colocó en recipientes de plástico de I It y de 1,1 lI de capacidad, 

rehidmtándoles el suelo continuamente y separando las que se encontraban enfermas o muertas para evitar una 

posible contaminación por entomopatógenos. 

Todas las 1arvas fueron alimentadas con trozos de zanahoria (Daucus carola) fresca de dimensiones variables 

(cilindros de aproximadamente 4 mm), de acuerdo al estadio larval en que se encontraban. 

3. Selección de larvas para los bioensayos 

Para el primer bioensayo se decidió utilizar larvas de primer estadio de Ph. ravida yA. inconstans, por ser las 

especies que procrearon la mayor cantidad de individuos (Cuadro 3). Después de haber conservado estas especies en 

aislamiento por un perlodo de 15 días. se seleccionaron las 1arvas que presentaban una apariencia externa sana 

(mayor tamaño, buena movilidad, apéndices completos, reacción a estimulos externos), para su inclusión en los 

diferentes tratamientos del bioensayo. 

Las 80 larvas seleccionadas (40 por cada especie) fueron colocadas individualmente en placas estériles de 

ELlSA (con 96 pozos), proporcionando a cada una un pequeño trozo de zanahoria. Durante S días se les preparó bajo 

eSte régimen de "'prebioensayo", para eliminar la patogenicidad de fondo, simulando las condiciones a las que se 

enfrcntarfan c:n el experimento. Diariameote se revisó su comportamiento en estas circunstancias, sustituyendo a las 

larvas que 00 presentaban actividad de ningún tipo (movilidad, alimentación) por otras en buenas condiciones. 
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V.2. Bioensayos: características y condiciones 

I...os bioensayos implementados en este trabajo se basaron en el método propuesto por Calderón (1998). con 

algunas variantes. 

l. Bloensayo I 

Después de la selección de las larvas a utilizar, todo se enfocó a la preparación del lugar de trabajo y del 

instrumental necesario para efectuar el bioensayo. Este primer bioensayo se estructuró de la siguiente manera; 

a) Se hizo énfusis en lalimpie:za yestcrilizaci60 del área de trabajo así como del instrumental a utilizar, con el 

uso de etanol al 70% Y de agua destilada. 

b) Las 4 cepas de BI seleccionadas fueron: ml84, m205, IB324 e IB477, por ser potencialmente portadoras 

de genes tipo cry8C, según resultados del PCR (sección VI.I, punto 1). 

e) Se utilizaren placas de EUSA estériles pam dar cabida a las 80 larvas de primer estadio seleccionadas en la 

cría previamente realizada (sección VI.2, punto 1); se colocaron 8 larvas de cada especie (Ph. ravida y A. inconstans) 

por trntamic:nto, esto es, 4 cepas de BI, además del tratamiento control. 

d) Cada 1arva se lavó con agua destilada y se sec6 perfectamente antes de colocarlas en su lugar 

correspondiente en la placa con la ayuda de un pincel del No. cero. Esto con la intención de que las larvas no llevaran 

adheridos residuos de suelo en su cuerpo yasf disminuir el riesgo de alguna contaminación. 

e) La infección de las larvas con BI se realizó utilizando fragmentos cilíndricos de zanahoria fresca de 

aproximadamente 4 mm), obtenidos con la ayuda de un horadador metálico previamente desinfectado (se detennin6 

utilizar la zona carnosa, excluyendo el centro y la periferia de la zanahoria). Los trozos de zanahoria se impregnaron 

por rodamiento con cada una de las cepas bacterianas con la ayuda de unas pequeñas pinzas, que permitieron obtener 

cantidades más o menos uniformes de bacteria. El contenido aproximado de esporas en cada dosis fue de 108 esporas 

por larva, como lo reportado por Núnez·Valdez & Mahanty (1996). Se utiliz6 una dosis única de bacteria, yallote 

control se le di6 zanahoria sin tratar. Todo este proceso de infección se llevó a cabo en condiciones aséptiCas. 

f) Se cubrieron las placas con una toalla de papel húmeda, y se envolvieron con una bolsa de plástico (con 

algunas perforaciones) panl después sujetarlas con unas ligas. 

g) Este sistema se mantuvo en incubación dentro de lUla cámara de crecimiento REVCO Mod. PG·6-7454, a 

temperatura constante (24"(;) y en oscuridad total. S610 durante las revisiones, que en promedio duraban 2 brs., las 

larvas estuvieron fuera de la cámara de crecimiento. 
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h) Las revisiones y cambios de zanahoria se realizaron diariamente, con cambios de placas cada tercer día 

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

Se llevó un registro de mortalidad, alimentación y síntomas externos de enfermedad de cada larva en cada 

tratamiento. 

2. Bioensayo 11 

En esencia el procedimiento, material y criterios de evaluación coinciden con lo realizado en el bioensayo 1: 

a) Se utilizaron larvas de Pk ravida y de A. inConstans (segundo y tercer estadio respectivamente), además, 

de larvas de tercer estadio de Pk 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. Aquí sólo se utilizaron 3 cepas de Dt 18184, 18205, IB477 Y el control; la cepa 18324 

se excluyó por su baja eficiencia en el bioensayo anterior y por el limitado número de larvas de esta especie con que 

se contaba en esos momentos. 

e) Las larvas de A. inconstans y Ph. ravida, 8 por tratamiento, fueron infectadas con las 3 cepas mencionadas 

anteriormente, pero abora utilizando para su alimentación trozos de zanahoria con un tamaño mayor al utilizado en el 

bioensayo anterior (8 mm] aproximadamente). Se utilizaron en este caso contenedores de plástico (27xl0x2.5 cm) 

cc;m 16 oquedades (para preparación de hielo), dado el mayor tamaño de las larvas y para evitar que salieran de su 

compartimento asignado. Dichos contenedores fueron cubiertos con una tapa de plástico. 

d) Para el caso de las larvas de Ph. trichodes. se utilizaron las 4 cepas de DI probadas en el bioensayo 1 más el 

control, y se colocaron 10 individuos por tratamiento en las hieleras de plástico 

e) A diferencia del bioensayo anterior, se requirió la aplicación de una segunda dosis de bacteria a los 15 días 

de iniciado el tratamiento, ya que en el transcurso de este periodo no se observaron sintomas de infección en las 

la<VaS. 

t) La duración total del bioensayo 11 fue de 35 días. 

J. Bioensayo m 

Este bioensayo se llevó a cabo de la siguiente manera: 

a) Después de algunas pruebas, se utilizaron piezas uniformes de agar LB (8 mm), conteniendo diferentes 

proporciones espora:cristal, para inducir el efecto tóxico en las larvas. 

32 



b) En este bioensayo se utiHzaron 4 cepas de BI previamente seleccionadas. Se utilizaron cristales de Bt 

purificados por gradientes de sacarosa (Barreda, 2000). 

Las cepas utilizadas fueron: IB209, IB293 Y KB92 (como testigo). Para la cepa IB209 se utilizaron dos 

mezclas espora:cristal: una en estado prácticamente puro 1:7 (1 espora por 7 cristales), Y otra en una proporción 1: I 

(1 espora por I cristal). Las otras dos cepas se utilizaron en estado prácticamente pmo. Hay que señalar que el 

ténnino ''prácticamente pmo" se refiere a la superioridad en el número de cristales respecto al de esporas; en el caso 

de la mezcla de 7 aistales por una espora, se consideró como una proporción que se aproximaba bastante al estado 

de pweza. El objetivo por el cual se utilizaron estas mezclas espora:cristal fue principalmente el de detttminar si la 

espora puede causar sinergismo en la actividad insecticida, y la importancia real del aistal en este evento. Para cada 

cepa se manejaron 5 diferentes concentraciones: 10000, 1000, 100, 10 Y I og. de proteina por mI. de agar LB, para el 

cálculo posterior de la Concentración Letal 50 (CL,o)" 

La proteina se cuantificó por el método de Bradford (1976). para obtener la concentración de protefna Y 

determinar la concentración de tripsina necesaria para el procesamiento de la toxina a su forma activa (en Barreda, 

2000). 

c) Después de pasar por el proceso de selección, se eligieron 252 larvas (12 por tratamiento). Se siguió la 

misma metodología utilizada en el primer bioensayo., excepto que en este caso se alimentó a cada larva con Wl 

bloque de agar LB, conteniendo una mezcla de cristal:espom en las proporciones descritas anteriOImente. En el caso 

de las Jarvas control, se les asignó su bloque de agar completamente libre de la mezcla espora:cristal. 

d) Después de la infección inicial con bloques de agar, se regresó a la dieta con zanahoria (sin bacteria), 

únicamente para monitorear la inhibición en la alimentación. Se siguió el mismo procedimiento en el momento de la 

segunda aplicación de Bt. 

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

inicio del bioensayo y la segunda 15 dlas después. 

f) La duración del bioensayo 111 fue de 30 días. 

4. Caracterlsticas generales de los bioensayos 

En los tres bioensayos desarrollados en el presente trabajo, se tomó registro de la mortalidad, inhibición de la 

alimentación (anorexia) y síntomas externos de las larvas originados por la infección bacteriana. 

En la mortalidad se evaluó el porcentaje de larvas muertas (o larvas sobrevivientes) en un determinado 

intervalo de tiempo, de acuerdo a las caractcristicas de cada bioensayo. La inhibición de la alimentación, se evaluó al 

comparar el porcentaje de zanahoria remanente de cada una de las larvas después de 24 hes con una pieza de 

zanahoria intacta, con las dimensiones originales. Cada pieza estándar de zanahoria (dimensiones originales de 

acuerdo al bioensayo) se consideró como un lOO%. Si la larva consumía la mitad de la pieza, se considernba como 

un 50% de alimentación, si consumla la cuarta parte un 25% yasl sucesivamente. 
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Si el cilindro de zanahoria no era consumido en más de un 70010, se consideraba que la larva dejaba de 

alimentarse con normalidad. Este 70% se tomó como el punto critico en el cual daba inicio el efecto anoréxico. El 

siguiente aiterio fue considerar como anoréxicas a las larvas que no se alimentaran durante 7 días consecutivos, 

como resultado del ataque bacteriano. 

Se utilizó también un indice de morbi-mortalidad, como el sugerido por Calderón (1998), en el cual se 

representa la suma de los porcentajes de larvas que exhiben sintomas de la c:nfennedad ambarina y el porcentaje de 

larvas que presumiblemente murieron por el ataque bacteriano durante el bioensayo de infecci6n. 

En nuestro trabajo, este indice sufrió algwl8S modificaciones, para adaptarlo a la actividad de DI. En este caso, 

se tomó como criterio principal el determinado por Sbarpe (1976), que maneja una "coloración café rojiza o 

parduzca" en el cuerpo de las larvas, provocada presumiblemente por DI. En este sentido, Villalobos (obs. pers.) ha 

detectado cierto "ennegrecimiento" en bioensayos similares. En los tres bioensayoo realizados, por razones prácticas. 

se manejó el "ennegrecimiento" de las larvas inoculadas con las diferentes cepas de BI, para la determinación del 

índice de morbi-mortalidad. 

V.3. Análisis cstadistico de datos 

Todas las observaciones diarias de cada bioensayo se vaciaron en hojas de registro que permitieron un 

adecuado análisis de 108 resultados. Fue posible manejarlos de distintas maneras, enfocando su análisis a los 

porcentajes de sobrevivencia de larvas en cada tratamiento, además de los relacionados al efecto anoréxico y morbi

mortalidad provocados por la actividad tóxica de Bt. 

Los datos obtenidos en cada uno de los bioensayos, se analizaron mediante la prueba de Xil y el programa 

POW pe (pROBIT 50), para el cálculo de la CLso, especificamente CD el bioensayo Ill. 
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VI. RESULTADOS 

VI.l. Selección d;e cepas de BI 

1. Cep .. para bloensayos 1 y U 

El análisis por PCR se realizó mediante el uso de aligos denominados "generales" y aligos denominados 

"especificos", capaces de identificar genes cryl, cryJ, cry5, cry7, cry8, cry9, cryll, cryJ2, cryJ3, cryJ4, cry21 y 

gene!! cyt (Bravo, et al.,1998). Se llevó a cabo una reacción de PCR sencillo con aligos generales, un oligo derecho y 

uno reverso. Así mismo se realizó también un PCR con los oligos específicos, en Wla reacción conocida como "PCR 

múltiple", ya que se utilizó un aligo derecho y varios oligos reversos en la misma reacción (Figura 5). Una 

característica de suma importancia de esta técnica es que cada gen cry promueve un producto de PCR con un peso 

molecular único; el gen crySA genera un producto de 338 pb.; el gen cry8B un producto de 510 pb. Y el gen cry8C 

uno de 963 pb. (Bravo et al., 1998). Si llegan a detectarse cepas con productos PCR de un peso diferente a 10 

esperado, se abre la posibilidad de que contengan genes cry nuevos. 

El análisis coo los aligos genera1es cr)'B pennitióla detección de 21 cepas de BI con productos PCR de interés 

~ravo et 111., 1998). De estas 21 cepas, mediante el análisis con los oligos específicos para JO!! genes cry8A. cry8B y. 

cry8C, se detectaron 13 cepas con productos PCR de interés. Dichas cepas son potencialmente tóxicas contra plagas 

de Melolontbidae. 

El análisis por PCR múltiple presenta el incoveniente de qué aún cuando se generan productos de PCR con el 

tamaño esperado para los genes en estudio, existe la incertidumbre en cuanto a los oligos específicos de los cuales 

dichos productos de PCR han sido generados. Esta incertidumbre se incrementa cuando se obtienen productos de 

PCR de tamaño inesperado, lo que sugeriría la existencia de genes cry nuevos. En estos casos, se raluiere de la 

aplicación de nuevas reacciones de PCR de manera individual, con cada uno de los aligas específicos (crySA, cry8B 

y·cry8C). 

En el presente trabajo se realizaron reacciones de PCR con oligos cry8 específicos, cada uno en una reacción 

individual. De las 13 cepas aisladas previamente en el laboratorio, se seleccionaron al azar 4 cepas para este análisis: 

IBI84, 18205, IB324 e IB477. Se utilizaron como controles las cepas positivas PS50C (que contiene a los genes 

crySA 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.), 

En las figuras 6 y 7 se muestran los resultados del análisis electroforético de productos PCR generados a partir 

de las cepas control PS50C y KB92 , Y las cepas m184, m205, m324 e IB477. 

La cepa control PS50C presentó un producto de 338 pb, en la reacción con los oligos espeCificas para crySA, 

as! como un producto de 510 pb. con los oligos para cry8B (Figuras 6 Y 7). -As! mismo, la cepa control KB92 

presentó un producto de 963 pb, en la reacción con los olig~ para crySC (Figuras 6 y 7). 
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Figura 5. Esquema general de un análisis por PCR sencillo y PCR múltiple, con ollgos generales y especificos 
diseñados para reconocer genes cty8A, cty88 y cty8C. 
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Figura 6. Amplificación por PCR de fragmentos de genes CI)'8, de lu cepas 18184 e 
18324 de Br. en gel da agarosa al 2%. CarriI1.-Marcadotmolecular lambda I 
Hind ID. CarriI2.-Cepa control PSSOC (CI)t4). Caml 3.-Cepa control 
PS50C (cry8B). CarrlI4.-C.pa conlrol K892 (CI)'BC). Carril S.-C.pa 18184 
(oligo especifico C1y8A). CarrlI6.-Cepa 18184 (ollgo especifico cI)'88). 
C.rrll 7.·Cep.18184 (ollgo especifico CI)'BC). C.rrll B.-C.pa 18324 (oIIgo especifico 
cry8A). C.rrll 9.-Cepa 18324 (oIlgo especifico cry8B). Carrlll0.-C.pa 18324 (ongo 
esDGClflco CtY8Cl. Carril 11.-Marcador molecular pBR322/ Hinf1. 
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Agura 7. Amplificación por PCR de fragmentos de genes cty8, de las cepas IB205 e lB4n de Bt. 
en gel de agarosa al 2%. CarñI1.-Mareador molecular 111 de Lakeslde. 
CaniI2.-Cepa control P~C (cty8A). Canil 3.-Cepa conllol PS50C (CJ}'BB). 
Canil4.-Cepa control KB92 (CJ}'BC). CaniI7.-Cepa IB205 (ollgo eapeclfico Cl)'BA). 
Canil8.-Cepa IB2U5 (0I1g0 espedflco CJ}'BB). Canil 9.-Cepa IB205 (ollgo eapeclfico 
CJ}'BC). CaniI13.-Cepa 18477 (ollgo especifico cty8A~ CaniI14.- Cepa 18477 (oUgo 
eapeclfico CJ}'BB). CaniI15.-Cepa 18477 (ollgo especifico CJ}'BC). 
Carril 2O.-Marcador molecular pBR322/ HInf1. 
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Cuadro 2. Productos PCR generados a partir de cepas de BllciJlus Ihuringiensis, con oligos dirigidos 
a genes cry8 

CEPA PRODUCTO PCR PRODUCTO PCR PRODUCTO PCR GENE 
.. peclfi .. p .... cry&4 especifico para cry8B especifico para cry8C INVOLUCRADO 

IBI84 - 1505 1383.1.1.&6. m 762 c"se. ? 

