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EVALUACION TOXICOLOGICA DE 60 CEPAS DE
Bacillug thur1ng19n31s (Berllner), UTILIZANDO COMO INDICADOR

LARVAS DE Spodoptera fnﬁglperda (Smlth)

TOXICOLOGICAL EVALUATION OF 60 STRAINS OF

- Bacillus thuringiensis {(Berliner), USING

Spodoptera frugiperda (Smith) LARVAE AS INDICATOR

RESUMEN

"Los problemas derivados del uso inmoderade de losg pPlaguicidas

gquimicos, han conducido & la bidsqueda de nuevas alternativas de control

de las plagas insectiles. Entre éllas cobra vigencia la utilizacién de
los denominados biopesticidas. El Instituto Centroamericano de Investi-'
gacién vy Tecnologia Industrlal ICAITI, cuenta con una colecclén de cepas

de Bacillus thuringiensis (erklner) aisladas de diversas mnuestras de

suelos y granos de Guatemala, Esta bacteria cristalifera ha mostrado gran
eficiencia en el control de poblaciones de diferentes especies de insec-

tos, pero principalmente de larvas de lepidéptercs.

El estudio incluyé el cultivo de las 60 cepas del bacilo, la reco-
leccién de larvas en campos cultivados con maiz en el municipio del Tejar
del departamento de Chimaltenango, para su posterior reproduccién, la“
realizacién de bioensayos que permitieron seleccionar las cepas mas efec-—

~tivas en el contrel de las larvas.y la determinacidén de la dosig letal
media de la cepa de mayor virulencia, en comparacidén con la cepa patrdn

Bacillus thuringiensis Kurstaki, codificada bajo el nimero B-0158.

bl
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Los bioénsayés tuvieron una éurgcién _de_lo.dias, efectuﬁndose_uﬁ
.recuento dé_mortalidad, diafio. Para el efecto se empled una'cqﬁcentra_
'COncéntfacién de 1,500 pg/ml dé_suspensién.de esporas yréristales dé'ééda
cepa. Debido a 1la existencia de diferencias significatiVas_entre los
tratamiéntos, se procedié a realizar_ pruebas de comparacién midltiple dé
medias de Tukey; Al término del déﬁimo recuento, 'laé éepas B-0221 ¥
B-0215 produjeron'él 100% ¥ 97.5% de morfalidad respectivamente, quedando
_ambas a la vanguardia de las 60 evaluadas. La cepa B-0216 que produjo
92.3% de mortalidad, se ubicé en el segundo lugar y la B-0213 con 84.9%
en la tercera posicién de acuerde a su virulencia. La actividad letal de
laS'cepas restantes, ocupd el Trango pomprendido entre 0% y 75%, 'siehdo 9

-las totalmente innocuas.

Se encontrd que la dosis letal medié de la cepa B-0221 fue de.442.98
.pg/ml/gr”de dieta; en tanto que la reportada"pof 1a'cepa patrén Bacillﬁs

thuringiensis'Kurstaki.(B—0158), fue de 1,675 pg/ml/gr de dieta.




1. INTRODUGGTON

Ei deterioro del medio ambiente se acfecienta cﬁn ei transcurso deix
tiempo;ISiéndo muy divérsas'laé manerés en qﬁe el hombre actds sobre ios
ecosistemas rompiendo él equilibrio natural. Como ejemplo de este defe*‘
rioro, cthecuencia del inmoderado uso,de_fﬂaguicidés agricolas, pﬁede.
mencionarse la contaminacién del suelo, fuentes de agua y alimento,
empleados por las especies afectadas. Tal es el caso de ciertas_afe#s eh
Jalapa y otrés regiones de produccién agricola del pais, en las_qué el
uso excesivo de agroguimicos, hé contribuido‘al descenso de la ﬁfoducti—
vidad de la tierra y a la aparicién de -problemas. de 'salud. de.los

pobladores (6).

Son grandes las pérdidas econdémicas que productores y'exportadores

han tenido por el inadecuado uso de los plaguicidas aggicolas}' En muchas

oportunidades, embarques completos han sido incinerddos‘en los puertos de
entrada de paises don estrictas medidas de sanidad végetal; al_detéctar'

en ellos residuos gquimicos de uso restringido.

Estas situaciones de orden ecolégico y econdmico, han colocado al
control bioldgico de plagas agricolas, en posicién ventajosa en relacién

a las medidas de control quimico.

La tenden¢ia actual de muchas compafiias productoras de aéroquimiéos,
ha sido la de orientar sus investigaciones hacia la bisqueda de medios
biolégicos para el contrbl de los oréaniSmbs responsables dél deterioro.
de 1bsﬁcultivos, entre los tuales se encugntraﬁ las blggas'insectiles.

El Instituto Centroamericano de Investigacién s Tecnologia -
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Industrial (ICAITI), a través de un fondo  internacional, ha conducido

‘inicialmente un estudio que permi£i6 aislar varias cepas de Bacillus

' thuringiensis (Berliner) nativas de Guatemala.

Como parte del programa de investigacién, la Facultad de ‘Agronomia
de la Univeréidad de San:Carlos-y el ICAITI, participaron en la evéluaé
~cién de 60 de estas cepas, para el control del gusano _cdéoliéfd

Spodoptera frugiperda (Smith).

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Spodoptera frugiperda (Smith) es una plaga masﬁ;cadora que dafia a
gran ndmero de cultivos (ver cuadro 1). Es en sus dltimos sstadios
larvarios tan voraz, que en pocos dias puede causar cuantiosos dafios
Por otra parte, la bacteria entonopatégena Bagillgg'ghggiggigngiﬁ
(Bérlinér), ha sido utilizada como un método de control bioclégico que ha
.mostrado resultados satisfactorios; principalmehte para el control de

larvas de lepidépteros.

Cada dfa existen ﬁéyéreé restricci;nes en 15 utilizacién de produc-
tos quimicos para la agricultura. Esto se débe.a las miltiples propieda-
des-nocivas que - les han sido atribuidos. Entre estasy se pueden mencio-
nar: Contamihacién ambiental, ruptura de los balances en los ecosistemas;
induccién a resistencia en las plagas, mortalidad hum;na cauSada‘por-las
intoxicaciones agudas, los efectos colaterales a los que conducen’ las
intoxicaciones crénicas y el consumo continuo de prroductos con estos como

contaminantes (16). Tomando esto en consideracién, se plantea la evalua-
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cidén y realizacién del estudio con el uso del Bacillus thuringiensis.,

(Berliner) como una alternativa viable, compatible con las tendencias

futuras de la agricultura.

Fn el afio de 1,992, se registraron en los Estados Unidos, 572 deten~
ciones de productos agricolas guatemaltecos, debido a que presentaban
residuos de diferentes plaguicidas. Entre estos productos se pueden

mencionar: Arveja china y arveja dulce (Pisum sativum L.), brécoli

(Brassica oleracea italica Plenck), calabazas succhini (Cucurbita pepo

Plenck), meldén (Cucumis melo L.), moras (Rubus idaeus L.), ¥y zanahorias

miniatura (Daucus carota L.) {(22). Lo anterior pone de manifiesto, la

importancia que bajo los términos econémicos, representa la blasqueda de
alternativas de control biolégico y ecolégico de plagas, Lendientes a

reducir el uso de los tan objetados productos quimicos.

3. MARCO TEORICO

3.1 MARCO CONCEPTUAL

3.1.1 EL Gusano Cogollero, Spodoptera frugiperda {(Smith)

El gusano cogollero pertenece a la familia Noctuidae del orden.
Lepidoptera (9). Causa dafios en el maiz {Zea mays L.}, sorgo

(Sorghum vulgare L.), arroz (Qriza sativa L.) ¥ otro gran numero de

cultivos (13).

King v Saunders (13), al referirse al dafo que el gusano

cogollero puede causar, dicen que las plantas Jjévenes pueden ser
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destruidas o debilitadas, las plantﬁs mayores defoliadas o daﬁadas

seriamente, las flores y mazorcas dafiadas y los tallos pueden

aparecer cortados o daiiados a nivel del suelo.

En cuanto al ciclo de vida, el huevo (3-5 dias), es oviposi-

tado en grupos de hasta 300 en cualguier superficie de 1la hdja,

cubiertos con escamas gris-rosadas que se desprenden del abdomen de

la hembra en la_oviposicién;,'La larva (14-21 dias), pasa por 5 6 8
estadios, dependiendo de la'temperatﬁré ¥y el tipo de alimento, su
loﬁgitud es de 35 a 40 mm cuando estdn maduras.. Los primeros esta-
~dios son verdes con manchas y lineas negraé dorsales, dgspués se
vuelven verdes con 1lineas espiraculares dorsaleS'hegras, o bien,
café-beige o casi negras cuando estédn muy hacinadas, presehténdo
una "Y" amarilla invertida en la cabeza, pinéculos dofsales negros
Y 4 puntos negros en cuadro sébre el dltimo segmento abdominal. La
pupa (9~13 dias), es café, de 18 a 20 mm de largo, en un capullo
suelto o celda en el.suelo. El’édulto tiene una envergadura .de'_32
a 38 mm; las alas delanteras de la hembra son uniformemente de
color gris'a.café-grisaceas ¥ en el macho, son beiges con marcas
oscuras y rayas palidas en el centro. Las alas traseras son

blancas (13).

El periodo de posturas de la.hembra puede tardar hasta 10 dias;

durante los cﬁales ruede poner hasta 1,200 huevos {(9).

A continuacidén se presenta el cuadro 1, el cual reune los

diversos cultivos que ataca el gusano cogollero.




CULTIVOS QUE ATACA EL GUSANO COGOLLERO

3.1.2 Dietas Artificisles Empleadas en la Crianza dejEstadiqs Inmadufos

CUADRO 1.
FAMILIA NOMBRE COMUN NOMBRE CIENTIFICO
Compositae lechuga Lactuca sativa L.
Convolvulaceae camote Iromoes batatas L.
Cruciferae brocoli Brassica oleracea italica (Plenck}
' coliflor Brassica oleracea botrytis L.

nabo Brassica rapa L.

repollo Brassica oleracea capitata L.
Cucurbitaceae melén Cucumis melo L.

pepino Cucumis sativus L.

sandisa Citrullus vulgaris S.
Euphorbiaceae yuca, Manihot esculenta (Crantz)
Gramineae - arroz Oryza sativa L. '

maig Zea mays L.

sorgo Sorghum bicolor L.
Leguminosae arveja Pisum sativum L.

' caupi{cowpea) Vigna unguiculata {Walp)
haba Vicia faba L.
frijol Phagseolus vulgaris L.
_ soya Glvcine max L.

Liliacese cebolla Allium ceps L.
Quenopodeaceae espinaca Spinacea oleracea L.

remolacha Beta vulgaris crassa L.
Solanacese berengena - Solanum melongena L.

chile Capgsicum annum L.

papa Solapum tuberosum L. _

tomate Lycopersicon esculentum (Miller)

i

FUENTE: SAUNDERS, J.; KING, A.; VARGAS, C. (1,983) (24).

de Insectos del Orden Lepidoptera

Algunas larvas de lepidoptera que naturalmente se alimentan de

tejidos de planta viva, particularmente las que las barrenan, han

sido criadas sobre dietas artificiales. La mayoria de sus requeri-

mienteos nutricionales se han determinado por tres especies de ba-
.rrenadores, usando un medio a base de agar bajo técnicas asépticas.

Algunas especies han sido criadas en medios que contienen princi-

la planta huésped,

palmente material de usando por lo general
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follaje que ha sido partido o picado (3).

3.1.2.1

3.1.2.2

El medio guimico purificado

Este se ha usado en la crianza de lepidépteros fitéfagos;
generalmente una cantidad de planta huésped o0 gu extracto es

adicionado., A fin de hacer el medio aceptable se agrega algin

tipo de celulosa (3).

Bottger (1,942) citado por De Bach (3); cultivé Ostrinia

nubilalis (Hbn) sobre una dieta a base de agar que contenia

caceina,; celulosa, azucar, sales y agua. Los barrenadores eran

transferidos a recipientes con alimento fresco cada segundo o

tercer dia, dado a que se emplearon técnicas sin esterilizaciodn.

'Los microorganismos como contaminantes, sin duda aportaron 1las

vitaminas esenciales.

Medios con material de plantas

Son quizd los més usados para el cultivo de larvas de

lepiddpteros. Las partes de las plantas que normalmente ge usan

-en la alimentacidén son picadas o partidas v en la mayoria de los

casos, esterilizadas en el autoclave. En muchos casos, los huevos.
de lepidopteros son gquimicamente esterilizados antes de su intro-
duccidén al medio. En ciertas ocasiones, el material vegetal ha

sido colectado en grandes cantidades y preservado en diferentes

formas, para su uso durante la época en que las plantas no se

encuentran disponibles (3).
Wellington (1,940) citado por De Bach {3), cultivé el gusanco
de la yema del abeto, ChoriStoheura fumiferana (Clemens) y las

larvas de otros dos lepid3ipteros en un medio que contenfa princi-
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ﬁalmente foilaje'del abeto de bﬁlsamo &balsaméir). Este fqllaje_
es mezclado con cahtidades minimas de agua destilada pars produ-
cir_una suspensidn fina y luego se combiné coﬁ'agar'y_una ievédu—'
ra autizada. Debido a que el medio no se puede meter al'ﬁutoclave
porque destruiria los atrayenﬁes, se agrega.propionato de sodio

para inhibir el crecimiento del moho.