18205 2744.2002. 1604 • .82.S. 2776 2441, 1641,.1.110, cry8C, ? 
.J!6l. ru 

0024 2028 ninguno 1071.1.62 

18477 1888.1210:, ru, 630 2098 2441, 1604.~, cry8C, 
2óJ...ó1<i 

*Los productos PCR seilalados con negritas. representan a los de tamallo esperado 

*Los productos PCR subrayados, representan las bandas observadas con buena intensidad en la placa de 
electroforesis 

*EI resto de los productos PCR representan a las bandas que se observan con poca intensidad en la 
placa de eledroforesls, lo que sugiere una probable unión inespedfica de los oUgos al templado de DNA 

* El signo de interrogación sugiere la existencia de genes nuevos del tipo cry8 
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La cepa lBl84 presentó diferentes productos PCR, destacando los de tamaño 963 y 1186 pb. en la reacción con 

oligos para cry8C (Cuadro 2, Figura 6, Carril 7). 

Para la cepa IB20S sobresalieron los productos PCR de tamaños 695, 963 Y 1170 pb. en la reacción con oligas 

para cry8C(Cuadro 2, Figura 7, Carril 9). 

Para la cepa m324, el producto PCR de tamaño 762 pb. fue el único de los productos obtenidos que sobresalió, 

esto para la reacción con oligos para cry8C (Cuadro 2, Figura 6, Carril 10). 

La cepa IB477 ofreció varios productos PCR de impcrtancia, destacando entre ellos los de tamaño 676, 963 Y 

1104 pb. en larcacción con oligos para cry8C (Cuadro 2. FigW'8 7, Carril 15). 

De estos resultados se desprende que: 

a) Las cepas ml84, IB205 e 18477 pueden contener genes del tipo cry8C, por ser las únicas que generaron 

productos PCR de tamaño esperado 963 pb.; los otros proouctos PCR de tamaño no esperado de estas mismas cepas 

pueden considerarse como posibles genes nuevos del tipo crySc. 

b) La cepa 10024 no presentó proouctos PCR de tamaño esperado para ninguna de las reacciones con oligos 

para crySA, cry8B y cry8C, aunque sí uno muy cercano a 963 pb.,lo que la convierte en portadora potencial de genes 

nuevos del tipo cry8C. 

c) Al comparar los patroncs de bandeo para las cepas 18205 e 18477, se observa que existe cicrtB similitud 

entre ellas. Ambas presentaron un producto PCR de t.ama.ño esperado 963 pb. Y prácticamente el mismo nÚInO'"o de 

bandas obtenidas en la placa de electroforesis. Esto sugiere que probablemente se trata de cepas genéticamente 

parecidas (Cuadro 2, Figura 7). 

De esta manera se vislumbró la posibilidad de que el gen cry8C fuera el responsable de la actividad tóxica de 

las cepas seleccionadas para este trabajo, sobre todo en los casos de IB20S e 18477, por lo que se les consideró como 

potencialmente patógenas contra las larvas de Melolontbidae. 

2. Cepas para bloensayo m 

Para este biocnsayo fueron seleccionadas 3 cepas: IB209 e IB293, pertenecientes a la colección del IBt~UNAM, 

además de la cepa control KB92 (Bllibu.), nativa de lapón. Resultados preliminares indicaban que las cepas 18209 e 

IB293 enm potencialmente tóxicas en contra de larvas de Melolonthidae tales como Phyllophaga ravida y 

Phyllophaga obsoleta (Villalobos et al., resultados no publicados). 

Al final de este biocnsayo, se observó que tanto la m209 como la m293 son cepas portadoras de genes del tipo 

cry8C (Barreda, 2000) con base en un análisis por PCR similar al reportado en este trabajo. 
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VI.2. Obtención de lanas de Melolonthidae 

l. Larval de primero y segundo estadios 

Los resultados de la cria de adultos de Melolonthidae para la obtención de primeros estadios se prest;ntan en el 

Cuadro 3. 

De las primeras colectas se contabilizaron 110 escarabajos adultos de Pb. blanchardj (morfoespecie chica); 97 

de Pb. ravida; 61 de A. casteniceps; 33 de Ph. bla71C1uudi (morfoespecie grande); 27 de A. inconstans; 18 de Ph. 

vetula: y 6 de Cyclocephala mafqfa, conformando asi una colección total de 352, escarabajos adultos, en una 

proporción global de una hembra por un macho (1: 1) en cada una de estas especies. Después de 38 dias, se obtuvo 

una gran cantidad de larvas de primer estadio CD cada uno de los recipientes. Las revisiones de estas larvas se 

rea1izaron en dos etapas: del 14 al 22 y del 23 al 30 de julio de 1998, registrando el número de larvas sobrevivientes 

después de 16 días de revisión (Cuadro 3). 

Con base en la producción de larvas de primer estadio en los cultivos de adultos, se decidió trabajar con larvas 

de Ph. ravida Y A. lnconstons seleccionando las más sanas y resistentes para utilizarlas en el primer bioensayo 

(Cuadro 3). Para el segundo bioensa.yo, se utilizaroo las larvas sobrevivientes de estas mismas especies que 

continuaron su desarrollo a segundo estadio, asi como larvas de PII. In'chooes de tercer estadio, colectadas en el 

campo. 

En la sección VII se profundiza en aspectos clave de esta cria. 

2. Larvas de tercer estadio 

El material colectado en parcelas del Estado de Tamaulipas y utilizado en el tercer bioensayo, estuvo 

representado por larvas de PIr. lrichodes, en su mayoría del tercer estadio temprano del segundo año del ciclo de 

vida. Se lograron reunir un poco más del millar de ejemplares; poco más del 90% sobrevivió al traslado d~ la zona de 

colecta al laboratorio. En los primeros 10 días de mantenimiento a las condiciones de laboratorio, se presentarw 

pOcas muertes. Se contaba con 1055 individuos sanos y con base en su buena apariencia externa, se seleccionaron las 

más resistenteS. 

De aquf surgieron las 252 larvas utilizadas en el bioensayo Ill. 
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Cuadro 3. Número de larvas de primer estadio. obtenidas y recuperadas a partir del cullivo 
de adultos de las diferentes especies de Melolontbldae que fueron colectadas 
en Cuemavaca, Morelos Oardines del IBt-UNAM) 

No. Adultos No. larvas obtenidas No. larvas Recuperación 
Especle colectados del cuJtfvo de adultos sobrevivientes de larvas (%) 

(1 .... 12 d. JuHo 1998) (23-30 d. JuHo 1998) 

Phylloplwga ravida 97 143 112 

Anomola inconstalU 27 11. 96 

Phyllophaga blanchardl 110 23 23 
(moñoespc:eic (:hica) 

Phylloplwga blanclwrdi 33 3' 32 

(moñoespccie grande) 

PhyIJoplwga lIf!:tula 18 22 12 

Anomala caslanJceps 61 1 1 

Cyclocephala mafafa 6 3 3 

78 

84 

100 

94 

100 

100 

100 
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VI.3. Bioe .. ayo 1 

l. MortaOdad 

Las larvas de primer estadio de Ph. ravida yA. inconrlans respondieron de mancm similar a las cepas de BI 

probadas en este primer bioensayo (Gráficas 1 y 2). Ambas especies de gallina ciega sólo mostraron una elevada 

mortalidad causada por la cepa IB477. El tiempo mínimo en que se presentó la diferencia significativa con respecto 

al control",1a m<rta1idad fue de 9 d1as (P<O.OS) para A. inc","_ (Gnlfica 2) y de 13 d1as (p<O.05) para Ph. 

rtll'ida (Grifica 1). En ambos casos, fue posible también observar una tendencia que sugiere actividad tóxica de la 

cepa m20S, pero este tratamiento no presentó diferencias significativas con respecto al control En este bioensayo 

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 a140%). al término del bioensayo, a los 14 d1as (Gráficas 1 y 2). 

2. Indlte de morbf..mortalldad 

El fndice de ma-bi·mortalidad representa la suma de los porcentajes de larvas vivas que presentaban coloración 

parduzca o ennegrecimiento pm=eptible y el porcentaje de larvu que murieron presumiblemente por dicho 

ennegrecimiento, provocado por BI dw'ante el bioensayo (propuesto por Calderón en 1998 y adaptado al presente 

trabajo). A diferencia del característico color ámbar que presenta el cuerpo de las larvas expuestas al ataque de 

Serrana entomophüa (Calderón, 1998), la infección de una larva que ha ingerido los cristales tóxicos de BI no 

presenta una sintomatologfa completamente definida. A pesar de ello, es posible distinguir algunos otros sfntomas 

tales como anorexia y cierto ennegrecimiento del cuerpo del insecto, acompañado de un reblandecimiento del 

mismo. 

Los patrones de morbi-mortalidad causada por Bt en el bioensayo I corroboran las diferencias observadas en la 

mortalidad entre los tratamientos y el lote control (Gráficas 3 y4). 

En este caso en particular, dicho índice refleja sólo la mortalidad, dado que DO se presentaron larvas 

sobrevivientes con ennegrecimiento. Resalta el hecho de que al final del bioensayo, este índice fue 

significativamente mayor con respecto al control, alcanzando el 50010 (P<O.05) CD Ph. ravida (Gráfica 3) yel 75% 

(p<O.Ol) en A. inconstans (Gráfica 4). Lo cual indica que en ambas especies el factor clave que determin61a 

diferencia significativa en la mortalidad entre el tratamiento IB477 y el control fue la actividad de Bt. Solamente en 

A. inconstans, la cepa 18205 provocó una diferencia significativa (p<O.05) en este índice con respecto al control 

(Gráfica 4). Algunas larvas de Ph. ravida tratadas con la cepa IB205 presentaron ennegrecimiento. 
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Ajuzgar por este ¡ndice de morbi.mortalidad, en genemlla actividad tóxica de las cepas de Bt probadas se 

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

Las larvas del lote control que murieron no presentaron ennegrecimiento. 

J. Anorexia 

La inhibición de la alimentación (anorexia) proporcionó información adicional para explicar el efecto tóxico 

causado por los tratamientos en las larvas de ambas especies (Gráfica 5). Los resultados de anorexia, también 

reforzaron la presencia de actividad tóxica en la cepa 18477. Tanto en Ph. ravicla como en A. inconstans se observó 

un efecto significativo (P<O.OI) con respecto al control en la inhibición de la alimentación, que se manifiesta en el 

intervalo de I a 7 días (Gráfica 5). Es de llamar la atención que para ambas especies de gallina ciega se observó un 

efecto anoréxico significativo, provocado por la cepa 18205 tanto para el primer intervalo (P<O.05), como para el 

segundo (P<O.OI). De la misma manera, la cepa IBI84 mostró un efecto anoréxico significativo (P<O.Ol) en ambas 

especies, pero sólo en el segundo intervalo de tiempo (8 a 14 días). 

El patrón de anorexia, aparentemente es un criterio más sensible para la determinación de un efecto tóxico de 

cepas de Bt. Dicho patrón indicó que la cepa 18324 fue la menos tóxica de todas las cepas probadas para ambas 

especies de insectos (Grafica 5). 

VI.4. Bioensayo 11 

1. Mortalidad 

En este bioensayo la cepa 18477 se destacó nuevamente por su actividad tóxica. En larvas de tercer estadio deA. 

inconstans, esta cepa provocó una mortalidad significativamente superior a partir de los 21 días (P<0.05) con 

respecto al control. A los 27 dlas (P<O.O 1), sólo una larva sobrevivia (Gráfica 7). AsI mismo, esta cepa fue la única 

que provocó una mortalidad significativa en larvas de tercer estadio de Ph. trichodes, a los 29 (p<O.05) y a los 31 

días de tratamiento (P<O.OI) con relación a1 control (Gráfica 8). Aparentemente las larvas de segundo estadio de Ph. 

ravieJa también mostraron sensibilidad a la toxicidad de la cepa 18477, aunque esta susceptibilidad no se expresó 

estadlsticamente en su mortalidad (Gráfica 6). 

Ambas especies de Phyllophaga fueron resistentes a la actividad tóxica de las cepas lB 184, IB205 e IBJ24 

(Gráficas 6 y 8), Y únicamente las larvas de A. inconstans resultaron también afectadas significativamente por la 

actividad de las cepas IBI84 e 18205 (Gráfica 7). Con este segundo bioensayo se confirmó la inocuidad de la cepa 

IBJ24 tanto para larvas de Ph. ravida como para larvas de A. inconstans. 
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Cabe destacar que todas las larvas del lote control de Ph. trichodes sobrevivieron, y sólo una del lote control de 

Ph. ravida murió, después de 35 dlas de tratamiento (Gráficas 8 y 6). 

Un aspecto importante en este bioensayo es que en los primeros 15 dfas no se presentaron resultados 

significativos de mortalidad, por lo que fue necesaria la aplicación de una segunda dosis de Bt para poder detectar la 

actividad biológica de las cepas probadas (Gráficas 6, 7 Y 8). 

2. Indice de morbi·mortalidad 

Considerando el ¡ndice de morbi-mortalidad, la cepa que mejor funcionó fue nuevamente la 18477. A diferencia 

del bioensayo 1, en este bioensayo aparecieron larvas sobrevivientes con ennegrecimiento en cada una de las especies 

de gallina ciega, despu6; de 35 días. Esto fue particularmente conspicuo en larvas de tercer estadio de A. inconstans, 

en donde el ¡ndice de morbi·mortalidad alcanzó pnícticamente el 90% (Gráfica 10). Con la cepa 18205 se obtuvo un 

¡ndice significativo (P<O.05) del 58.3% (Gráfica ID). 

La cepa 18477 fue la única que provocó ennegrecimiento en larvas muertas y sobrevivientes de segundo estadio 

de Ph. ravida. resultando con un ¡ndice significativo con respecto a los demás tratamientos (P<0.05) del 500h 

(Gráfica 9). A juzgar por el índice de morbi-mortaJidad, las larvas de tercer estadio de Ph. trichodes mostraron cierta 

sensibilidad a todas las cepas de Br probadas. aunque la única con resultados significativos respecto al control 

(P<O.OI) fue la IB477, en donde destaca la gran cantidad de muenas y sobrevivientes con ennegrecimiento (70%). 

Las demás cepas presentaron un elevado número de larvas sobrevivientes sanas (Gráfica 11). 

Nuevamente, según el índice de morbi·mortalidad de c:>te bioensayo, son las larvas de A. inconslans las más 

sensibles a la actividad tóxica de las cepas de Bt (en especial a la 18477); las larvas de Ph. trichodes también lo 

fueron. aunque en menor grado. De los tratamientos control, ninguna larva de las que murieron presentó slntomas de 

ennegrecimienlO (Gráficas 9,10 Y 11). 

3. Anorexia 

La cepa 18477 fue la que mejores resultados ofreció 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<O.OI) a partir del intervalo de 15 a 21 días con dicha cepa (Gráfica 12). 

Con larvas de A. inconstans. esta cepa 1B477 inició su actividad tóxica en los primeros 14 días de tratamiento, 

con diferencias significativas respecto al control (P<O.OI; Gráfica 13). En contra de larvas de Ph.lrichodes, en el 

intervalo de 15 a 21 días se detectaron resultados significativos de anorexia, con relación al control (P<O.O 1, Gráfica 

14). 

Las demás cepas utilizadas ofrecieron resultados significativos de anorexia (P<O.O 1) a partir del intervalo de los 

22 a los 28 dfas en larvas de Ph. rQ\lida. de los 15 a los 21 días en A. inconslans y a partir de los 22 días en ph. 

Irichodes (Gráficas 12, 13 Y 14). Cabe mencionar que la cepa 18324 sólo fue utilizada contra larvas de Ph. Irichodes, 

y alcanzó resultados significativos de anorexia con relación al control (P<O.05, Gnífica 14). 
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VI.S. Bioensayo 111 

l. Mortalidad 

La cepa K892 fue la única que presentó resultados significativos de mortalidad respecto al control, con todas 

las concentraciones utilizadas, destacando la el (concentración 10,000 nglml) a los 19 dias (P<O.05) y a los 20 

dias (P<O.OI) del bioensayo (Gráfica 15). Sobrevivieron únicamente 16 de las 60 larvas tratadas con esta cepa, 

después de 30 dlas de tratamiento. lo que representa el 26.6% del total (Cuadro 4). 

La cepa 18209, utilizada en la proporción espora:cnstal 1 :7, fue la primera en presentar una mortalidad 

significativa respecto al control (P<O.05). Esto ocurrió a los 18 dlas del bioensayo, con la el. Sólo con la c4 y la 

eS no se presentaron resultados significativos estadísticamente en este rubro (Gráfica 17). Después de la cepa 

KB92, la cepa 18209 a dicha proporción espora:cristal fue la que provocó una mayor mortalidad de larvas (33 en 

total), lo que representa el 55% del total de utilizadas en este tratamiento (Cuadro 4). 

PBnl.la misma cepa 18209, pero a una proporción espora:cristal 1:1, se presentaron resultados significativos 

de mortalidad respecto al control sólo hasta los 22 (p<O.05) y 23 dfas (P<O.OI) con la el, y con la c2 hasta los 24 

(P<O.05) Y 27 dlas del bioensayo (P<O.OI) (Gráfica 18). También es notable el hecho de que con esta proporción 

1: I se obtuvieron resultados de mortalidad significativos con relación al lote control (P<O.05) con la eS a los 30 

días del bioensayo. 

Con las c3 y c4 no se observaron resultados significativos (Gráfica 18). En total, con esta mezcla 

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

La cepa 18293 sólo mostró resultados significativos de mortalidad con relación al control con la el (P<O.OI) 

a los 24 días, y con la c2 (P<O.OI) a los 27 dias del bioensayo. Con las demás concentraciones no se observó 

ninguna mortalidad significativa (Gráfica 16). Se trató de la cepa con la cifra más baja de larvas muertas al final 

del bioensayo (24 en total), lo que representa una sobrcvivencia del 60% (Cuadro 4). 

Un aspecto fundamental en el bioensayo fue que el lote control presentó una mortalidad muy baja (8.3%), lo 

que permitió obtener diferencias significativas con respecto a los tratamientos. 

La única larva muerta de este lote se detectó hasta los 19 dlas., sin ningún slntoma de enfermedad 

(Gráficas 15. 16, 17 Y 18; Cuadro 4). 
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Cuadro 4. Resultados obtenidos en cada rubro de evaluación, al probar las cepas de Bacillus 
thurlnglansis en dlstfntas concentraciones, en contra de larvas de tercer estadio de 
Ph. trichodfJS después de 30 dlas del bloensayo 111. 

¡c.pa y ~0.larv8S o. larvas ~o.larvas ~ .. vlv. ndlce morbl- f'norexla 
Foncentracl6n obrevlv. oob .. vlv. Fuertas (%) mortalidad ~romedlO cada 

¡.anu nle ...... (%) dlasde 
~tamlento (%) 

ote Control L 11 d 1 91.& ¡( 
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"'0000 """"1 1 11 8.3 83." 58.'" 
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.. (lOQ.ngJmJI 1 2 " 48.71 

",,(10,,",mI) 4!J!! 58." 48. 
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",me,lIo 26. .. 59.M 4Y' 
olal '" 
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2. Indice de morbi-mortalidad 

La cepa KB92 indujo el índice de morbi·mortaJidad más alto de este bioensayo (83.3%), significativamente 

mayor con relación al lote control (P<O.Ol) con la el (Grifica 19). Asf mismo, presentó el menor número de larvas 

sobreviventes sanas de todas las cepas utilizadas (9), lo que representa tan sólo el 15% del total (Cuadro 4). 

Junto con la cepa IB209 en su modalidad espora:cristall:7, fueron las únicas en las que las 5 concentraciones 

manejadas para cada cepa presentaron resultados de morbi-mortalidad significativos respecto al control (P<O,OI y 

P<O.05), sin observarse resultados significativos entre dichas concentraciones, lo que sugiere que todas expresaron la 

actividad tóxica de Bt por la manen¡ en que provocaron ennegrecimiento y muertes de las larvas de Ph. trichodes 

(Gráficas 19 y 21), Al promediar los Indices de morbi-mortalidad obtenidos de las 5 concentraciones de cada una de 

las cepas, se observó que la cepa KB92 alcanzó un 59.99%, el fndice promedio más alto del bioensayo (Cuadro 4). 

Utilizando la cepa 18209 (1 :7), se observaron slntomas de ennegrecimiento importantes, tanto de larvas muertas 

como de sobrevivientes ennegrecidas. Fue asl como se obtuvieron fndices de morbi·mortalidad significativos 

respecto al control: el máximo un 66% (p<O.OI) con la el, y el más bajo un 50% (P<O.05) con la c5 (Gráfica 21; 

Cuadro 4). De las 60 luvas tratadas. sobrevivieron 14 en buen estado, sin slntomas de infección por Bt, lo que 

representa un 23.3%. Después de la cepa KB92. fue la cepa con el Indice promedio más elevado (56.64%), en 30 días 

de tratamiento (Cuadro 4). 

Por otro lado, en su modalidad espora:cristal 1: 1, la cepa 18209 presentó el segundo dato más alto de muertas 

ennegrecidas (8) en un solo tratamiento, lo que se reflejó en un Indice de morbi-mortalidad del 66.6% con la c 1; este 

índice tomó como base únicamente las larvas muertas ennegrecidas., ya que no se detectaron sobrevivientes con 

slntomas de ennegrecimiento (Gráfica 22; Figura 8; Cuadro 4). Se registraron 16 larvas sobrevivientes sanas (casi el 

27% del tota!), además de que la c4 no ofreció resultados de morbi-mortalidad significativos respecto al control 

(Cuadro 4). 

As! mismo, se observó un índice promedio menor al 50%, similar al obtenido con la otra mezcla espora:cristal 

(1 :7}(Cuadro 4). 

La cepa IB293 fue la que menos resultados ofreció en este rubro, ya que a pesar de alcanzar fndices de morbi

mortalidad del 58.3% con lacl, y de 66% con la c2, cifras significativamente mayores respecto al control (P<O.OI), 

con la c4 y la c5 no se alcanzó ni siquiera un ¡ndice del 2oo/", AsI mismo, resultó con un fndice promedio apenas del 

39.9%, reflejándose en datos no significativos respecto al control (Gráfica 20; Cuadro 4). Además, fue la eepa que 

más larvas sobrevivientes sanas registró (24 en total), lo que representa un 4oo!o del total (Cuadro 4). 

En lo que respecta allotc control, la larva que murió en el transcurso del bioensayo no presentó ennegrecimiento 

alguno (Gráficas 19,20.21 Y 22; Cuadro 4). 
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3. Anorexia 

La cepa KB92 provocó anorexia tardía en las larvas de Ph. trlchodes, esto es, después de los primeros 15 días de 

tratamiento. Hasta entooccs se registraron resultados significativos de anorexia respecto al control (P<O.OI) con 

todas las concentraciones (Gráfica 23). Esto coincidió con el periodo en que la mortalidad aumentó rápidamente, lo 

que sugiere que esta cepa es letal en dosis bajas, sin necesidad de provocar efcctos colaterales como la anorexia. 1.0 

antmor quedó de manifiesto al compantr el promedio de anorexia que presentó en cada intc:rva1o de tiempo (48.8%), 

con el promedio de la cepa IB209 (1:7) cercano al 600/0.. Fue el único rubro en el cual la cepa Buibui se vió superada 

(Cuadro 4). 

Al utilizar la cepa 18209 (1:7), se observó un efecto anoréxico temprano. En este sentido fue la única que 

alcanzó niveles significativos en el primer intervalo de tiempo; durante los primeros 7 dfas del biocnsayo ya se 

contaba con resultados significativos de anocexia respecto al control con todas las concentraciones (p<O.OI). 

Esto indica que a pesar de que una sola dosis de bacteria no era suficiente para provocar la muerte de la gallina 

ciega de esta especie. si lo era para desencadenar los primeros síntomas de la infección por BI (Gráfica 25). Como ya 

se mencionó, fue la cepa que en promedio presentó el porcentaje de anoccxia más alto (59.25%) al .tbmino dcl 

bioensayo (Cuadro 4). 

En cambio, con la modalidad espora:cristal 1:1 de esta cepa se observó un cfecto anoréxico tardio. en el 

iritc:rva1o de 15 a 21 dfas del bioensayo. Todas las concentraciones registraron datos de anorexia significativos con 

relación al control (P<O.Ot)., en este intervalo de tiempo (Gráfica 26). Se presentó un porcentaje de anorexia del 

46.3:2010 (Cuadro 4). 

Dando muestras de toxicidad. la cepa IB293 provocó un efecto anoréxico temprano, sobre todo con la el y la c3, 

con resultados significativos con relación al control (p<O.05). Pero fue en realidad en el intervalo de 1.5 a 28 días 

cuando se observó un incremento importante en la anorexia de las larvas respecto al control (P<O.OI), excepto con c4 

y,5 (Gráfic:a 24). 

A pesar de no ser la cepa más efectiva en el experimento, en este rubro alcanzó una anorexia promedio similar a 

la de la <:epa KB92 al fina\ del biocnsayo (Cuadro 4). 

Por último, ninguna de las larvas sobrevivientes del lote control registraron smtomas de anorexia durante el 

bioensayo (Gráfic:a.s 23, 24, 25 Y 26; Cuadro 4). 
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4. eL" 

Al realizar el análisis PROBIT CL50 correspondiente, se observó que la cepa control KB92 registró el valor de 

CL,o más bajo de todos (O.09lJ.glmI) después de 2S dfas. es decir, que en condiciones de laboratorio se requieren de 

O.09).lg de esta cepa para provocar toxicidad en1arvas de Ph. trichodes (Gnifica 27). 

Después de la cepa Buibui. se consider6 B la modalidad espora:cristaJ 1:1 de la cepa lB209 como la más tóxica 

en contra de larvas de Ph. tn"cJwdes. Después de 25 dIas de bioensayo, registró Wl valor ~ de 1.6 J,lglml. (Gráfica 

27). La modalidad esponccristal 1: 1 de esta cepa, presentó un valor CLso de 2.0 J.lglml, muy parecido al registrado en 

la modalidad 1:7 (GnUica 27). Este dato es fiel reflejo de lo observado en la mayorla de los parámetros de este 

bioensayo, en donde ambas proporciones cspora:aistal de la cepa IB209 ofrecieron resultados que sugieren que las 

larvas de Ph. tric1u:xles son altamente suscepblllcs a su actividad tóxica. 

En contraparte. el valor CYo para la cepa IB293 (4.2 Ilg), la ubicó como la menos tóxica de todas las cepas 

probadas en este bioensayo (Gráfica 27). 
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VII. DISCUSiÓN 

VII.J. Bioensayos 

1. Mortalidad 

Bioensayru 1 Y 1I 

En los primeros dos bioensayos se probaron cepas de las cuales no se tenían reportes de su actividad tóxica, y 

sólo se contaba con W!.B caracterización parcial de sus particularidades moleculares (presencia de genes cry8 en sus 

secuencias). En la actualidad continúan caracterizándose (Núñez-Va1dez, com. pc:rs.). 

Después de evaluar la actividad tóxica de las cuatro cepas de BI utilizadas en los primeros dos bioensayos, fue 

evidente la vulnerabilidad de las larvas de primer y tercer estadio de Anoma/a inconstaru. y las de tercer estadio de 

Phyllophaga trichodes a la cepa IB477. Esta cepa no había sido probada con anterioridad, y por ello se desconoce 

aún la causa precisa por la que provocó una mortalidad tan alta en estas especies de gallina ciega. Así que deberá 

corroborarse en futuros estudios su actividad tóxica y profundizar en el conocimiento de sus mecanismos de acción. 

Según el análisis por PCR, tanto la cepa IB477como la lB205 presentan productos de PCR específicos para 

cry8C. Los productos de estos genes ofrecen actividad tóxica en contra de coleópteros 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 oligonuclcótidos para genes cry8, se observó un 

arreglo de sus bandas muy parecido, lo que indicaba que probablemente se trataba de cepas genéticamente parecidas 

(sección VI.I., punto 1). Esta situación sugería que su actividad tóxica seria también similar, pero la cepa IB477 fue 

la que resultó más tóxica. Lo anterior sugiere también que, aún cuando dos cepas presenten productos de PCR 

similares, no necesariamente presentan una misma actividad biológica. 

A pesar de que las cepas 18205 e IB477 resultaron efectivas en especial contra larvas de A. lnconstans, y a pesar 

de su similitud, la cepa IB205 presentó una efectividad menor en el rubro de la mortalidad. Incluso se observaron 

diferencias estadísticas significativas al comparar los resultados de ambas, sobre todo en el bioensayo 11 (Gráficas 6, 

7y 8). 

En el bioensayo 1, esta cepa también provocó una menor mortalidad respecto a la cepa 1B477, aunque sin 

diferencias significativas entre sus resultados de mortalidad (Gráficas I y 2). Sin embargo, es evidente que habrá 

que darle un seguimiento a su actividad y corroborar sus efectos en contra de gallinas ciegas, incluso de otrns 

especies. 

Se observó también que la actividad de la cepa IBI84 fue sumamente inconsistente, y la cepa IB324, resultó 

prácticamente inofensiva contra estos insectos. 
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Ahora bien, según el análisis por PCR, tanto lB 184 como IB324 contienen en su estructura genes tipo cry8, y 

aunque esto no es garantia de toxicidad, si pennite considerarlas como cepas tóxicas potenciales. Probablemente su 

actividad está dirigida hacia otras especies de Melolonthidae, aunque es diflcil pensar en corroborar su actividad en 

un futuro, sobre todo porque no justifican la aplicación de nuevos análisis de su secuencia genética. Lo mejor en 

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

La selección de las cepas de St a probar en los primeros dos bioensayos se realizó con base en sus productos de 

PCR obtenidos en análisis anteriores (sección VI. l.; punto 1). De acuerdo a lo observado en el presente estudio, tanto 

la cepa 18477 como la cepa 18205 podrlan ser ya consideradas como candidatas para incluirlas como estrategia de 

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

En lo referente a las larvas de Melolonthidae empleadas en los primeros dos bioensayos, se considero adecuado el 

uso de estadios tempranos en su mayorla. Esto por la rapidez con la que se obtienen en una crla y principalmente, 

porque en varios reportes del Japón se ha comprobado la viabilidad de un bioensayo con este esquema. 

Susuki el al. (1994) probaron la toxicidad de Bl serovarjaponensis (cepa BuibU/) en primeros y segundos 

estadios deAnomaJa cuprea, y observaron que esta cepa era muy efectiva para gallinas ciegas en esta etapa de su 

ciclo vital. Esto coincide con lo observado 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 particular a la cepa 18477. 