3.1.2.3 Medio mohose

Otro avance en la ﬁropagacién' de larvas de lepidépteros
gsobre dietas artificiasles, es el uso de ciertos hongos como

comida (3).

Ripley, Hepburn y Dic (1,939) citados por De Bach (3), cuitivaron
en.forma masiva la falsa palomilla :del manzano A'gzroploce
leucotreta (Meyrick), esterilizando los huevoé dé la palomiila e
con fbrmalina v colocandelos sobre un medio que faforece el cre-

cimiento de hongos especificos. El medio es preparado mezclando 5

partes de avena (grado medic) y 3 partes de agua, seguido de la

inoculacién del hongo Mucor hiemalis (Wehmer)} (3).

3.1.3: Especies de. Insectos Sucepfibies a Bacillus thuringiensis
{Berliner) |

Numerosas especies derinsectos, especialmente'aqUelloé entre

los lepiddpteros son susceptibles al Bacillius 'thuringiensis

(Berliner). También se hq encontrado susceptibilidad entre algunas

especies de hymenéptera y raramente en diptera (1).

A continuacién se presenta el cuadro 2, el cual muestra la

PR T i
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susceptibilidad de diferentes egpecies de iepidépterds al insec-
ticida Thuricide standard; que contiene esporas y cristales de
Bacillus thuringienSié (Berliner)f

CUADRO 2: SUSCEPTIBILIDADMCOMPARATIVA DE LARVAS DE'LEPIDOPTERA

A Bacillus thuringiensis (Berliner)

FAMILIA ESPECIE DL 50 (mg/100 ml)
. . ]

Pieridae Colias eurytheme (Boisduval) 0.12
Aftiidae ' Estigmene acres (Drury) 1.14
Noétuidae _ Peridroma saucia (Huebner) 1.80
chtuidae_ . Trichoplusia Qi (Huebner) 3.20
Pyralidae Udes profundalis (Guenee) ' 12.00
Noto&ontidae Schizura concinna (Smith) 24.00
Pyralidae Ndmoghiia noctuella (Druce) 36.00
Noctuidae Autbgragha.californica (huebnér) 43,00
Noctuidae : Heliothis zea (Boddie) 100.00
Noctuidae Agf;tis ipsilon (Hufnagel) NO SUSCEPTIBLE A

: NIVELES PROBADOS

FUENTE: AJIL, S.; MONTIE, C.; KADIS, S. (1,970) (1).
3.1.4 El Bacillus thuringiensis (Berliner)

De acuerdo a Ia clasificacién. de bacterias de Bergey 1,974,

citado por Penados (21), el Bacillus thuringiensis (Berliner),
pertenece a la familia Bacillaceae, siendo estos, microorganismos

aerobios, gram-positivos, formadores de esporas.

Estos como otros bacilos, son patégenos de los insectos v en

afios recientes, ha surgido interés considerable debido a su empleo




potencial en el control biolégico de . infestaciones de insectos

- fité6fagos (4).

Bacillus thuringjensis (Berliner) es una bacteria _cristalifeé'
ra, o sea que forma wuna inclusién cristalina durante la esporulsa-
c¢ién, la cual es llamada cuerpo paraespbral. Este cristal se¢ depo-
sita dentro del_es?orangio pero fuera de la espora. Puede causar
la muerte de diferentes larvas, cuando estas de alguna mﬁnera lo

han ingefido {4).

El cristal o cuerpo paraesporal, es formado por el bacilo, al
mismo tiempo que forma la espora y generalmente tiene forma de dia-
mante.  De ordinario cada ésporangio contiene un cristal, separado
de la pared celular y de la eépora, el que parece persistir indefi-

nidamente (3).

"El cristal es de naturaleza protéica, tiene mas de 17% de ni-

tfégeno & al menos 17 aminoécidos, pero no tiene fésforo (3).

3.1.5 Toxinas Producidas por Bacillus thuringiensis (Berliner) .

Se han descrito 7 diferenteé toxinas, a saber:.FoSfolipasa.C-
(alfa.- exotoxina o lecitinasa}, una exotoxina terméestéble (beta -
exotoxina o Thuringiensin), una enzima no identificada que puede no
ser téxica (gama - exotoxina), el cristal paraesporal protéico
(délta - endétoxina), uns toxina 14bil, una toxina soluble en agua
y una.eXotoxina (mohse factor). Fstas diferentes toxinas, se en—.
cuentran presentes en las distintas variedades de Bacillus

thuringiensis (Berliner) hasta ahora encontradas,_ pero no . estan
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reunidas en su totalidad en una misma cepa (22).

A continuacién se describen brevemente las toxinas mas

producidas:

Alfa - exotoxina.

La 'alfa—éxotoxina es. tambien formada por Bacillus cereus
. (kushner). Esta enzima termoestable que se acumula durante lé fase
de crecimiento exponencial de algunas variedadés, es eficiénte en

la destruccién de muchos tipos de células (23).

Beta - exotoxina,
La beta-exotoxina también es conocida como fly factor; es una
toxina termoestable secretada por algunas variedades durante su

crecimiento exponencial, por ejemplo, la variedad thuringiensis

normalmente produce 50 mg/litro, Es un derivado de la adenosina

soluble en agua; gque actia como un inhibidor de la nucleotidasa

(23).

La beta-exotoxina es altamente téxica a las moscas y muchos

otros insectos, bloqueando la:mitosis celular_(gs teratogénica). Es
un _potehte inhibidor de la polimgraSa del ARN dé células bacteria-
'les ¥y de mamiferos, siéndo mutagénﬁco para los dltimos (23).

En las células sanguineas humanas ha mostrado incrementar
aberraciones cromosomales. Débido a sus propiedades mutagénicas.y
teratogénicas su uso como insecticida es sancionado en Europa y en

Estados Unidos. Es producida y usada en la anterior U.R.S.S. (23).

Delta.- endotoxina.

La delta-endotoxina de ' Bacillus thuringiensis {Berliner), que
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es actualmeﬁte una'pfotoxina, es el mayor componente del'cristal
prdtéico paraegsporal formado dﬁranté'la esporﬁlacién. Una prdteina
siﬁilar.es encontrada én peqﬁeﬁas cantidades en la cubierté.de_la
espofa {23). |

La funcidén del cristal hacia la célula bacteriana y su origen
bioquimico exacto son desconocidos (23).