Por 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 se prueba en 

primeros y segundos estadios de la misma especie de este insecto. Alm et al. (1997), comprobaron que los terceros 

estadios de gallina ciega presentan dificultad en su manejo; utilizaron la cepa Bulbui en contra de larvas de tercer 

estadio de Exoma/a orlen/aJis y Popillia japónica, con resultados poco alentadores. En nuestro bioensayo 11, se 

presentó algo similar con las larvas de Ph. trichodes y A. inconstam al probarlas con todas las cepas, excepto con la 

18477. Esta cepa provocó una mortalidad alta independientemente de la edad de la larva. 

Sin considerar el caso excepcional de la cepa 18477, y con base en Susuki et al. (1994), es posible que los 

estadios tempranos de las larvas resulten más susceptibles a un ataque bacteriano que los estadios avanzados. El 

utilizar estos insectos en sus primeras etapas de desarrollo, ofrece algunas ventajas, como el agilizar su crla para la 

realizaciÓn de pruebas en el laboratorio, y sobre todo, para iniciar el disefl.o de ciertas estrategias de manejo 

especificas, como el uso de Bt en condiciones de campo. Una de estas estrategias podrla ser el evitar que la gallina 

ciega ataque un cultivo de importancia económica, conociendo en primer término el ciclo de vida del insecto. 

AsI podría instrumentarse un programa de manejo sustentable con Bt en el momento preciso en que las larvas se 

encuentran en los primeros estadios larvales. De esta manera se evitarla que alcanzaran el tercer estadio, que 

presumiblemente es cuando se dificulta más su manejo. 

Por otro lado, el tiempo mlnimo de sobrevivencia que presentaron las larvas de A. incanslam y Ph. ravida al ser 

tratadas con la cepa IB477 (14 dlas) en el bioensayo 1, podrla considerarse como un elemento importante de 

virulencia. En este sentido, el tiempo que transcurre entre el inicio de la exposición a un tóxico o tratamiento, y la 

evaluación de la respuesta influye en el tipo y grado de esta última. La exposición puede ser continua o puede 

establecerse un periodo limitado de exposición, seguido de un periodo de recuperación que tiene una duraciÓn 

suficiente para que se estabilice la respuesta (Champ & Dyte, 1976 en Lagtmes-Tejeda y Vázquez-Navarro, 1994). 
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El tiempo de exposición depende del tipo de bioensayo y también de las características de la acción del 

insecticida; por ejemplo, 6 hrs. en ensayos de insecticidas convencionales con PluteJla xylosleJla (Magaro & 

Edelson, 1990 en Lagunes-Tejeda y Vázquez-Navarro, 1994), varias semanas en ensayos de huevecillos de 

curculiónidos con hongos entomopatógenos (Poprawski et al., 1985 en Lagunes-Tejeda y Vázquez-Navarro, 1994) y 

de 2 a 4 dias en bioensayos de Oxylhyreafonesta con BI (Robert et al., 1994). 

En el presente trabajo, los primeros resultados de actividad tóxica por parte la cepa 18477 se presentaron entre los 

9 y los 13 dias en el primer bioensayo (Gráficas 1 y 2), Y entre los 20 y los 27 días en el segundo bioensayo para las 

tres especies de larvas utilizadas (Gráficas 6, 7 Y 8). 

Con el lote control, destacó el hecho de que en el bioensayo 1 se presentó una mortalidad elevada. Puede inferirse 

que esta situación se debió en gran parte a haberse trabajado con primeros estadios, los cuales son altamente 

susceptibles a cualquier tipo de agresión, al igual que sucede en su etapa de pupa (Villalobos y Morón, como pers.). 

Los resultados obtenidos en este bioensayo se pueden considerar representativos estadísticamente hablando, ya 

que a pesar del reducido tamafio de muestra y de la elevada mortalidad del lote control, es clara la diferencia 

estadlstica al analizar los resultados del control contra las cepas de Bt, aplicando pruebas de contingencia de x¡2 

(Delgado, como pers.). 

Bioensayo III 

Para el bioensayo III se utilizaron cepas ya caracterizadas, de las cuales se ten!a un mayor conocimiento en lo 

referente a su actividad tóxica. Fue asf como se detenninó la CLj() de cada una de ellas, cambiando sustancialmente 

el disel\o del experimento respecto a los dos primeros bioensayos. Las cepas 18209, IB293 Y KB92, además de la 

cepa IM22.a (no utilizada en este caso), ya hablan sido probadas con anterioridad (Villalobos et aJ., resultados no 

publicados), por lo que se procedió a cOITobornr su actividad tóxica en este bioensayo. Asl se ha detectado que la 

cepa KB92 (Buibw) presenta una importante toxicidad en contra de larvas de Melolonthidae de especies mexicanas, 

siendo el primer reporte de este tipo para nuestro país. 

En el Japón, se ha encontrado que esta cepa es activa en contra de larvas de escarabajos tales como Anoma/a 

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 el 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 el 1000/0. 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. shonjIedti Ohaus, al ser tratadas con BI serovar japonensis a los 

21 dlas de bioensayo (en AIm et al., 1997). En cambio, al utilizar la cepa Buibui en contra de terceros estadios de A. 

cuprea, se obtuvo una mortalidad del 48%, aunque fue significativa respecto al control (Susuki el al., 1994). 
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En el presente trabajo, al utilizar la cepa KB92 en contra de larvas de tercer estadio de Phyl/ophaga trichodes, se 

obtuvo una mortalidad del 73.3% después de 30 dlas de tratamiento (Cuadro 4). La mayorla de los reportes en este 

sentido se refieren exclusivamente a la susceptibilidad en larvas del género Anomara, encontrándose muy poca 

infonnación referente a otros géneros, como el caso de Phylfophaga. Por lo tanto, es posible que esta cepa cuente 

con un espectro de acción más amplio y resulte tóxica contra especies de escarabajos con importancia económica, en 

espcciaJ, que sea efectiva contra especies mexicanas. 

En el futuro, habrá que profundizar en la viabilidad del uso de esta cepa para el manejo de la gallina ciega, ya que 

a pesar de que los resultados de este trabajo son alentadores, el ataque de la cepa Buihui se ha enfocado a especies 

del género Anomala. Como es sabido, los representantes de este género no tienen importancia económica ni hábitos 

rizofágicos (MOTÓn, et al., 1997), y normalmente los daños en los cultivos agricolas son provocados por otros 

géneros de Melolonthidae, como Phyllophaga. Por lo tanto, al encontrar en nuestro estudio una mortalidad 

importante en larvas de Phy/lophaga como resultado de la actividad de la cepa Buibui, se abren nuevas perspectivas 

en esta línea de investigación. 

Por lo que respecta a la cepas IB209 e 18293, cabe señaJar que no se cuenta con reportes que hagan referencia de 

su actividad tóxica contra larvas de Melolonthidae. AsI que los valores de toxicidad obtenidos en este trabajo 

(notables para la cepa 18209 en sus dos mezclas espora:cnstal, y bajos para la cepa 18293), pueden ser la base para 

futuros estudios. 

2. lndice de Morbi-mortaJidad y Anorexia 

En ambos rubros de evaluación, no se cuenta con ningún reporte especifico sobre BI mediante el cual se 

establezcan puntos de comparación con lo observado en el presente estudio. Este es el primer reporte en el manejo de 

otros parámetros diferentes a la mortalidad, para la evaluaci6n de actividad t6xica de Bt en contra de larvas de 

Melolonthidae. 

En el caso de la morbi-mortalidad, se trata de un modelo de evaluaci6n que propuso Calder6n (1998), que 

permite integrar el número de organismos muertos o infectados con la sintomatologla de la enfermedad bacteriana, 

en un bioensayo de infección. El objetivo en dicho estudio era evaluar la toxicidad de la bacteria entomopat6gena 

Serratia entomophila en larvas de Melolonthidae. Esta bacteria ha sido empleada con éxito a una escala comercial, 

para el control del escarabajo del pasto Costelytra zea/andica (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 coloraci6n ámbar en su cuerpo. 

En el caso de 8t, tomando como base las observaciones de Sharpe (1976) y Villalobos (obs. pers.), se ha 

considerado que en las larvas infectadas precisamente con esta bacteria, se presenta una coloraci6n café rojiza, o en 

algunos casos, un ennegrecimiento parcial o total de su cuerpo. 

El índice de morbi.mortalidad utilizado por Calder6n (1998) es un índice especifico para la evaluaci6n de la 

actividad t6xica de Serratia, y serviría como base para futuros trabajos con esta bacteria en particular. 
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El fndice utilizado en nuestro estudio, podrla ser un antecedente muy útil para próximas evaluaciones de nuevas 

cepas de Bt, detenninando su efecto sobre ciertas especies de Melolonthidae. Al no existir antecedentes, sólo queda 

puntualizar los aspectos más relevantes que se ob.servaron en los tres bioensayos realizados, en este rubro de 

evaluación. Se pueden destacar dos puntos: 

a) Las cepas 18477 e 18209 fueron las que mejores resultados ofrecieron al respecto, en los primeros dos 

bioensayos y en el bioensayo 111, respectivamente. Con ellas se cumplió la sintomatologla propuesta pan. esta 

bacteria. 

b) A partir de la actividad de estas dos cepas y de las demás utilizadas en el estudio (que a pesar de no presentar 

resultados importantes, si expresaron algunas evidencias de toxicidad), puede asegumr5C que en general, el factor 

clave que detenninóla morbi-mortalidad fue la actividad tóxica de Bt. 

Al buscar elementos de comparación con trabajos anteriores y el presente, el medio utilizado para la inoculación 

de la bacteria presenta algunos aspectos que los relaciona de alguna manera. El uso de zanahoria como medio de 

inoculación se ha reportado en algunos trabajos (Villalobos et aL. 1993; Calderón. 1998), y se ha destacado por su 

eficacia en el monitoreo de la inhibición de la alimentación que se presenta en las larvas. después de su infección. A 

partir de estos antecedentes y a lo observado en el presente estudio, se sugiere ampliamente el uso de zanahoria o 

papa (Hidalgo el aL, 1993) como simuladores efectivos de la alimentación de la gallina ciega. AsI mismo, en el 

presente estudio se reporta por primera vez el uso de fragmentos cillndricos de agar con dimensiones constantes, para 

la inoculación de mezclas espora:cristal de Bt. Este método ofrece excelentes perspectivas para realizar evaluaciones 

de D~ o CLso en gallinas ciegas. 

Antenonncnte ya se había utilizado el agar, pero no como un medio de inoculación, sino más bien como parte 

de una dieta artificial de larvas de Coste/ylra zealandica, para su crfa en condiciones controladas de laboratorio 

(Wigley & Dhana, 1992). 

Respecto a la anorexia, no se cuenta con infonnación precisa para Bt al respecto. Unicamente se tienen reportes 

de este tipo en pruebas con Serratia entomophi/a, y por ello resulta dificil establecer puntos de referencia para los 

resultados obtenidos en nuestro estudio. De esta manera, sólo puede establecerse un antecedente y as! profundizar en 

el análisis de este parámetro en evaluaciones futuras. 

En nuestro bioensayo I se obtuvieron los primeros esbozos de anorexia en el primer intervalo de observación (1 

a 7 dfas), que podría considerarse como fase temprana del tratamiento. Esto fue resultado de la actividad de la cepa 

IB477 en larvas de Ph. ravida y A. inconstans, y algo similar ocurrió con la cepa 18205. De estos resultados se 

infiere que la actividad anoréxica de las larvas se expresó de manera temprana, ubicándose entre los 5 y los 10 días 

en todas las cepas. Según Calderon (1998), S. enlomophi/a provoca un efecto anoréxico en larvas de Ph. trichodes y, 

Ph. misteca, el cual puede dividirse en dos fases: una fase temprana que abarca los primeros 10 dlas del bioensayo, y 

otra fase tardía que se observa después de los 16 dlas. En lo que respecta a los bioensayos 11 y 111, sólo después de los 

15 días de tratamiento se comenzaron a observar los primeros resultados significativos de anorexia, principalmente 

con el uso de las cepas 18477, KB92 e 1B209 respectivamente. 
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A juzgar por la anorexia, se abre la posibilidad de que la actividad de BI se presente de manera gradual, 

progresiva, y que impida que la larva siga alimentándose durante algún tiempo, e incluso, sin llegar al fallecimiento. 

En este sentido en el bioensayo 111 se utilizaron cristales de BI en estado prácticamente puro (cepas KB, 18293 e 

18209 en su modalidad 1:7) y una mezcla espora:cristal 1:1 también para la cepa 18209, con el objeto de determinar 

el papel que desempeña el cristal insecticida en una prueba de toxicidad, yen especial, en la anorexia. Al comparar 

los resultados entre ambas mezclas espora:cristal de la cepa 18209, no se encontraron diferencias estadlsticas 

(análisis no presentados). A pesar de ello, fue evidente que la proporción 1:7 dio mejores resultados en la mayoria de 

los parámetros evaluados. De aqul se desprenden dos consideraciones: 1) ambas mezclas pueden garantizar una 

actividad tóxica importante en contra de la gallina ciega; 2) la presencia de la espora en una aplicación de Bt no es un 

factor determinante para la obtención de buenos resultados: el uso del cristal de Bl (en dosis adecuadas) puede ser 

suficiente. 

Esto sugiere que la espora no tiene un papel activo en la toxicidad (Núi\ez-Valdez, como pen.), 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 Bl) un papel importante en el incremento del efecto del cristal insecticida. Según este 

mismo autor, para algunas subespecies de BI (como Kurstaki HD1) el efecto sobre la CL,o 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 germinación y a las células vegetativas de BI, y no 

necesariamente a la presencia fisica de la espora (Van-Nguyen, 1995 en Ellar, 1997). 

Por otro lado, Jobnson & McGaughey (1997), aseguran que el efecto de los cristales 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 será necesario corroborar nuestros resultados y profundizar en el 

potencial del cristal de Bl. Si logra consolidarse esta idea. en un futuro podrian utilizarse los cristales de BI aislados, 

de acuerdo a una dosis determinada. para el manejo de la gallina ciega. Algunas especies al no encontrar su fuente de 

alimentación en el suelo, se dirigen a las raíces de las plantas que representan el aporte de materia orgánica que 

necesitan (VilIalobos, como pers.). Si lograra provocarse la anorexia de estas larvas con el uso de un determinado 

numero de cristales de Bl o de una dosis en particular, podria evitarse su muerte y el ataque de las raices disminuirá 

de manera importante. Además, las larvas continuarán su papel ecológico en el suelo, sin alterar el equilibrio del 

agroecosistema (sección 11.4). Sin embargo, es necesario fundamentar perfectamente esta idea, ya que aún se 

presentan enormes vacíos de información y resulta determinante conocer qué sucede después de que la larva deja de 

alimentarse. Si realmente las larvas no mueren al ingerir el cristal bacteriano, habrá que garantizar que no volverán a 

atacar las raices del cultivo. Aún no se conocen varios de los mecanismos moleculares que provocan la inhibición de 

la alimentación en estos insectos, ni tampoco el tiempo que durará este efecto anoréxico ni sus secuelas. 

De ahora en adelante, la anorexia podría ser considerada como un indicador sensible de la toxicidad de Bl, y 

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

de mayor investigación al respecto. 
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J. Análisis CL j , 

A diferencia dellndice de morbi-mortalidad y la anorexia, la CL:so es un parámetro que cuenta con antecedentes 

en trabajos de este tipo, aunque son muy escasos. La mayoría de las pruebas de actividad tóxica con Bt se basan en la 

obtención de la Dosis Letal 50 (DL~). por lo que la comparación con nuestros resultados no es viable. La prueba 

DL50 se utiliza en ensayos en los que existe certidumbre en la cantidad exacta de insecticida que se aplica al insecto, 

mientras que la CL50 se utiliza únicamente cuando el insecto se expone a un ambiente contaminado con el tóxico, sin 

conocer exactamente la cantidad administrada (Busvine, 1971 en Lagunes-Tejerla y Vázquez-NavarTO, 1994). En un 

bioensayo para detenninar la CL50 deben de realizarse de 7 a 9 diluciones de la muestra original y del estándar de 

referencia en buffer de fosfatos pH=7 (Gallegos, 1990). Este fue el caso del bioensayo I1I, aunque nuestras 

diluciones y el medio de cultivo utilizado variaron un poco. 

En el caso de la cepa KB92 utilizada en este estudio, funcionó como elemento de referencia para evaluar la 

toxicidad de las otras cepas candidatas (18209 e 1B293), y además, abrió perspectivas para considerarla como 

alternativa de control para especies de gallina ciega mexicanas, a pesar de ser una cepa aislada de melol6ntidos del 

Japón. Su efectividad ha sido comprobada en diversos estudios en ese país, y una de las pruebas utilizadas para la 

evaluaci6n de su toxicidad es el cálculo de la CL50 (Susuki et al.,1992;1993 en Alm et al., 1997; Horí et al., 1994). 

Sin embargo, no es posible utilizar estos trabajos como referencia, ya que en ellos se utilizan especies de cole6pteros 

diferentes a las utilizadas en este trabajo. 

En México, no existen antecedentes de pruebas de CL,o para gallinas ciegas. De ah! que este estudio represente 

una base importante para este tipo de análisis, y sugiera la posibilidad de encontrar toxicidad no sólo en cepas 

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

VlI.2. Cría 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 COntroladas. Sin embargo, la necesidad de obtener los ejemplares 

suficientes para llevar a cabo los bioensayos, provocó que se buscaran alternativas para garantizar una sobrevivencia 

importante. Fue as! como surgió el método de cría utilizado en este trabajo, el cual además de haber dado resultados 

aceptables, se distinguió por ser sumamente práctico. En este sentido, existen pocos reportes previos que aborden la 

cría de estos insectos en condiciones de laboratorio y la mayor parte de ellos requieren de la utilización de una 

cantidad importante de materíal. Entre estos destacan los de Reinhard, Islas y los de Wigley & Dhana. 

Reinhard (1942), implement6 un método para criar gallinas ciegas del género Phyl/ophaga en el laboratorio. 

consistente en colocar los huevos obtenidos de manera individual en latas pequeñas que contenían 114 gr. de arena 

húmeda esterilizada y después las larvas que emergían se colocaban en latas con 170 gr. de suelo orgánico húmedo, 

guardándolas en un cuarto donde la temperatura y humedad se mantenían constantes. (en Campos-Bolaños, 1983). 
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Por su parte, Islas estudi6la biología de Phy/lophaga rubella utilizando para la cria de larvas las cuevas ideadas 

por McCollock en 1917. obteniendo buenos resultados con la construida a 50 cm. bajo el nivel del suelo que tiene 2.5 

m. de altura, 1.5 m. de lincho y 3 m. de longitud, revestida internamente con ladrillo, Jo que mantiene temperaturas 

de I y 2 "C a una humedad relativa del 90"10 (en Islas, 1964). 

En el caso de Wigley & Dhana (1992), propusieron un método de cria para larvas de Coste/ylra zea/andica, 

basado en exponer a las 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 cría de este insecto podla realizarse 

desde el huevo hasta su etapa adulta con una dieta semisintética convencional, compuesta principalmente por 

recwsos nutricionales primarios como granos, proteínas animales, azúcares y otros, además de a1gunos suplementos 

como aceites. vitaminas y sales minerales. 

En contraparte, en nuestro estudio se buscó la optimización de los recurws: sólo se utilizaron envases de plástico 

con suelo fresco, en los cuales se colocaron las parejas de adultos para la obtención de los huevos. Al emerger las 

larvas. se colocaron individualmente en pequeilos frascos de plástico, alimentándolas únicamente con una pieza de 

zanahoria fresca. Se observó una elevada sobrevivencia en todas las especies de gallina ciega involucradas en el 

presente estudio. Según King (1994), las larvas de primer estadio son altamente vulnerables a condiciones adversas; 

en estudios de laboratorio, este mismo autor ha reportado que más del 75% de las larvas mueren durante el primer 

estadio. En nuestra cría, se manejó un porcentaje de recuperación de larvas, con el cual se evidenció una 

sobrevivencia elevada en todas las especies de Melolonthidae involucradas, alcanzándose porcentajes de 

recuperación superiores 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 habla llevado a cabo una adecuada manipulación y mantenimiento de las 

larvas en condiciones de laboratorio presumiblemente óptimas, surge por otro lado la posibilidad de que las especies 

involucradas en esta cría puedan ser menos susceptibles que otras en las mismas condiciones de laboratorio (King no 

hace referencia en su reporte de las especies de larvas utilizadas). Pudiera tratarse de una combinación de ambos 

factores, pero al margen de encontrar la explicación satisfactoria cabe hacer mención de los buenos resultados . 

obtenidos en la cría propuesta en el presente estudio. 

Por otro lado, el caso de Anomala inconslans es interesante. Después de Phyllophaga ravida, fue la especie de 

gallina ciega que más ejemplares registró como resultado de los apareamientos de adultos. Pero lo extraordinario 

radica en que de A. inconsrans sólo se colectaron 27 adultos y de su apareamiento surgieron 114larvas, lo que 

evidencia la enorme capacidad reproductiva de esta especie. El promedio de huevos que puede poner una hembra es 

de 25. y la mayor parte de ellas sólo tiene una puesta en su vida (Morón, como pers.). El número promedio en algunas 

especies es de 7 huevos en Phyl/ophaga rube/la (Islas, 1964), 14 en Ph. sturmi, 23 para Ph. obsoleta y 28 para Ph. 

blanchardi (Morón, 1986). La hembra de Ph. menetriesi puede poner hasta 140 huevos durante períodos de 100 días 

(King, 1994). En nuestra cria no se contabilizó el nUmero de huevos obtenidos por hembra; sin embargo, los 

porcentajes de recuperación de larvas sugieren una alta oviposición por parte de las hembras de esta especie. 

Para futuros estudios de este tipo, sería recomendable cuantificar también el número de huevos obtenidos por 

hembra y así conocer la vulnerabilidad de las diferentes especies en esta etapa de su desarrollo (existen escasos 

estudios al respecto). El conocimiento de los hábitos reproductivos de los melol6ntidos, podria aportar elementos que 

motiven a profundizar en aspectos clave de su biología y ecología, en especial del género Anomala, 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 están pasando por alto los beneficios que brindan al suelo (Núi\ez-Valdéz. 1993; VilIalobos, 

1994b). La cría de larvas de escarabajos, y en especial de melolóntidos cuenta con poco respaldo de estudios previos 

al respecto, por lo que es dificil establecer un punto de referencia a partir del cual se detennine la eficacia de un 

método en panicular. Sin embargo, como el objetivo de nuestra cria era únicamente el de contar con un número de 

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

VII.3. Perspectivas del uso de BI en el manejo sustentable de la gallina ciega 

Entre los microorganismos patógenos de insectos, Br es la bacteria que ha ofrecido los resultados más 

alentadores, con un gran éxito en el mercado, por lo 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 cry8C 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 SI especificas contra integrantes de la familia Melolonthidae, existen diversos trabajos referentes a 

la búsqueda de nuevas variedades con estas características de toxicidad (Cuadros 5 y 6). 

Sharpe (1976) detectó toxicidad en algunos cristales proteicos de la variedad galleriae de St, al probarlos en 

contra de larvas del Rutelinae PopiJ/ia japónica. En 1988, Liu y colaboradores reportaron excelentes resultados en el 

control de larvas Melolontbidac en campos de cacahuate de China, mediante el uso de St variedad Kurslald (en 

Barreda, 2000). En los últimos años, se ha acelerado el descubrimiento de nuevas cepas activas de Bl, como las 

reportadas en contra de larvas del escarabajo melolóntido Coslelylra zealandica (Wigley & Chilcott, 1990 en 

Barreda, 2000). En Francia, mediante la aplicación de bioensayos en campo, se han utilizado diferentes cepas de Bt 

con actividad tóxica en contra del Cetoninae Oxythyreafunesta Poda con resultados alentadores (Robert el aL, 1996 

en Barreda, 2000). En Japón, se han realizado pruebas de bioensayos en campo con la cepa Buibui (portadora de 

genes cry8C) contra larvas de varios escarabajos rutelinos, como Anomala cuprea, A. rufocuprea y Popilliajaponica 

(Hori et aL, 1994), as! como también se han desarrollado experimentos de microcosmos en cultivos 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 Exoma/a orienta/is han arrojado también muy buenos 

resultados (Alm et aL, 1997). Por otro lado, se han realizado bioensayos, utilizando a la cepa Buibui en combinación 

con nemátodos (Heterorhabditis bacteriophora y Steinenerma g/ruerl), contra dos especies de los Dynastinae 

Cyclocepha/a hirla y C. pasadenae, además de Anomala orienta/is en laboratorio en Chiuju, República de Corea. 

Dichos bioensayos se han realizado en áreas de invernadero, en Davis, California y en el campo en San Diego, 

California (KoppenhOfer et al., 1999), En este ultimo caso, se observó sinergismo de los diferentes entomopatógenos 

contra las diferentes especies de escarabajos, 

En México, el trabajo de Barreda (2000) y el presente estudio, son de los primeros en probar cepas de Bt en 

contra de especies de Melolonthidae presentes en el territorio nacional y evaluar su actividad tóxica. A pesar de la 

amplia cobertura que recibe el estudio de esta bacteria principalmente en Japón y Estados Unidos, en nuestro país 

necesita sortear todavía múltiples dificultades, tanto experimentales como socioeconómicas, Una de estas 

dificultades es el hecho de que Bt, aunque es reconocido como un organismo entomopatógeno, es incapaz de 

producir epizootias (Luna-Olvera y Peña-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 basándose en la ineficiencia del organismo COmo agente infectivo (Luty & 

Ebershold, 1981 en Lunn-Olvera y Pei\n-Cabriales, 1996). En el caso de las gallinas ciegas, es sumamente escasa la 

infonnación que se tiene sobre ellas, por lo que resulta muy dificil implementar alguna estrategia para su manejo. 

Sin embargo, y tomando las debidas reservas que ya se han mencionado anterionnente, en un futuro podrfa 

pensarse en un escenario como el siguiente: se detecta un cultivo agricola con ataque evidente de gallina ciega, y con 

base en los estudios más profundos que seguramente se habrán realizado con El, se toma la decisión de utilizar esta 

bacteria para su manejo. El objetivo es emplear únicamente los cristales aislados de El, en la dosis adecuada para 

provocar la anorexia en las gallinas ciegas involucradas en el problema, sin provocarle síntomas alternos de 

enfennedad. Al ingerir el insecto los cristales, se puede esperar que deje de alimentarse sin llegar a provocarse su 

muerte, y a su vez disminuya el daño al cultivo. Así, es probable que las larvas continúen en el suelo llevando a cabo 

sus distintas actividades que promueven potencialmente la fertilidad del mismo como aereación, drenaje y 

redistribución de nutrientes y microorganismos (Núi\ez-Val~éz, 1993), manteniendo así el equilibrio del sistema. 

As! mismo, se abren otras opciones en el uso de los los cristales de Bt: 

a) Encapsulamiento de la proteína tóxica, para evitar su rápida degradación. Esto se reflejarla en una mayor 

persistencia de la actividad tóxica de la bacteria, después de varios días de su aplicación en el campo. 

b) Inserción del gen bacteriano en microorganismos inocuos, que sean agentes potenciales de un control 

biológico inundativo, como en el caso de Serratia entumuphila en la agricultura pasloral de 

Nueva Zelandia. 

e) Inserción del gen bacteriano en plantas para su expresión específica en los tejidos de la raíz. Esto se compagina 

con el ya mencionado uso del cristal para provocar solamente efectos anorexicos en las larvas involucradas en el 

daiio a una raíz. 

Es preciso seiialar que las propuestas anteriores aún 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 simultáneamente el problema. 

Por todo ello. BI se presenta como una alternativa interesante en el manejo sustentable de estos insectos, con la 

consigna de que son necesarios más estudios para su consolidación en un programa de esta naturaleza. Se están 

dando los primeros pasos. 
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VIII. CONCLUSIONES 

l. La cepa KB92, portadora del gene cry8C, presentó actividad tóxica en contra de las especies mexicanas 

de gallina ciega utilizadas en el presente estudio. Sin embargo, no todas las cepas nativas de BI utilizadas que portan 

este gene especifico presentaron toxicidad importante en contra de estos insectos, como fue el caso de las cepas 

IBI84, 18324 e m293. Esto significa que la presencia de los genes cryaC en una cepa deBt, no garantiza efectos 

tóxicos sobre ciertas especies de gallina ciega. A pesar de su probada actividad tóxica en contra de larvas del pero 

Anomala, en el presente estudio la cepa KB92 resultó tóxica también para larvas del género Phyllophaga (en 

particular contra larvas de PII. trichodes), lo que representa el primer reporte de toxicidad de cristales de esta cepa m 

larvas de Phyllophaga. 

2 La cepa IB477, portadont de genes cry8C, presentó una importante actividad tóxica en contra de larvas de 

Anomala inconstans, Phyl/ophaga ravida y Ph. trichodes, por lo que es necesario darle seguimiento a su análisis 

molecular y corroborar en particular su actividad anoréxica,1a cual podría convertirse en el parámetro fundamental 

de un programa de manejo sustentable de estos insectos. 

3. La cepa IB209 puede ser considerada como potencialmente patógena para Phyllophaga triclwdes, con base en sus 

valores~: 1.6 J1g1ml para la mezcla cspor1l:cristall:7, y 2.0 ~gIml para la mezcla 1:1. Estos valorcs.fuerm los 

que más se acercaron al 0.09 ... glml de la cepa KB92, que ftmgió como cepa control en el experimento. 

4. En el caso de la cepa lB20S. debe considerarse seriamente su actividad, ya que a pesar de no provocar efectos 

letales para las gallinas ciegas. puede ser promisoria una estrategia de manejo sustentable, como el inhibir la 

alimentación de la larva sin necesidad de provocar su muerte. 

5. Las cepas lBIM, m324 e 18293 se carnctcrizaron por presentar en los diferentes parámetros de evaluación, 

. resultados que no fueron significativos estadísticamente respecto al lote control. Por lo tanto. la posibilidad de 

considerarlas en un futuro para el manejo de estos insectos, está condicionada a la evaluación de su actividad en otras 

especies de Melolonthidae. 

6. La mezcla espora:aistal 1:7 de la cepa lB209 resultó ser más tóxica en varios de los parámetros evaluados en el 

bioensayo m. A pesar de las diferencias estadísticas entre sus resultados y los de la mezcla 1: 1 no fuerÓn 

significativos, estos sugieren fuertemente que el cristal insecticida es un filctor clave en el mecanismo de toxicidad 

. de las cepas probadas CIl este bioensayo. Aparentemente la presencia de la espora no es indispensable en w. evento 

de estas caracterlsticas. 
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· 7. El método propuesto en este trabajo para la cria de larvas de Melolonthidae resultó adecuado para la obtención de 

larvas de primer y segundo estadios. y sobre todo por ser muy práctico. Sin embargo tiene las limitantes de estar 

restringido a una época del periodo anual reproductivo del escarabajo y a proporcionar \DI número limitado de 

ejemplares para estudios de ~ 

8. Los distintos estadios larvales de Melolonthidae utilizados en el estudio. presentaron diferencias en la 

suscepubllidad a la actividad tóxica de BI. En general, las larvas de tercer estadio lograron sobrevivir mAs tiempo al 

ataque de BI. a diferencia de las 1arws de primeros y segundos estadios. Sin embargo. al igual que los estadios 

tempranos. los terceros estadios presentan una imp<rtante inhibición en su alimentacioo al ingerir los cristales 

tóxicos. Esto podrfa brindar diferentes alternativas para el manejo sustentable de estos insectos. de acuerdo a la etapa 

larval en que se encuentren. 
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. APÉNDICE 

A. Preparación de soluciones y medios de cultivo 

1.- Medio LB - LIlriD-Bertani 

Porll: 

A 9SOml. de agua desionizada agregar: 

a} bacto-tryptona 10 gr. 

b) extracto de levadura 5 gr. 

e) cloruro de sodio 10 gr. 