En general, wun cristal y una muy pequeflia inclusién ovoide se
forma en cada célula, aunque la variedad israelensis prodﬁce en
promedic tres inclusiones semicristalinas por célula. La inélusién
ovoiae estd compuesta por .péptidos -de peso molecular de 68,000
daltons, idénticos a la cola N-terminal de la proteina del cristal
(15). |

Puesto'que un fragménto N~terminal teniendo un péso molecﬁlar
de 5,000 a 10,000 daltons se ha reportado como la porcién téxica,
la inclusidn ovoide tiene mayor toxicidad especificé'que el criétal
(14). | |

El cristal paraesporal esta compueSﬁo de subunidades dé glico—
pfoteina (5% de carbohidratos),-teniendo cada cual un peso molecu-
cular aproximado de 134,000 daltons, aﬁnque diversos componentes
polipéﬁtidos han sido detectados-(zs).

La protoxina cristalina es soluble e hidrolizadas a pH mayor de

9, es moderadamente termoestable, pudiendo permanecer por cortos

periodos a 100 eC (25).

Mientras 1a delta-endotoxina de la mayorias de las variedades

de Bacillus thuringiensis (Berliner) es patégena a las larvas de
varias especies de insectos; al menos tres diferentes patotipps son
ahora reconocidos: Lepidéptera (patotipo A), Diptera (patotipo B) ¥y
Coledptera (patotipo C). Acﬁividad exclusiva -contré Lepiddptera,

cartacteriza la delta-endotoxina de la mayoria de las variedades.
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La variedad israelengsis muestra bien conocida toxicidad scolamente

hacia ciertas especie9~_dé  Diptera,-'ai; igual que la variedad

‘morrisoni (25).

Forma de Accién del Bacillus thuringiensis (Berliner)

' Los -inSecﬂos infectédos con ei bacilo.pueden sufrir una.paré~
lisis parcial o ,total;. Si el c¢ristal es el principio téxico
activo,; es ﬁrobable QUe-sea'el responsable de la.paréliSis v de
otros sintomas del hospederc susceptible; en muchos casos el bacilo
invade lOS'tejidos y:la cabidad del cuerpo (hemocele}, acelerando

el proceso letal (3).

Dependiendo'del insecto, parece que hay . por lo menos tres

formas diferentes de accién por las cuales la bacteria eristalifera

puede matarlo. El tipo I, se caracteriza por una pardlisis del

intestino medio de 5 a 20 minutos después de 1la ingestidén del
bacilo esporulado. Transcurridas entre 1 y 5 horas, se produce
parélisis general, la cual es abbmpaﬁada de un incremento en el pH

de la hemolinfa de 1.0 a 1.6, 1o que indica que hay filtracién del

material alcalino del intestino. En el tipo II, los insectos no

sufren un incremento en el pH, pero hay pardlisis del intestino y

la muerte se produce'a los 2 6 4 dias, luego de sufrir pardlisis
general: este tipo es probablemente el mis comin de los tres. El

tipo II1I, 3610' se conoce -en el insecto Anagasta kitehniells

 (Zel1er),'e1 cual muere a los 2 6 4 dias con' los sintomas de

paradlisis general; no muere por la toxina en ausencia de la espora
como en los casos I y 11, parecé ser gque para causar la muerte la

espora debe germinar (en presencia de la toxina) y crecer en el
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intestino medio (3).

Cuéndo la fuente de toxina empleada corresponde a los crista-
les, estos'lﬁego de.sér ingeridos por los inséctoé susceptibles,
son disueltos en el medio alcalino del jugo intestinal. Los poli-
- péptidos resultantes son.‘protoxinas sin actividad biolégica, . las
cuales necesitan ser activadas por las proteasas del jugo intesti- .
nal. Los componentes activos fesultantes, son alrededor de ia mitad
del tamafio de las protoxinas (60,000 daltons); subsecuentemente,
las mblécUlés téxicas tienen que péSar a través de la membrana

peritréfica (15).

El principal sitio de accién de la delta—endotoxina es el
epitelio intestinal. Los primeros sintomas (cese de la alimentacidn
seguido por una hinchazén del epitelio), aparecen en pocos minutos

después de'ingeridos.los cristales (14).

Los siguientes pasos en el modo dé accién de la delta-
endotoxina no son_bien comprendidos. Es pdco-probable que la delta-
endotﬁxina pase a través de la membrana celular hacia el interior
‘de las. células susceptibles. Parece permanecer en la_membfana,
guiando la formacidén de poros-due.;ausah un tfastorno en la regula—
cién de las propiedades de ﬁermeébilidad de la membrana celular
(15).

Los primeros cambios histopatolégicos pueden presentarse en la
microvili (parte del epitelio'inteétinal encargada de la absorcidn
de alimentos). Esta - incrementa en tamafio y pierde su estructura
intérna. Vacuolas aparecen dentro de las células epiteliales del

intestino. . El tamafio de las células incrementa hasta que explo-
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tan.  El trastorno en el contreol de la permeabilidad conduce a un

libre intercambio entre la hemolinfa y el contenido intestinal que

es letal parﬁ la larva del insecto {15}.

Le microvili es practicamente la dnica parte del epitelio
intestinal expuesta a la toxina in vivo. De hecho, representa la
seccidén de la célula donde la accidn de la toxina puede ser primero

encontrada (10).

El rapido trastorno de la funcién de la membrana celular como
barrera de permeabilidad y la ausencia de’un mesurable eclipse en-
tre el estimulo y efecto, indica que la delta-endotoxina pertenece
al grupo de ‘los metabolitos citoliticos activos. Estos parecen

interactuar con los compuestos lipidos de la membrana celular (14).
Actividad de las Cepas de Bacillus thuringiensis {Berliner)

Dulmage 1,981, citado por Jaquet, Huter y Liithy (12), asevera

" que las cepas de Bacillus thuringiensis {Berliner) difieren no sélo

en su actividad con respecto a las diversas especies de insectos,
sino también en la relativa potencia de su delta-endotoxina. Rowe
y Margaritis 1,987 {23), afirman que la actividad de la delta-

endotoxina hacia una especie de insecto determinada, es altamente

dependiente de la variedad de Bacillus thuringiensis (Berliner) vy
el tipo de cristal. Jaket y colaboradores en:1,987, citados porv
Gardner (7), concluyeron que la cepa relacionada con el origen de
la delta-endotoxina, el grado de soclubilidad de los cristales en
el jugo intestinal y 1la intrinseca susceptibilidad de las células

epiteliales del intestino medio a la delta endotoxina, contribuyen
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a su potencia.