2.- TAE-buffer 50X Trls-Acetatos (para electroforesis) 

Por It: 

a) 242 gr. Tris base 

b) 57.1 rnJ. ácido acético glacial 

e) 100m!. 0.5M EDTA (pH 8.0) 

3.-o.s EDTA 

Agregar 16.1 gr. de EDTA (2H20) a 800 mi. de agua. Se ajusta el pH a 8.0 con NaOH 

4.- TEpH 8.0 

a) 10 mM Tris·el (pH 8.0) 

b) I mM EDTA (pH 8.0) 

S.- buffer 6X TIpo 111 (buffer paN corrimiento de gel) 

a) 0.25% de azul de bromofcnol 

. b) 0.25% de cyanol xilcno FF 

e) 300!o de glicerol en agua 
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B. Anexo informalivo 

B.l. Importancia de los entomopat6genos y entomófagos en el manejo de plagas 

La consolidación de un método de control biológico confiable y eficiente mediante el uso de entomopatógenos 

requiere sortear todavía diversas dificultades. Además de contar con una gran propagación in vitro. una alta. 

persistencia en el campo y un amplio e ilimitado nivel de virulencia e infección, un entomopatógeno viable debe 

ofrecer una total reducción de riesgos para el ambiente y para otras formas de vida (insectos benéficos. plantas, 

vertebrados). Así mismo, debe presentar resultados a corto plazo. con una acción letal rápida (lo que permitiria que 

los costos de producción se redujeran ostensiblemente y que su comercialización aumentara en su rentabilidad), así 

como estados de resistencia o letargo para soportar condiciones adversas, de modo que sea posible almacenar a dicho 

patógeno durante mucho tiempo (Coulson y Witler, 1990). 

Para la agricultura mexicana, se promueven tres alternativas fundamentales paro optimizar la utilización de un 

entomopatógeno (Villalobos, 1992): 

a) Identificar el complejo natural de plagas y sus patógenos, todo sustentado por estudios detallados de su 

bioecologia. Es un proceso a largo plazo, lento, que requiere una investigación exhaustiva, pero ofrece resultados 

confiables y sin riesgos 

b) Introducir patógenos exóticos sólo cuando las especies nativas han fallado en el control de insectos plaga y 

esto provoque serias pérdidas económicas. Esta opción ofrece resultados a corto plazo, aunque con evidentes 

situaciones de riesgo 

c) Considerar el efecto de patógenos nativos en relación a la diversidad vegetal de un agroecosistema 

detenninado 

La gran diversidad de insectos del suelo, nocivos a los cultivos, es explicable si se toma en cuenta que 

aproximadamente del millón de ellos descritos a la fecha; se considero que casi el 95% pasa en el suelo por lo menos 

en un estado biológico de su crecimiento, ya sea sobre su superficie o dentro del mismo (Romero-Nápoles, 1983). Y 

no obstante que no todas sus fonnas biológicas son perjudiciales para los cultivos, existen las etapas larvales que se 

caracterizan por su actividad destructora. 

Entre los microorganismos que presentan actividad patógena contra estas plagas del suelo destacan los virus, las 

rickettsias, las bacterias, los hongos y los protozoarios, además de los nemAtodos; en menor escala. Entre los 

enemigos naturales existen algunos insectos y otros grupos menos frecuentes tales como aves y anfibios. La gran 

mayoría de los microorganismos tienen un gran potencial como agentes de control contra varios insectos, incluyendo 

a los escarabajos (Glare et al., 1992). 
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En la actualidad, se ha avanzado de manera importante en el reconocimiento de especies de virus. bacterias, 

hongos, nemátodos, y protozoos con potencial tóxico en contra de insectos plaga, específicamente control 

escarabajos, además de ciertos insectos con actividad entomofágica o parasitoide (Cuadro 5). 

l. Virus y baculovlrus 

Aunque 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 específicos. De los 

virus activos contra escarabajos, en el que se han enfocado los estudios moleculares es el virus iridiscente de 

Coslelylra zeaJandica (CzIV) y el baculovirus Oryctes (OrV) (Glare et al., 1992). 

Los baculovirus son virus largos con genomas de DNA de doble hélice. La familia Baculoviridae está 

subdividida taxonómicamente en tres subgrupos: A, 8 Y C. El subgrupo A está conformado por los llamados virus de 

la poliedrosis nuclear (NPVs), los cuales se encuentran ocluidos dentro de cristales proteícos conocidos como 

poliedros. Han sido principalmente estudiados por su amplio intervalo de huéspedes y su gran potencial como 

bioinsecticida y representan más del 40% de los virus de insectos que se han descrito (Coulson y Winer, 1990). 

El subgrupo 8 corresponde a los virus de la granulosis (GYs). A diferencia de los NPYs, los avs están 

individualmente organizados con un solo virión dentro del cristal (gránulo). Al subgrupo e corresponden los VIruS 

que no están rodeados por un cristal proteico y son denominados baculovirus no·ocluidos (NOBs), es decir, no tienen 

cuerpo de inclusión (Núi\ez-Ya1déz, 1993). La mayoría de los huéspedes de estos virus son los estados inmaduros, 

que son altamente susceptibles; los adultos pueden llevar el virus, pero por lo general sobreviven al ataque. 

Las larvas de insectos infectadas con NPVs nonnalmente presentan pocos síntomas distintivos hasta unas pocas 

horas antes de morir. Cuando estos virus son ingeridos por la larva, los poliedros se disuelven y liberan bastones 

virales (vmones) en el intestino medio. Pronto pasan a través de la pared del intestino medio y entran a células 

susceptibles como los adipocitos, células sanguíneas y tejido epidénnico. El tiempo de la ingestión de estos virus y la 

muerte de las larvas varia de 4 días· 3 semanas (Coulson y Witter, 1990). 

En algunas especies de insectos, las larvas infectadas pueden cesar de alimentarse, presentan poca movilidad y 

adquieren una coloración pálido amarillenta. Se pueden hinchar ligeramente. y se toman flexibles y flácidas Poco 

antes y después de la muerte, el integumento es muy frágil y fácilmente se rompe, dando salida al contenido licuado, 

compuesto por tejido desintegrado y poliedros. Comparada con la poliedrosis nuclear, lo sintomas de la virosis 

granulósica son más evidentes; varían de acuerdo con la especie huésped. La larva enferma es menos activa que la 

sana, más flácida y toma un aspecto pálido transh.icido. El período desde que se adquiere la infección hasta la muerte 

varia de 6 a 20 días (De 8ach, 1979 en Romero-Nápoles, 1983). 

Dentro de los baculovirus infecciosos hacia Scarabaeidae se encuentra, como ya se indicó, Oryctes, que pertenece 

a los virus del grupo C (no ocluídos). 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 biológico en varios países (Alfiler, 

1992 en Nuñez.valdéz, 1993) (Cuadro 5). 
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La identificación de los genes importantes en la palogenicidad viral serian muy útiles para incrementar las 

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

2. Rickettslas 

Representan a un grupo de microorganismos Que presentan una estructura celular. cuentan con ácido ribonucleico 

(RNA) y ácido desoxirribonucleico (DNA) en su estructura, además de estar rodeados por una tfpica pared celular 

(Romero-Nápoles, 1983). 

La enfermedad causada por estos microorganismos presentan un lento desarrollo, puede dar al cuerpo graso del 

insecto una coloración verde azulada y matar a su hospedero en un lapso de uno a cuatro meses. 

Algunos cuerpos cristalinos se encuentran en asociación con las rickettsias y genernlmente causan un efecto 

dañino a su hospedero. Especies de este tipo se han aislado de coleópteros como es el caso de Ricketrsiel/a popillae, 

R. melolonthae y R. tenebrionis (De 8ach, 1979 en Romero-Nápoles, 1983). 

Las infecciones rickettsiales se tienen reportadas en larvas del mayate de mayo Me/%n/ha spp. y en larvas del 

escarabajo japonés Popi!IaJaponica (Romero-Nápoles, 1983) (Cuadro 5). 

3. Bacterias 

Con base en las propiedades o los requerimientos patogénicos. tales como las dosis infectivas, sitio de infección, 

especificidad del hospedero y modo de acción, Bucher (1960) identificó cuatro grupos de bacterias 

entomopatógenas: patógenos potenciales, patógenos fonnadores de esporas y cristales, patógenos facultativos y 

patógenos obligados. 

Los patógenos potenciales son todas las bacterias que pueden multiplicarse en el hemocele de los insectos 

después de la invasión en dosis relativamente pequeftas, produciendo una septicemia letal. 

Los patógenos facultativos son capaces de crecer en el intestino del insecto y producir toxinas o enzimas que 

dañan los tejidos del hospedero. 

Los patógenos obligado!> son encontrados solamente en asociación con enfermedades especificas. 

Los formadores de espora y cristales incluyen los bacilos formadores de esporas, los cuales producen cristales 

tóxicos (KIein y Jacleson, 1992). 

Las bacterias más importantes usadas en el control biológico de los insectos SOn aquellas que cuando esporulan 

forman cristales de proteínas tóxicas, que lo son en alto grado principalmente parn diversos lepidópteros, pero al 

parecer inocuos parn otras fonnas de vida. En el caso de los patógenos obligados del género Bacillus, que presentan 

un estrecho rango de hospederos e infectan sólo a ciertos coleópteros, estropean el intestino del adulto o de la larva 

de modo tal que invaden la cavidad del cuerpo (Romero-Napoles. 1983). 
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BI es la bacteria que cuenta con perspectivas para el control de larvas de Melolonthidae, como el caso de la cepa 

Buibui, que es tóxica para larvas de PopiJ/iajapánica (Ohba et al., 1992; Alm et al., 1997), Exomala orientalis 

(Susuki el al., 1992 en Alm el al., 1997) y para diferentes especies del género Anomala (Ohba el al., 1992; Susuki el 

aJ., 1992, 1993, en Alm el al., 1997; Susuki el al., 1994; Hori el al., 1994) (Cuadro 5). 

Del mismo modo, los microorganismos pertenecientes al género bacteriano Serralia han sido frecuentemente 

reportados como agentes patógenos de insectos (Grimont el al., 1979 en Núflez-Valdéz. 1993) y ciertas 

potencialidades han sido sugeridas para ser usados como mecanismo de control biológico de los mismos (Steinhaus, 

1959 en Núf!.ez-Valdéz. 1993). Destaca en este sentido Serralia enlomophila, que ha sido reconocida como agente 

causal de la enfermedad ambarina en larvas de Coslelytra zealandica en Nueva Zelanda (Jackson et al., 1993) 

(Cuadro 5). 

4. Hongos 

Asl como las bacterias, muchos de los hongos asociados con insectos no son verdaderos patógenos o son 

patógenos sólo bajo ciertas condiciones; dependen en alto grado del estado del tiempo y del microambiente que 

rodea al insecto blanco. Por esta razón en la mayoría de los casos no han sido dignos de confianza (Romero-Nápoles, 

1983). 

El compendio relativamente peqUeflO de trabajos que se concentran en la manipulación genética de hongos 

entomopatógenos, se han enfocado a dos de los géneros de hongos patógenos mejor ubicados, Melarhjúum y 

Beauveria, los cuales contienen a las principales especies patogénicas contra escarabajos: Melarhizium anisopliae, 

Beauveria bassiana y Beauveria brongniartii. La virulencia de estos hongos, envuelve diversos procesos: 

germinación, adhesión, penetración, invasión a las defensas del hospedero, multiplicación en la hemolinfa del 

insecto, producción de toxinas, modificación delta conducta del hospedero, esporulación y dispersión de esporas 

(Glare et al., 1992). A diferencia de los demás patógenos, 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 Microsporidia son el 

grupo más importante. Dichos microorganismos no constituirán parte integral de ningim programa de manejo de 

plagas hasta que se obtenga más información básica acerca de su biologla y efectividad como agentes microbianos. 

Además deben llevarse a cabo más pruebas con respecto a su inocuidad, ya que algunos miembros de este orden 

ocasionan enfennedades tanto en peces como en mamlferos (Coulson y Witter, 1990) (Cuadro 5). 
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6. NemAtodos 

Aunque el potencial de los nemAtodos para el control de insectos se ha estudiado por varios allos, problemas con 

su producción en masa han limitado su uso. En los ultimos años se han obtenido resultados alentadores aJ utilizar 

nemAtodos de los géneros antes mencionados (SJeinerma y Helerorhabdilis) en combinación con Baci/lus 

Ihuringiensis var.japonensis (cepa BuibU/) para el control de larvas de Melolonthidae (KoppenhOfer & Kaya. 1997 

en KoppenhOfer, 1999) (Cuadro 5). 

7. Insectos entomófagos 

Los insectos entomófagos se diferencian mucho entre si en cuanto a sus hábitos de obtención de alimento; varlan 

de tlpicos parásitos a depredadores. pero entre ambos extremos se puede encontrar una multitud de fonnas. 

Los depredadores matan a su hospedero para alcanzar la madurez y son organismos de vida libre durante todo su 

ciclo vital (Coulson y Witter. 1990). Son teóricamente menos efectivos que los parasitoides. El depredador mata para 

alimentarse mientras que los parasitoides atacan para reproducirse. Su efectividad está reducida también por el difuso 

carácter en su ataque, el cual se extiende por un perlado largo, en comparación con el concentrado y más o menos 

obligado ataque del parasitoide (Crumb, 1929 en Romero-Nápoles, 1983). 

Los depredadores tienen la apariencia de ser un instrumento especialmente ajustado a ayudar en el mantenimiento 

del balance natural, por estarse alimentando más o menos indiscriminadamente de la mayor parte de las especies 

plaga; en el cultivo de malz, se ha reportado que las larvas de Diabrotica sp., Phyllophaga sp. y de varios elatéridos 

cuentan con enemigos naturales como hormigas, larvas de Carabidae y Cantharidae, las cuales pueden controlarlas 

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

La acción de los para.sitoides sobre las plagas en el suelo, se ve obstaculizada por los hábitos de estas de acuerdo 

a las prácticas agrfcolas. En este sentido, se consideran dos factores para el uso de parasitoides en una estrategia de 

control: la sincronización entre el parasitoide y el hospedero y la existencia de fuentes apropiadas para la 

alimentación de los parasitoides adultos. 

En este sentido, destacan los integrantes del género Tiphia, que parasitan en especial a las larvas de escarabajo 

(Romero-Nápoles, 1983) (Cuadro 5). 
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Cuadro 5. 

~I 

Listado general de microorganismos entomopatógenos y entomófagos utilizados 
para el manejo de coleópteros de Melolonthldae y Scarabaeldae. a nivel mundial 

I 

, funeste Robert et al., 1994 

spp. Crockerel al., 1982 en ShanllOn, 1994 

Ohba el al .. 1992; Alm el al., 1997 :;,//u. 
(BuibuJ) 

Exoma/a orian'a//. Susuki el at., 1992 en Alm el al., 1997 

Anoma/a cuprea Ohba el at., 1992; Hori el al., 1994; 

Susuki elat., 1994 

Anomala rufocuprea Ohba el at., 1992 

Anomafa albopllosa Susuki el al., 1992 en Susukl el at., 1994 

Anomafa daimiana Susukl el al., 1992 en AIm el al., 1997 

Susuki el al., 1992 en Alm el aJ., 1997 

Bad//~~,~". Sha .... 1976 

Papuana un/nodl. Theunls & AJoalfl, 1999 

Romero-Népoles, 1983; Crocker& Grtmser,1982 

en Rodrlguez-del-Bosque, 1988; 

Badlfus fibourgensis Me/olontha melolontha O. Sach. 1979: .1971 

en Romero-Nápoles, 1983; 

ISemotia, al., 1982 & Grimonl el al., 1988 en 

Glare el al., 1992; Villalobos el al., 1993; 

Shannon, 1994 

, maja!;s Shannon, 1994 

I Serratla marcascans , anx/a Sha"",n. 1994 
Phyllophaga smi/hii 

I , (=Ph. Shannon, 1994 

Shannon, 1994 

Phyllophaga anxla 
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... continuación Cuadro 5 

MICROORGANISMO I HOSPEDERO I REFERENCIA I 
HONGOS 

Metarhlz/um anlsopllae Phyllophaga viclna Shannon el al., 1993 

Phyllophaga menetriesl 

Beauveria sp. Phyllophaga mBnetriasl Shannon. 1994 

Beeuveria bass1ana Phyllophaga obsoleta Shannon, 1994 

Beauvsria brongn/at1ii Melolontha spp. Zlmmermann, 1992 en Shannon, 1994; 

Me/oIontha melolontha Shannon, 1994 

Malolontha hlppocastani 

VIRUS I 
Virus Oryctes (Or V) Oryctes rhinoceros Glare & Crawford, 1992 

Zelazny el al., 1992 

Grupo Poxviridae Anomala cuprea Katagiri el el., 1975; Martlgnoni & lwal, 1981; 

Goodwin et al .. 1991 

(Iodas las referencias anleriores, citadas en 

Glara & Crnwford, 1992) 

Phy/lophaga pleel Martignonl & l-.vai, 1981 

en Glare & Crawford, 1992 

Grupo lridoviridae Phyllophaga enx/a Propawskl & Yule, 1990 

en Glare & Crawford, 1992 

Grupo lridoviridae Costalytra zaalandica Kalmakoff el al., 1972; Dearing el al., 1980; 

(Virus iridiscente Cz IV); Nodavlridae Martlgnoni & l'Nai, 1981: Crawford el al., 1985; 

Grupo e Baculovlridae Hess el al., 1991: Seottl & Fredericken, 1987 

(todas las referencias anteriores, citadas en 

Glera & Crawford, 1992) 

Grupos Parvoviridae, Poxviridae Malolontha malo/ontha Slelnhaus & Leulenegger, 1963; Vago, 1963; 

a Irlvirldae Bergoln el al., 1971; Van der GElest& Van der 

Laan, 1971; GoodwIn etel .. 1991; 

Martlgnoni & Iwai, 1981; 

(todas las referencias anteriores, citadas en 

Glara & Crawford, 1992) 

Grupo e Baculovirldae Strategus a/oous Lomer, 1987 en Glare & Crawford, 1992 
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.•• conÜnuaclón Cuadro 5 

~s H I 

I CeroIine Smith, CATlE (datos no publicados) 

en Shannon, 1994 

, .nc;na carol'no Sm'''', CATlE,' , 
PhylJophaga obsoleta en Shannoo, 1994 

I Anomala orlentalis KoppenhOfer el al., 1999 

I(en combinación con Bt) 

,1997 

I(en combinación con Bt) CyclocephaJa pasadenae en KoppenhOfer el al., 1999; 

KoppenhOfer el al., 1999; 

" 19 .. 

, hirticula IF""""o,' Ge"'ne" 1991 '" ShaMM, 1994 

, aarivo .. spp. ,1983 

Glaar & Fo.x, 1930 en 

PhylJophaga spp. Romero-Nápoles, 1983 

, ¡ I 
,popllla. Popmla japonlca 10u1ky, Gooden, 1952; _poi .. , 1983; 

1988 (todas las referencias 

"'" cilAM en Jackson & Glare, 1992) 

PhylJophaga enria Dutky & Gooden, 1952 

Phyliophaga ephillda en Jackson & Glate, 1992 

1 Ha""., 
en Jackson & Glate, 1992 

me/o/ontha Hurpln, 1962; Niklas, 1963 en 

Krleg,1971 

Hurpln, 1962; Nlklas, 1963 en 

Krleg, 1971 

, majalis I H"",'n,1962; N'.",l063on 

I !<rieg, 1971 

1 Anomala dubia 1 ~~rpln,.1962; Niklas, 1963 en I Krleg, 1971 

I Anomala horlicofa IN'.", 1063 on Krleg, 1971 
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000 continuación Cuadro 5 

~ 1 1 

$p. ~ 1938 en HawIa&AnIhr;ds, 1992 

Ccs/elytra AIIIsen, 1969 en Hanula & AndruadIs, 1992 
1", 

$p. IW-' ',1003; 
Hurpin, 1971 (todas las referencias anteriores, 
cita:1as en Hanula & Al1dreadis, 1992) 

W_, 1977", ........ __ , 1992 

Ihop .. e melolontha 

I AIl",,", 1969 "" Han"~ .,,"' ..... , 1992 

IFamilla 1 ....... 
1988 

no descritas) AnomaJa orienta6$ en Hanu\a & AndreadIs, 1992 

Macrodactytus subspinosa 
CycIocepha/a boroals 

1 
IORDEN I 

I{Famil~ 8ombyliidae) 
$pp. I Il<Ms, 1919", _, 1994 

I<Familia 8ateridae) 
$pp. Wolcat, 1950 en Hanson, 1994 

1,., mm. .. ;;,--, $pp . KmAson, 19n "'""""", 1994 

l;r~~: ~:~Udae) 
$pp. ID""", 1919en """'OO, 1994 

IDexia ventIals $pp. CIausen, 1940 en Hanson. 1994 
, .. mma Arnlma/a $pp. 

ORDEN 

I::'~'::d ) 
$pp. ~,1983 

TIphll ae Hanscn, 1994; 

IFamilia $pp. ',1003 

IORDEN 

IFamilla $pp. I Um el al., 1981 en Hanson. 1994; 
~.1983 
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8. Entomopntógen()s y entomófngos p()tencinles de In gnllinn ciegn en México 

Hasta la fecha son escasos los reportes de la utilización de entomopatógenos para el control de la gallina ciega en 

el mundo. Destacan algunos informes alentadores provenientes en su mayoría de los Estados Unidos, Nueva Zelanda 

y Japón, destacándose el uso de bacterias como los agenles microbianos más viables para un progrnma de control. 

Las bacterias Se"atia spp. (en contra de larvas de Coste/ytra zealandica), Bacillus popilliae (en contra de larvas 

de Popi/Jiajapónica) y Bt cepa Buibui (contra larvas del género Anomala) son claros ejemplos del avance en esta 

búsqueda (Cuadro 5). 

En México, no existe todavla un pleno convencimiento de la utilidad de este tipo de control. Sin embargo, desde 

hace algunos años se han iniciado diversos esfuerzos para impulsar esta actividad en beneficio de la agricultura 

mexicana. 

En el caso de los insectos entomófagos, la larva endoparásita de Dexia sp. (Diplera:Tachinidae) se reporta como 

un enemigo natural de Phyllophaga rubella en el Estado de México (Islas, 1964). En jardines ornamentales de 

Chapultepec. Distrito Federal y Jalapa, Yeracruz. el himenóptero Tiphia spp. puede alcanzar niveles de parasitismo 

por encima del 50% (VilIalobos, 1992). En Tamaulipas, se han detectado dípteros (pertenecientes a las familias 

Asiliidae y Bombyliidae), himenópteros (Tiphia sp.) y coleópteros (familia Carabidae) como enemigos naturales de 

larvas de Phyllophaga trichodes y Ph. misteca (Villalobos, 1999). 

Hongos entomopatógenos de los géneros Metarhizium, Beauveria y Penicillium (VilIalobos, 1999), nemátodos 

del género Heterorhabditis (Hemández-Garcla y Alatorre, en pub.) además de bacterias de los géneros Bacillus y 

Serratia (Villalobos, 1999), son los microorganismos más utilizados en la actualidad que se encuentran en fase de 

experimentación en nuestro país. Entre ellos destaca en la actualidad Bt, que ha ofrecido resultados sumamente 

alentadores. 

En el cuadro 6 se detalla la información sobre estos grupos de microorganismos. 
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Cuadro 6. Listado de microorganismos con potencial como entomopatógenos y entomófagos de coleópteros Melolonthidae 
en México (Adaptado de Villalobos,1997) 

MICROORGANISMO ESPECIE DE MELOLONTHIDAE ESTADIO ORIGEN DE LAPV615 REPORTE 
HOSPEDERA ATACADO DE MELOLONTHIDAE 

BACTERIAS I 
Bacillus spp. Phyllophaga obsoleta laNa Cuernavaca, Núnez-Yaldez el al.. 1999 

Morelos (en publicación) 

Phyllophaga blanchardi larva Cuernavaca, Núnez·Yaldéz el al., 1999 

Morelos (en publicación) 

Anomala castaniceps larva Cuernavaca, Núnez·Yaldéz el al.. 1999 

Morelos (en publicación) 

Anomala donovanl larva Tlayacapan, Núnez-Valdez el al., 1999 

Morelos (en publicación) 

.. ___ o 

Pasnlbacillus (Bacillus) popillas Phyllophaga ravida laNa Estado de Michoacán Né.Jera el al .. 2000 

'Phyllophaga vetufa larva (en publicación) 

Bacillus popillas Phyllophaga trlchodss larva El Cielo, Villalobos, 1999 

Tamaulipas 

Bacillus popillas tipo A Phyllophaga mis/ecs larva El Cielo, Villalobos, 1999 

Tamaulipas 

Bsclllus sphaerlcus Anomala donovani larva Tlayacapan, Barreda, 2000; 

(Bscillus spp. - cepa lM22.a) Morelos Núnez-Valdéz el al., 2000 

(en publicación) 

Phyllophaga blanchardl .~. CuemEWaca. Núnez-Veldéz el al.. 2000 

Morelos (en publicación) 

Baclllus thuringians/s Phyllophaga favida larva Cuemavaca, Presente estudio 

Anoma/a inconstans larva Morelos 

PhylJophaga trichodss .~. El Cielo, Presente estudio: 

Tamaulipas 8arro<la, 2000 



... continuacl6n Cuadro 6 

MICROORGANISMO ESPECIE DE MELOLONTHIDAE ESTADIO ORIGEN DE LARVAS REPORTE 
HOSPEDERA ATACADO DE MELOLONTHIDAE 

Baclllus thufinglens/s Phy/lophaga tfichodas larva El Cielo. Presente estudio; 
var.japonensls (Bulbul) Tamaulipas Barreda, 2000 

SemJtia spp. Phy/lophaga tfichodas larva El Cielo, ViI!alobos, 1999 

Phy//ophaga mistaca larva Tamaulipas 

Sarrstia marcescans Phyllophaga tn"cfIOCJes larva El Cielo, Vlllalobos, 1999 

Tamaulipas 

Sarrstia en!omophila Phy/lophaga !richadas larva EICieto. Calder6n, 1998 

Tamaullpas 

HONGOS I 
Baauvaria spp. Mac<'Odacty:us spp. iarva ChlconQuiaco, Vlilalobos el al" (en prep.) 

adulto VeracnJz en ViJlalobos, 1992 

Beauveria bassiana Phyllophaga ¡fichadas larva, pupa El Cielo, VillaloboS, 1999 

adulto ' ramaulipas 

Phy/lophsga misteca larva, pupa El Cielo, Villalobos, 1999 

adulto Tamaulipas 

:)i~l,;tax/s turg'-:fule , larva, pupa EICielc. Vilia1obOs. 1999 

~ '10;':.,::0 Tama- -:."s 
¡ 

Materhizium anlsopllaa Phyllophaga va/ula larva Chapultepec, VilIalobos y Haredia (obs. pers,). 

adulto Distrito Federal en Viltalobos, 1992 

Phy/lophaga blanchardi larva Chapuitepec, Vi!lalobOs y Heredia (abs. pers.). 

adutto Distrito Federal en Vitlalobos, 1992 

Macrodac/y/us mexicenus larva Chapultepec, Villalobos y Heredia (obs. pers.). 

adulto Distrito Federal en VilIaJobos, 1992 



'" continuación Cuadro 6 

MICROORGANISMO ESPECIE DE MELOLONTHIDAE ESTADIO ORIGEN DE LARVAS REPORTE 
HOSPEDERA ATACADO DE MELOLONTHIDAE 

Metarhizium anisopliae Anoma/a Ineonstans larva Chapullepec, Villa lobos y Heredia (obs. pcrs_J, 

adulto Distrito Federal en VUlalobos, 1992 

Phyf/ophaga trichadas larva Laguna Verde, Villalobos, 1991 

adulto Veraeruz en Villalobos, 1992 

Phyflophaga ravida larva Laguna Verde, Villalobos, 1991 

adulto Veracruz en Villalobos, 1992 

Anoma/a megalops larva Laguna Verde, ViUalobos, 1991 

adulto Veraeruz en Villalobos, 1992 

Cyc/ocapha/a immacu/ata larva Laguna Verde, Villalobos, 1991 

adulto Veraeruz en Villalobos, 1992 

Cotinis mutabilis larva Irapuato, Morón e lbarra (com, pers.), 

adulto Guanajuato en Villalobos, 1992 

Maerodaetylus Spp. ~"" Chiconquiaeo, VilJalobos et al., (en prep.) 

adulto Veraeruz en Villalobos, 1992 

Phyflophaga tn'chodes larva, pupa El Cielo, Villalobos, 1999 

adulto Tamaulipas 

Phyllophaga misteea larva, pupa El Cielo, Villalobos, 1999 

adulto Tamaulipas 

Díp/otaxis turgidu/s larva, pupa El Cielo, ViUalobos, 1999 

adulto Tamaulipas 

Cordyceps sp. Strategus sp, larva El Cielo, Villalobos y Heredia (obs. pers.), 

adullo Tamaulipas en ViIlalobos, 1992 

Pan/cillium sp. D/plo/axis turgidula adulto El Cielo, Villarobos, 1999 

Tamaulipas 



... continuación Cuadro 6 

I ,DE nou~~ ~~,~u.v 

lOE "~I ',eE 

sp. I robelIe larva Ve",,,u. Hernández-Garcla y Alalorre. 

2000 (en publlcaci6n) 

~ 
Phyflophaga rubella larva Estado de Islas. 1964 

México 

IAnm"" sp. trichodes pupa El Cielo. Vinalobos, 1999 

Tamaulipas 

cam;o;a '1 frichodes pupa El Cielo. I ''''.'0=. '999 
Tamaulipas 

pupa El Cielo. "", .. I<.loas, 1999 

Tamaullpas 

ORDEN 
'T"iple sp. Phylfopr.aga trichodes larva El Cielo, VillaloboS, 1999 

Tamaulipas 

PhyflophBga mistaca larva I El Cielo, 
Tamaulipas 

Vll!aJobos, 1999 

ORDEN COL 

IFamllla , , mls/ece liaNa I El Cielo, 
I Tamau':?as 

I ""alobos, '999 



B.2. El bioensayo: propiedades e importancia en 111 investigación científica 

A través del tiempo se han propuesto diversas definiciones para el ténnino bioensayo, y como ocurre con 

cualquier otro ténnino científico. estas son fuertemente influenciadas por el campo del conocimiento en donde se 

este aplicando. Busvine (1971) menciona que el ténnino bioensayo. en el sentido amplio, cubre todos los 

experimentos en los que la potencia de un insecticida se mide con referencia a una colonia estandarizada de insectos, 

además de abarcar aquellos casos en los que el insecto se usa como una herramienta para medir pequeñas cantidndes 

de insecticida, sobre un sustrato dado (en Lagunes-Tejeda y Vázquez-Navarro, 1994). En ténninos generales, el 

bioensayo es un conjunto de procedimientos en el que se detennina la cantidad o fuerza de un agente o estímulo 

mediante la respuesta de un sujeto (Hubert, 1980 en Lagunes-Tejeda y Vázquez-Navarro, 1994), y representa la base 

para nuevos análisis a otros niveles. 

Existen dos tipos básicos de bioensayo: el directo y el indirecto. El ensayo directo involucra la medición de la 

cantidad exacta de tóxico que produce un detenninado nivel de intoxicación en un individuo; en general involucra el 

incremento de la dosis hasta un punto crítico, 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 estándar, registrando las 

respuestas obtenidas en cada caso; en estas pruebas interesa el número de respuestas en cada nivel de dosis. En los 

bioensayos indirectos la respuesta puede ser de dos tipos: cuantitativa (susceptible de medición) 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 toxico logia, ya que involucre la determinación de la relación entre la dosis y el porcentaje de 

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

El principal objetivo de un bioensayo, es la estimación del nivel de estimulo necesario para obtener respuesta en 

detenninada proporción de individuos. Por razones estadísticas, el problema se reduce a la determinación del 

estimulo necesario para obtener una respuesta de 50% de los organismos de prueba; este valor se denomina "dosis 

letal media" (DL50) y es una expresión cuantitativa de la tolerancia de una especie en particular, a un insecticida, bajo 

ciertas condiciones experimentales. Al mismo tiempo, este valor es una medida de la toxicidad del insecticida usado; 

a mayor valor de DLso menor toxicidad y viceversa. Existen expresiones alternativas a la DL50 como CL50 

(concentración letal media), TL50 (tiempo letal medio), DEso (dosis efectiva media), etc., cuyo empleo varía de 

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

l. La relación dosis-respuesta en un bioensayo 

La relación dosis-respuesta está constituida por dos componentes: el estimulo y el sujeto. El estimulo se aplica al 

sujeto como una dosis (una intensidad especificada en unidades de concentración, peso u otra unidad apropiada) 

administrada bajo condiciones ambientales tan controladas como sea posible. 