Ahtecedentes

Gardner 1,988 (7), probé interacciones entre: Bacillus thuringiensis
(Berliner) y sus beta—exotoxlnas, contra el tercer ¥ cuarto estadio

larvarlo. de Spodoptera fruglperda (Smlth) Las larvas fueron

colocadas en dietas conteniendo tfatamientos 1nd1v1duales y combi-
nados de los dos agentes. Las dOSlS usadas del bacllo, fueron de
900 & 1800 microgramos/ml de dieta y de .la beta-exotoxina,
30, 80, 120 y 240 miCrogramds/mi de dieﬁﬁ pafa ei tercer eéfadio de
desarrollc larvario. ©Para el cuarto estadio larvario se usaron
dosis del baéilo de 2,425 y 4,850 microgramos/ml de dietag v de
la beta-exotoxina, 120, 180, 240 y 360 microgramos de 1ngred1ente
activo/ml de dieta. Las fuentes de 1la exotoxlna ¥ Baclllus
thuringiensis (Berliner), fueron ABG-6162A (lote # 82—893—BD)
conteniendo 1.5 % de Thuringiensin, ¥ Dlpel WP (16 000 UI/mg)

respectivamente {Abbott, North Chicago Ill).

Los resultados encontrados' fueron 1los de efecto aditivos y
31nergist1cos entre los dos agentes, tanto para el porcentaje de

mortalidad comoc para la reducclon de 1os dias a la nuerte (7).

Los efectos 51nerglstlcos de las combinaciones fueron enmasca-
rados por la alta mortalidad causada por las concentrac1ones
mayores de la endotoxina sola, no asi para  las concentraciones

bajas (7).

Ignoffo y colaboradores en 1,971 (11), 'evaluaron la actividad
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de las exotoxinas de Bacillus thuringiensis (Berliner) en adultos
de mosca comdn a los diez dias de haber emergido y encontraron una dosis

letal media de 250'microgfamds/ml de diéta, la cusl era a base de agar.

Schesser, Kramer y Bulla en 1,976 (25), evaluaron 1los efectos

de preparaciones homogéneas del cristal paraesporal de Bacillus

thuringiensis (Befliner) sobre el Gusano Cornudo del Tabaco

(Manduca sexta) (Linnaeus). La cepa del bacilo usado en este ensa-
yo fue 1la HD-1, aislada de una formulacién del insecticida comer-

cial Dipel (Abbott Laboratories,'North Chicago, I11), la que ha

" gido identificada como Bacillus thuringiensis (Berliner) subespecie

Kurstaki por H. de Barjac, del Instituto Pasteur en Paris, Francia.

Las diluciénés del material cristalino fueron hechaskpdr_homo—
geﬁizacién de 560 microgramos de cristal paraesporal purificado en
7 ml de agua destilada; las que dieron como resultado,.J.O,_O.S,
0.6, 0.4, 0.2,.0.1, 0.08 .y 0.04 pug de cristal por ml dé sdlucién
fueron preparadas y un ml de cada una fue aplicada uniformemente
sobre la superficie de 1la dieta (16 ¢m cuadrados), seguido de aire

seco (25),

En este casé se utilizaron larvés'recién emergidas. Si'bien
las larvas pudieron mudar al segundo estadio de crecimiento, sélo
'2/3 de las larvas.sobrevivieron después de 7 dias a las concentra-
ciones de 0.08 pg/ml ¥ ninguna sobfevivié a la concentracidén de 1.0

ng/ml (25},
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3.2 MARCO REFERENCIAL

3.2.1

3.2.2

Lugar Donde Fue Desarrollada la Investigacién

El experimento se realizé en los laboratorics de Microbiologia
del Instituto Centroamericano de Investigacidén y Tecnologia Indus-
trial (ICAITI), wubicado en Avenida La Reforma 4-47 zona 10, de la

Ciudad de Guatemala.

Como informacién adicional se presentan los siguientes datos:
Fl ICAITI se encuentra a une elevacidén aproximada de 1,450 msnm
{6), teniendo este sector una precipitacién pluvial entre 1,000 ¥
1,500 mm anuales registrados en 120 diés de lluvia, teméeratura
promedio anual de 15 a 20°C, humedad relativa promedio de 80%,
evapotranspiracién media de 1,400 a 1,600 mm por afo, con 180 horas

promedio de brillo solar al mes (8).

Origen de las Cepas de Bacillus thuringiensis (Berliner) Evaluadas

Las cepas de la bacteria utilizadas en el presente estudio,
fueron aisladas en Guatemala poeor la Licenciada en Bioquimica Nina
Stauder {28). Entre los lugares de.recolecciéﬁ de muestras 5é pue-
den citar: Bodegas y silos de maiz, sorgo arroz y frijol, muestras
de =muelo, polvo de emilla de algoddn y ventas de granos; tanto en
la Ciudad Capital, come en el interior de la repiblica (28). Ac—
tualmente estas se encuentran formando parte del Ceparioc del

ICAITI.

T — | S 1 Pl o116 msinemsere -
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4. OBJETIVOS

4.1 Detérminar cuidl de las 60 cepas de Bacillus thuringiensis (Berliner)
evaluadas, produce la mayor mortalidad sobre las larvas de Spodopters

frugiperda (Smith).

4.2 Establecer la DL-50 de la Cepa de mayor virulencia y compararla con

"la Cepa Patrén.

5. HIPOTESIS

Al menos ﬁna de las 60 cepas de Bacillus thuringiensis (Berliner),

es diférente en efecto letal, sobre la larva de Spodoptera frugiperda

(8mith).
6, MATERIALES Y METODOLOGIA
6.1 MATERIAL Y EQUIPO
Los  cuadros 3 "A", 4 "A", 5 "A" Y 6 "A" contienen el material v
equipo utilizado en cada unas de las etapas involucrada en el proceso
de investigacién.
6.2 METODOLOGIA

El desarrollo de este trabajo incluyé Bésicamente cuatro

actividades:
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_Establecimiento del pie de cria de Spodapiera frugipefda (Smith).

Cultivo del Bacillus _thuringiensis (Berliner) y obtencién de la
pella de cristales y esporas. - | |
Realizacién de los biocensayos con. las 60 cepas de Bacillus
thuringiensis {Berliner).

Determinacién de la désis letél media de la cepa que mostré el
mayor efecto letal en menor tiempo, en comparacién con la cepa.

patrén o de referencia.
Establecimiento del Pie de Cria

Para establecer 1la crianza del Gusano Cogollefo Spodopters
frugiperda (Smith), se capturaron larvas de la qﬁinta o séxta muda,
de campﬁs cultivados de maiz en en el municipio de El Tejar, del
departamento de Chimaltenango. Estés larvas fueron trasiadadas al
laboratorio en recipientes pléstiéos de 16.5 cm de didmetro por 14
em de alto, acompaiadas de hojas tiernas de maiz. El proceso de
crianza incluyé la desinfeccidén de los pisos del laboratorio con
germicidas de uso comercial, las jaulas vy mesas de trabajo con

formaldehido al 10 % ¥ esterilizacidén de recipientes plésticos para

. crianza (de 7 cm de diametro por 5 em de alto), con luz ultra

violeta.

Se colocaron 2 larvas en cada recipiente de Criénza, las dque
se alimentéron con un trozo de dieta {cuadro B"A") de aprdximada~
mente 20 gram&s. Se noté aque al cblocar mas de 2 larvas en cada
recipiente, se estimulaba el canibalismo. Las larvas entraron al
estado de pupa en término de 6 dias, teniéndose durante este tiempo

el cuidado de retirar las heces producidas.
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Las pupas fueron desinféctadas_en una solucién de hipocloriteo

de sodio al 0.55 % mediante inmersién ror 5 minutos, luego fueron

lavadas en agua estéril tambien por inmersién durante el mismo

'tiempo ¥y secadas con servilletas de papel. En seguida, las pupas

fuefqn colocadas en Jjaulas de malla metidlica de una aberturs
aproximada de 3 mm, las cuales se fofrafon con papei parafinadeo. A
los 12 'dias del'traslado a las jaulas,remergieron las palomillas,
las que se alimentaron con la dieta liquida descrita en el cuadro

7HAI| .

Al emerger los adulfos iniciaron la c¢dépula, observdndose en
aproximadamente 4 dias, los huevos adhéridos al papel parafinado.
en grupos de variada cantidad. |

Los grupos de huevos adheridoé al papel, fueron desinfectados
cbn una solucién de formaldehido al 3.7 % durante 5 minutos ¥
1avados en agua estéril por 10 minutbs. Cuando el papel se secéd,
fue cortado en pedazos de 2 a 4 cm?, cada uno con un grupo de hue-
vos.,. Estos'.fueron QOiocados en los recipientes de crianza con un
trozo de dieta de aprdximadamente 20 gramos. _En término de 3 a 4
dias, los huevos eclosionaron ¥y a los 4 dias,‘las_pequéﬁas nuevas
larvas eran separﬁdas para cohtinuar la crianza o bien para reali-
zar losg bioensaybs. El laboratorio se mantuvo con iluminacidén na-
tural, siendo el fotoperiodo imperante en la época, de aproximada-

mente 12 horas.

Cultivo del Bacillus thuringiensis {Berliner) y Obtencién de 1la

Pella de Cristales y Esporas

Para la reproduccién de las distintas cepas de Bacillus
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thuringiensis (Berliner) se utilizd el medio de cultivo Agar T3

{ver cuadro 9"A"), en el cﬁal se observdéd una adecuada esporulacién
vy formacién de cristales.

Para la realizacién de esta actividad, se trasladé del cepario
el material a utilizar a tubos de ensayo con tapén de rosca, conte-
niendo 3 ml de Agar T3 solidificado a mediana inclinacién, auxi-
liandose para el efecto de asas y flameado con el mechero. ° Estos
tubes se incubaron durante 24 horas a 28°C, Posteriormente, cada
una de las cepas se trasladé a frascos de Rooks con 225 ml del
mismo medio de cultivo y se cultivaron durante 96 horas bajo las
mismas condiciones de temperatura para obtener una adecuada esporu-
lacién. Cumplida 1la incubacidén, los frascos fueron sometidos a

refrigeracién a una temperatura de 5°C durante 72 horas.

Para observar el estado de la esporulacién y la formacién de
cristales protéicos (fuente de 1l1la delta endo-toxina), se hicieron
preparaciones de cada cepa en porta-objetos con tincidén de azul de

coomasie (Cuadro 10"A").

Estas preparaciones consistieron en hacer un frote de la cepa
sobre una laminilla de vidrio, fijandola y secéndola con la llama
del mechero a calor moderado. Cuaﬁdo la muestra.seoé, se agregaron
unas gotas de colorante azul de coomasie {Cuadro 10"A") .y se dejé
tefiir por 3 minutos, periodo despues del cual, los excesos del
colorante fueron lavados con agua esterilizada vy el frote se dejéd
secar a temperatura ambiente, Medianrte este procedimiento, los
cristales fueron tefiidos de azul y fdcilmente observables al

microscopio con aumento de 100 X.
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Una vez realizada la tincién y después de haberse cerciorado

'~ de una buena produccién de cristales, la placa de esporas, crista-

6.2.3

Gl2.3'

les ¥ residuos celulares formada durante el periodo de incubacién ¥y

refrigeracidén, fue recogida de los frascos de Rooks mediante un la-
vado con agua estéril y colectada en frascos de vidrio esteriliza-
dos. Estos frascos se almacenaron a 5°C nientras se procedia a

realizar la siguiente etapa del proceso.

Para separar la biomasa del agua, el material se centrifugé a

10,000 rpm ¥ 4°C durante 15 minutos, tiempo después del cual, se

descartaba el agua ¥y se conservaban los sedimentos. A la pella
resultante se agreg6 nuevamente agua esterilizada y se agitdé para
producir una nueva suspensién; seguidamente se centrifugé de nuevo
bajo las mismas. céndiciones.: Esto se hizo 2 veces con el fin de

lavar cualquier exceso del medio y residuos de la esporulacién.

La pella producto de la céntrifugacién, fue desecada en un

horno al vacio, a 15 atmésferas y 40?0 durante 36 horas.

_Realizaéién de .lbs Bioensayos con las 60 Cepas de Bacillus

thuringiensis (Berliner). -

1 Conduccién de los bicensayos

Debido al canibalismo qué practican las larvas de Spodoptera
- frugiperda (Smith),'un dia anterior al inicio de los bioensayos,
una larva en el tercer estadfo, fue colocada en cada recipiente
pladstico de 4 cm de didmetro por 3 ¢m de alto., Las larvas se

mantuvieron durante ese dia sin alimentacidén, con el propésito de




6.2.3.2

23

gue consumieran vorazmente las dietas tratadag con las diluciones

téxicas. Cada dilucién téxica correspondia a cada una de las
cepas evaluadas. Estas diluciones se prepararon a una concentra¥'
cién de 1,500 ng/ml y fueron aplicadas sobre la superficie de la
dieta gue Sse proporciondé a cada larva, de acugrdo al tratamiento
correspcndiente; Est#s dietas, a diferencia de las utilizadas en
la cria, carecian de tetrgciclina v formaldehido; esto para evi-

tar cualguier reaccidén con la dilucidén de esporas ¥y cristales.

Las dietas rociadas con la solucidén de esporas ¥ cristales,
fueron cambiadas al segundo dia dél bioensayo por dietas norma-
les. La razén de hacer este cambio, es gque por carecer las pri-
meras de formaldehido y tetraciclina, eran susceptibles 'a la con-
taminacién microbioldégica; de manera que la mortalidad observada

correspondid a la ingestién del primer dia.

Diariamente, cada recipiente conteniendo una larva, era re-
visado para hacer los recuentos de la mortalidad acumulada y re-

tirar las heces producidas; esto, durante 10 dias.