Como resultado de ello, el sujeto manifiesta una respuesta (desarrollo, cambio de color, debilidad, etc.), que en 

caso de ser cualitativa, su ocurrencia o ausencia dependerá de la intensidad del estímulo. 
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La base de la relación dosis-respuesta radica en la detenninación experimental del intervalo de concentraciones 

de una sustancia química en el que se da un efecto gradual entre el extremo en el que la dosis es tan pequeña que no 

produce efecto, hasta aquel en el que es tan alta, que produce la muerte de todos los organismos (Lagunes-Tejeda y 

Vázquez-Navarro, 1994). 

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

de individuos que responden al tratamiento. 

2. Importancia del bioensayo en el desarrollo de resistencia de un insecto 

La ruta que sigue el desarrollo de resistencia de un insecto bajo tratamiento puede presentar tres fases: 

a) la detenninaci6n de la efectividad del plaguicida contra la especie en cuestión 

b) el período en el que la selección de genotipos resistentes no es intensa (debido a que el tóxico no se ha 

aplicado extensivamente, o que el organismo no se haya expuesto intensamente a plaguicidas toxicológicamente 

relacionados con este) 

c) la fase en que existen razas resistentes del organismo en cuestión 

En estas tres fases el bioensayo juega un papel detenninante. En la primeru 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 detennina si el tóxico tiene o no efecto sobre cierto organismo, o bien se detennina la 

potencia relativa de un plaguicida respecto a airo. 

En las otras dos fases, el bioensayo tiene el papel de herramienta de monitoreo de resistencia; mediante este se 

realiza una inspección constante de la pérdida de susceptibilidad o del nivel de resistencia en una población plaga 

con respecto a valores de DL.w previamente detenninados (Lagunes-Tejeda y Vázquez-Navarro, 1994). 

La detenninación de resistencia sólo tiene validez científica si es avalada por un bioensayo, en un proceso 

conocido como "documentación de resistencia" (Georghiou y Lagunes. 1991 en Lagunes-Tejeda y Vázquez-Navarro, 

1994). 

De manera similar, los resultados de un bioensayo para detección de resistencia no pueden ser utilizados para 

detenninar la dosis a emplear en campo. ya que una detenninación de laboratorio no toma en cuenta las pérdidas 

producidas por arrastre, fotodescomposición, tennodegradación, escape del insecto, etc. 

En todo caso, la aplicación de campo de los resultados de un bioensayo para detección de resistencia es la 

posibilidad de seleccionar aquellos productos tóxicos para los que la población aún no desarrolla resistencia 

(Lagunes-Tejeda y Vázquez-Navarro. 1994). 
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3. Factores que afedan los resultados del bioensayo 

La respuesta de un organismo a un tóxico es característicamente específica, y puede variar entre razas, estados y 

sexos dentro de una misma especie, y ser afectada por el procedimiento experimental o el método empleado para 

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

a) Factores inherentes al organismo de prueba 

Existen caracterlsticas relacionadas íntimamente a la biologla del insecto como fase de desarrollo, edad, peso y 

sexo de los individuos de prueba que influyen definitivamente sobre la respuesta de los organismos en el 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 anatomía, fisiologla y tamaño por los que pasan. Por esta razón, las diferencias en 

susceptibilidad se manifiestan más en individuos con metamorfosis completa que en los que presentan metamorfosis 

parcial. Del mismo modo, la susceptibilidad en cada etapa en la vida del insecto está afectada por diferentes causas: 

desarrollo y cambios asociados a la muda en larvas y ninfas~ reorganización anatómica y cambios en e1 metabolismo 

en huevos y pupas y finalmente, cambios en los hábitos alimenticios, madurez sexual y edad del adulto (Busvine, 

1971 en Lagunes-Tejeda y Vázquez-Navarro, 1994). 

- Sexo 

De manera general, en insectos, los machos son más susceptibles a insecticidas que las hembras (Busvine, 1971 

en Lagunes-Tejeda y Vázquez-Navarro, 1994). 

b) Factores inherentes al procedimiento experimental 

El protocolo para cada bioensayo contiene una serie de especificaciones que indican el tratamiento que se dará al 

organismo durante el desarrollo del experimento y después de este. La combinación de tales factores repercuten 

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

_ Factores ambientales y alimentación 

A pesar de que sabe que la temperatura y humedad relativa tienen cierto efecto sobre los resultados del 

bioensayo, la manera mediante la cual se produce este efecto sobre el insecto, el insecticida o ambos, no ha sido 

satisfactoriamente clarificada. 

En el caso de la iluminación, esta puede modificar el comportamiento del insecto, lo que puede influir en la 

sobrevivencia directamente al afectar la tasa metabólica, o bien influir indirectamente en los bioensayos en que el 

insecto incremente la dosificación recibida al desplazarse sobre una superficie tratada. 
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------------------ ---

Con respecto a la dieta, la cantidad y calidad de esta puede afectar el tnmuno y la capacidad de sobrevivcncin 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 Vázqucz-Navarro, 1994). 

- Melodo de exposición 

Se recomienda seleccionar una fase apropiada del ciclo biológico del insecto a tratar y elegir un tipo apropiado de 

bioensayo para medir la respuesta. El bioensayo más satisfactorio será aquel que ofrezca en los resultados la menor 

heterogeneidad, la pendiente más pronunciada y el menor valor DL50 (Champ & Oyle, 1976 en Lagunes-Tejeda y 

Vázquez-Navarro, 1994). 

La manera de exponer el organismo de prueba al tóxico es muy variada; de manera general se pueden establecer 

tres métodos principales: aplicación tópica, fumigación y exposición residual. La aplicación tópica consiste en la 

deposición de una cantidad conocida del tóxico sobre el cuerpo del organismo. La fumigación se refiere a la 

confinación del organismo en un contenedor cerrado donde se libera un tóxico que ejerce acción tóxica en su fase de 

vapor. El método residual consiste en la exposición del organismo a un ambiente contaminado con cierta 

concentración de tóxico (Lagunes·Tejeda y Vázquez-Navarro, 1994). 

A pesar de lo laboriosos del procedimiento, la aplicación tópica es el método más empleado para detectar 

resistencia. 

- Tiempo de evaluación 

El tiempo que transcurre entre el inicio del tratamiento y la evaluación de la respuesta, influye en el tipo y grado 

de esta última. La exposición al insecticida puede ser continua o puede establecerse un período limitado de 

exposición seguido de un periodo de recuperación que tiene una duración suficiente para que se estabilice la 

respuesta (Champ & Dyte, 1976 en Lagunes-Tejeda y Vázquez·Navarro, 1994). El tiempo de exposición depende del 

tipo de bioensayo y también de las características de acción del insecticida. 

- Tamaño de muestra 

Para obtener una estimación confiable en una regresión dosis·mortalidad, se propone una muestra con un mínimo 

de 120 individuos (Robertson et al., 1984 en Lagunes-Tejeda y Vázquez-Nav3rro, 1994). Sin embargo, existen 

limitan tes metodológicas 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 laboratorio (como en el presente estudio). 

Por ello muchas veces no es posible contar con el numero ideal de ejemplares para realizar un bioensayo, y sólo 

resta el utilizar una muestra 10 suficientemente confiable para obtener diferencias estadísticas significativas (prueba 

de Xi2
) entre los tratamientos y el testigo (Delgado, como pers.). 
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B.3. Sustentabilidad y la búsqueda de una agricultura sustentable 

1. Definición y principios 

La definición de sustentabilidad depende del contexto en el cual es utilizado, ya que las implicaciones del 

concepto varían dependiendo del enfoque propuesto (Sheannan, 1990 en Meyer & Helfman, 1993). Desde un punto 

de vista ecológico, en acuerdo con la Sociedad Ecológica de América (ESA), la sustentabilidad es el manejo de 

prácticas que no degradarán el sistema en explotación o algunos sistemas adyacentes (Lubchenco et al., 1991 en 

Meyer & Helfman, 1993). Este enfoque se ha incorporado y enriquecido para afrontar los problemas contemporáneos 

de la agricultura. 

Una agricultura sustentable se fundamente en el empleo de métodos de producción que protejan al medio 

ambiente y a la biodiversidad, y a la vez conserven los recursos naturales para las futuras generaciones. De acuerdo 

con Pimentel et al. (1989), una agriculrura sustentable de bajos insumas expresa principios ecológicos tales como: 

a) adaptar el sistema agrícola al medioambiente de la región, incluyendo el suelo, agua, clima y la biola presente 

en el sitio; 

b) optimizar el uso de recursos biológicos, químicos y fisicos en el agroecosistema 

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

Aún cuando este enfoque holístico es muy complejo, se puede simplificar parcialmente al concentrar la 

atención en 4 factores principales: nutrientes del suelo, agua, energía y plagas. El objetivo es conservar los nutrientes 

del suelo y el agua, mientras que simultáneamente se fomenta la presencia de organismos benéficos y se suprime a 

las plagas. Al conservar el suelo y los recursos acuíferos, se reducen los insumas de fertilizantes comerciales y la 

irrigación, con lo cual se reducen los costos de producción. La erosión del suelo afecta adversamente la 

productividad de los cultivos al reducir la disponibilidad de agua, de nutrientes inorgánicos, de la materia orgánica 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 10 que reduce la productividad de 

los cultivos. Tanto la erosión provocada por el viento como la provocada por el agua, reducen también la capacidad 

de retención de agua del suelo al llevarse la materia orgánica y las partículas de suelo más finas. La escasez de 

nutrientes inorgánicos es otro de los factores que limitan sustancialmente la productividad de los cultivos. La erosión 

no se lleva todos los nutrientes de manera uniforme. 

Varios esrudios han demostrado que el material erosionado es nonnalmenle de 1.3 a 5 veces más rico en 

material orgánico que el suelo remanente. Por otra parte, una estrategia más holística de manejo podría reducir las 

plagas utilizando una combinación de métodos de control en lugar de una táctica unilateral tal como el empleo de 

pesticidas. El diseñar y manejar el agroecosistema, teniendo en mente la idea de cuidar tanto el cultivo como el 

medioambiente contribuirá también a conservar los recursos suelo yagua al mismo tiempo que se fomenlan 

condiciones desfavorables para las plagas (Pimentel el al., 1989). 
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2. Recursos biológicos 

Existen muchas especies en la biota natural cuyas múltiples funciones son esenciales para la agricultura: la 

fijación de nitrógeno, la descomposición de desechos, el reciclaje de nutrientes. la protección de los cultivos y el 

ganado al ataque de plagas, la polinización de los cultivos, la conservación de los recursos suelo yagua, as! como 

para la preservación del material genético para el cruzamiento de cultivos o el ganado. 

El uso de algunas leguminosas, ademas de contribuir a fijar cantidades importantes de nitrógeno, sirve como una 

protección viviente para el suelo de la erosión eólica e hídrica, O bien para reducir las malas hierbas o insectos plaga 

(Villalobos, 1995). 

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

El contenido de materia orgénica en un suelo agrícola deberla ser al menos de un 4% en ambientes templado. 

húmedos parn asegurar la existencia de biota suficiente y así descomponer desechos y reciclar los nutrientes; también 

debera existir en este suelo una población adecuada de lombrices e insectos para una eficiente aereación y un buen 

drenaje de agua. La abundancia de la biota del suelo está directamente relacionada con la cantidad de la materia 

orgánica en el suelo. Es aquí donde toma relieve el establecimiento de tácticas de conservación de suelo (labranza 

mínima, fonnación de surcos, aplicación de estiércol, fabricación de compostas, etc.), que además de fomentar la 

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

3. La materia orgánica como herramienta de sustentabilldad 

La materia orgénica del suelo (MOS) es una mezcla compleja de un amplio espectro de compuestos orgánicos 

que tienen sus contrapartes en los tejidos biológicos. Puede ser definida como un amplio espectro de constituyentes 

orgánicos que incluyen la biomasa microbiana del suelo, restos de plantas, animales o microorganismos parcialmente 

descompuestos, y sustancias húmicDS (Villalobos el al.,1997). 

En general, la MOS comprende una fracción biótica (biomasa microbiana) y tres fracciones abióticas que 

presentan diferentes tasas de descomposición (Goh, 1980 en Villalobos et al., 1993): 

a) una fracción soluble que los microorganismos descomponen rápidamente y está lista para incorporarse a las 

cadenas biológicas 

b) una fracción también degradable pero a una tasa mucho menor debido a la complejidad del sustrato o a sus 

mecanismos protectores 

c) una fracción que es sumamente resistente a la degradación debido a la complejidad estructural y/o a los 

mecanismos protectores que conllevan a su estabilidad en el suelo 

La fracción de la MOS que sufre cambios y está disponible para su uso inmediato por parte de la biota edáfica 

podría estar jugando un papel critico en la expresión del dai\o causado por gallinas ciegas. Esta fracción estarla 

directamente relacionada con la actividad alimenticia de la planta, el insecto y con los entomopatógenos. Su carencia 

en el suelo seria un factor detenninante en el daño causado por la gallina ciega (Villalobos et al., 1993). 
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La manera como la materia orgánica modifica favorablemente la estructura del suelo es mediante la formación de 

agregados. En estos agregados de suelo la materia organica actúa como material cementanle de las particulas 

minerales de suelo. También es un elemento importante para mantener las propiedades quimicas del suelo tales como 

la capacidad de intercambio cati6nico y el pH, además 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 nitrógeno y del 15 al 80% del fósforo en la superficie del suelo se encuentra 

en la MOS. 

Se ha observado que algunos cultivos crecidos en suelos con un buen contenido de materia orgánica son más 

vigorosos, más saludables y tiene mayor contenido nutricional que cultivos que crecen en suelos tratados can 

cantidades equivalentes de nutrientes inorgánicos provenientes de fertilizantes (Villalobos, 1995). De la misma 

manera se ha sugerido que la MOS tiene Uli efecto positivo sobre los enemigos naturales. El contenido y efectividad 

de la bacteria Serratia entomophila, agente causal de la enfermedad ambarina en larvas de Coste/ytra zealandica, fue 

superior cuando se compararon dos suelos con una diferencia del 2% en su contenido de materia orgánica (ViIlalobos 

et al. 1993). Se ha detectado que las enfermedades en C. tea/andica son el principal factor biótico de mortalidad en 

varias localidades de Nueva Zelanda. En esta especie, se ha calculado que sólo un 17% de los huevos depositados, en 

una generación anual, emergen como adultos bajo condiciones de campo. La mayor parte del 83% de la mortaJidad 

restante ocurre en la fase larvaria (Cameron & Wigley, 1989 en Villalobos, 1995) y la función de la materia orgánica 

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

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

Tres de las dificultades principales que enfrenta la agricultura convencional son los elevados costos de 

producción, el serio problema de la degradación de los recursos naturales, así como la inestabilidad de los 

rendimientos y de los precios de los cultivos 

Cuando se comparan los beneficios económicos y ambientales de cultivos producidos mediante prácticas de 

agricultura sostenible con otros producidos con métodos convencionales, es posible observar puntos favorables 

(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 razón que debe tenerse 

un especial cuidado en seleccionar tecnologías 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 económicos y poca atención se presta a 

aquellos aspectos que dificilmente pueden ser cuantificados, como son los efectos indirectos. Tampoco se consideran 

los valores culturales y religiosos de las poblaciones humanas en estudios sobre la rentabilidad económica de los 

cultivos (Villalobos, 1995). La agricultura sustentable no representa de ninguna manera un retomo a los métodos de 

la revolución preindustrial; sólo se trata de una combinación de las técnicas agrícolas tradicionales con las técnicas 

modernas_ Los sistemas sustentables manejan equipo moderno, semillas calificadas, impulsan prácticas de 

conservación de agua y suelo y promueve las últimas innovaciones en alimentación y manejo de ganado. Además. se 

hace un especial énfasis en la diversificación y rotación de cultivos, en la regeneración del suelo y en el control 

natural de plagas (Reganold et aL, 1990). 
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