Durante la realizacién de los bicensayos, el laboratorio
mantuvoe temperaturas entre 24 ¥y 26°C ¥ la humedad relativa de un

50%.

Descripcién de log tratamientos

Los tratamientos dque se dieron a las larvas de Spodoptera

frugiperda (Smith) fueron la aplicacién de las suspenciones de

' ; i < -
: ' 1 PP 0 D S I
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(Berliner).

Se wutilizdé wuna concentracién de 1,500 ng de esporas vy

cristales por ml de agua, cubriendo la superficie de un gramo de

dieta.fragmentado en 10 porciones, con 1/10 de ml de la dilucién

_téxica.

Se hizo un total de 61 tratamientos, ¥ya que se_inclu?é

ademds de los 60 tratamiéntps correspondientes a las 60 cepas, un

tratamiento control o testigo (sin aplicacién de toxina).

Métodos experimentales

AI

Disefio experimental:

El experimento se realizé coh un diseﬁq ‘Completaménte al
Aéar con 4 repeticidﬂeé.y 61 tratamientos, lo que dio un total
de 244 unidades experimentales. '.Cada unidad experimental
estaba_ formada por 10 larvaé en su tercer estadio de
crecimiento, colﬁbadas cada una en su respective recipiente

plastico de 4 cm de diémetro por 3 cm de alto provisto de

" tapadera, Se selecciond este estadio larvario tomando

criterio de Gardner (7).

Modelo estadistico:

Yij = p+Ti+Eij i=1,2,3,.,.t=tratamientos
' J=1,2,3,...r=repeticiones
de donde:
Yij = variable de respuesta de la ij-ésima qnidad experimental

{mortalidad producida por la i-ésima Cepa y j-ésina

TSR

AR
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repeticidn).

g = efecto de la media general.
Ti = efecto de la i-ésima Cepa.
Ei; = efecto del error experimental. asociado a la ij-ésima

unidad experimental (i-ésima. Cepa ¥ j-ésima repeticién).

¢. Variable de respuesta:

Se hicieron conteos diarios dé la mortalidad acumulada
por un periodo de 10 dias. El criterio de mortali&ad de las
larvas, se fundamentd en el cese de:la actividad fisiolégica
de las mismas, las que presentaban un aspecto  licuado {se

desintegraban al menor contacto con un pincel}).

6.2.3.4 Analisis de la informacién

Los datos resultantes a la conciusién de los bicensayos,
fueron sometidos a un andlisis de varianza de acuerdo con el
digefio experimental empleado. Debido a ia existencia de diferen-
cias gignificativas en la respuesfa de mortalidad producida por

cada cepa, se realizd la prueba de comparacién miltiple de medies .

de Tukey, con el propésito de establecer qué cepals) presenté(a-

ron) el mejor resultado (mayor mortalidad en menor tiempo).

Por la naturaleza de los datos, fue necesario para poder

P e

analizarlos, realizar una transformacién del tipo J{(X+1).

Como Sse midié el porcentaje de 1la mortalidad acumulada
producida por cada cepa durante 10 dias, los resultados de cada

dia, fueron analizados en forma individual.
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6.2.4 Determinacién de la DL-50 de la Cepa que Mostré el Efecto Letal en

“Mayor Porcentaje ¥y en Menor Tiempo, en Comparacién con la Cepa

" Patrén o de Referencia.

Con el fin de tener un parametro de _comparacién de 1la
efectividad de las cepas, se decidié establecer la DL-50 (désis que
probablemente méta al 50% de la qulacién) de la cepa gue mostré el
mejor resultado de las 60 evaluadas_inicialmente v la dg una cepa
pétrén o de referencia, siendo esta tiltima, la denominada Bacillus

thuringiensis (Berliner) Kurstaki, codificada por el ICAITI, bajo

- el numero B-0158.
6.2.4.1 Conduccién de los biqensaxos

El m&ﬁejo del experimento en esta etapa fue béadsicamente el
mismo que el dado en la evaluacidén de 1as.60 cepas; con la dife-
rencié que en este caso 86lo se hizo el conteo de mortalidad al
décimo dia, por considefarse que después de este tiempo, las lar-
vas que gquedaron vivas no moririan ¥ entrarian al siguiente esta- ﬁ

do de metamorfosis.

6§.2.4.2 Descripcién de los tratamientos

Para decidir los tratamientos a dar a las larvas, consisten-
tes en las'dSSis de cada una de las 2 cepas a evaluar, fue nece-
sario realizar pruebas preliminares para establecer la Ventana de
Respuesta Biolégica. _Esta_ventaﬁa no es mis que el rango que hay
entre la dosis méxima que no produce mortalidad y la dosis minima

que produce el 100% de mortalidad.
' . b '

[

Fe
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A continuacioen se presentan las concentraciones de las

guspensiones de esporas ¥y oristales selecciconadas, las cuales

estan expresadas en peg/ml .

sk Lt 0 N ¢ E X T R A £ 1 0 X E W yalel

SELECCIONADALS2.5]125 |250 (375 500 750 (10004250 ----f-~-=f==mm=mmn]| oo mmmmpmommmmes
{g-0221} : '

BATRON  femem|--me|-==-]--=-|500 |750 [1000}1250(1500]1750{2000{225012500)2750;3000 3250
{8-0158)

Un décimo de mililitro de estas diluciones de téxina, se
agregd a la superficie de un gramo de dieta fragmentado en 10

porciones.

6.2.4.3 Métodos experimentales

A. Disefio experimental:

Se utilizé el disefio completamente al azar, con cuatro

repeticiones.

Debido a que determinar la DL-50 de cada cepa es una

actividad aislada (aunque se haya realizado simultaneamente),

. cada una tiene caracteristicas propias.

Para la cepa seleccionada (B-0221), se utilizaron ocho

tratamientos; cada uno correspondié a una ddsis de la cepa. Se
incluyé un tratamiento de control (testigo), es decir, sin la

aplicacién de la toxina, con el objeto de poder corregir los
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datos por mortalidad natural.

Se establecieron en total 38 unidadés experimentales,
cada una de las cuales estaba conformada por 10 larvas en sﬁ
fefcer estadio de desarrollo, colocadas de manera individual
en su respectivo recipiente de 4 cms de didmetro pof 3 cms de

.altp, con tapadera.

Para la cepa'patréﬁ (B-0158), se utilizaron 12 tratamien—
tos; cada uno.correspondié a dna désis de la cepa. .Se incluyéd
también un tratamiento -de contro1.o testigo. El nimero de
unidades experimentales fue de 52,_cohformadas de igual manera

que para el caso anterior.

B. Modelo estadistico:
Este correspondié al descrito en la literal B del inciso

1 6.2.3.3.

C. Variable de res?uesta:
Se anotaron los datos de mortalidad al décimo dia del

consumo de la téxinsa.

Andlisis de la informacién

A los resultados se.lés pfacticé su correspondiente andlisis
de wvarianza. Debido a 1sa éXiStencia de diferencias significati-
vas entre los tratamientos, se realizé la prueba de medias de
Tukey, para ordenar los trétémieﬁfo del mas al menos efectivo. En

este caso como en la evaluacién inicial de las sesenta cepas,




Sl ]
rorwmcan

29

también fue necesario realizar una transfor-macién de los datos

de la forma 4 (x+1}.

Para establecer la DL-50 de las cepas, se realizé un andli- .
gis de Probit para cada una. Eéte brocedimiento consistié en una
regresién que permitié encontrar la désis que produciria el 50%
de morta1idad. Para éncdntrar este valor de mortalidad, fue nece-
sario hacer una transformacién de los datos y al trabajar de la
manera grafica, se_requirié plotear los puntos de los logaritmos
de las désis en el eje "X" y el porcentaje de mortalidad trans—
formado a unidades Probit en "Y", basdndose para el efecto en el
Cuadro 32"A", Sabiendo aque el valor Probit que corresponde al
50% de mortalidad es de 5, este punto en la curva se hizo coinci-
dir con él logaritmo de la désis correspundienfe-por'medio de una
linea perpendicular hacia el eje "X". Al obtener el antilogarit-
mo, se encontré la DL-50.

Otro procedimiento utiiizado fue el de despejar la "X" ¥
sustituir el valor de 5 en lugar de "Y" en ;a ecuacién obtenida
por regresién (método de minimos cuadrados), para finalmente ob-

tener el antilogaritmo del nidmero resultante.

La forma més préctica y rédpida de determinar la DL~50, es
utilizar los programas de computadora que para el efecto existen,
tal como el denominado "Polo", para DL-50 6 el "SAS" (Statistical
Analysis Systems) para Probit. Ambos programaé se encuentran en

la Facultad de Agronomia de la Universidad de San Carlos de Gua-

temala.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

- 7.1 REALIZACION DE LOS BIOENSAYOS

La realizacidén de bioensayos con recuentos de mortalidad acumu-
lada una vez al dia durante diez dias, permitié a simple vista apre-
ciar tanto la existencia de cepas innécuas, como algunas gque mostra-

ron desde leve hasta considerable virulencia hacia las larvas de

Spodoptera frugiperda (Smith),

Al realigzar los gnélisis'dé varianza desde el primero al décimo
recuento, se observaron diferencias significativas en la respuesta de
mortalidad producida por 1gs distintas cepas del bacilo. Tal situa- |
cidén puede apreciarse en los resﬁmenéé de ANDEVA por recuento diario;
_prgséntadoé en los cuadros del 12"A" al 21"A", donde se evidencia la
existencia de diferencias altamente significativas entre los trata-

miento para cada dia.

" Los resultados obtenidos de la prueba de comparacién miltiple de
medias para cada recuento, mosfrafon el primer dia una mortalidad de
45,0% para la cepa B-0181;'seguida de las cepas 3*0221 ¥y B~0185 con
35.0 v 30.0% resPectivamente. El rééto.de las cepas produjo mortali-

dad inferior_a 25.0% (cuadro 22"A").

Para el segundo dia las tres cepas anteriormente descritas, in-
crementaron.el valor de mortalidad a 52.0, 49.8 y 41.3% respectiva-
mente. Las cepas B-0215, B-0175-y'B—Q216; que eétaﬁan abajo de 25.0%,
aumentaron sﬁ efecto letal a 39.7; 34.9 y 30.0% respectivamente. El

resto de las cepas se mantuvo abéjo de 25.0% (cuadro 23"A").
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El tercer recuento mostrdéd un notable cambio en la posicidn de

las cepas, ya que el orden de mortalidad observado, de mAs a menos
fue: cepa B-0221 con 70.0%, cepa B-0181 CQn 62.3%, cepa B-0215 con
57.2, cepa B-0216 con 52.6% y cepa B-0185 con 46.7%; esta ultima,
pasé del tercero al quinto Jugar, mismo qﬁe también fue cémpartido
por las cepas B-0175, B-0213 v B-0209. ElL resto de las cepas produjo

mortalidad inferior al 40.0% y 16 no registraron efecto letal {cuadro

24“A" ) .

¥n el cuarto recuento se observaron menos cambios de posicidn en
el orden de mortalidad. La cepa B-0221 se conservdé en primer lugar
con 90.0%. Estadisticamente a las cepas B~0215 con_77.3%, B~0216 con
67.8%, B-0181 con 64.7%, B-0213 con b9.8% ¥ B—020$ con 57.4% de mor-
talidad, a pesar de las notabies diferencias, la ﬁrueba de Tukey las
ubicé en el mismo grupo. El resto de las cepas no sobrepasd el 53.0%

de mortalidad v en 14 cepas la toxina fue innocua {cuadro 25"A").

En el quinto recuento de mortalidad hubo poca variacidén en las
posiciones de las diferentes cepas, perc si hubo incremento en el
efecto letal producido. La ubicacién’ mostradas este dia fue la si-
guiente: En primer lugar la cepa B-0221 con 95.0%, en segundo lugar
las cepas B-0215 y B-02186 bon 84.7 y.74.6% respectivamente, Estadis-
ticamente la prueba de Tukey no detecté entre las medias de las tres
cepas mencionadas, diferencias significativas con las cepas B-0181 ¥
B-0213, ambas con 70.0%, ni con la cepa B-0209 con 59,8% de mortali- -
dad. Las cepas restantes produjeron mortalidad inferior a 55.0% v 11

no tuvieron ningin efecto jetal sobre las larvas de Spodopitera

frugiverda (Smith) (cuadro 26"A").
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En el. sexto'recﬁentd de mortalidad la cepa B-0221 alcanzé el
-100% ménteniendose- siempre en la primera posicién, perc en esta
,opdrtﬁﬁidad, tamBién se ubicé en el primer lugar la cepa B-0215 con
97.5%. La prueba de Tukey no mostr6 diferencias significétivas_entre
las.mediaS'de mortalidad de las cepas mencionadas ¥y las siguiéntes
cepas: B-0216 con 80.0%, B-0213 cdn:77.4%, B-0181 con 70.0%, B-0208
con 6T7,1% v B-0208 con:62¢4%. El résto de las cepas registré valores
de mortalida& inferiores al 60.0% y 9 né érodujeron ningun efécto

letal (cuadro 27"A"),.

El séptimo recuento no mostrd cambios notables, basicamente los
porcentajes de mortalidad fueron los mismos del dia anterior, solo en
el caso de las cepas B-0181 y B-0208, se invirtié el orden de presen-~

tacién (cuadro 28"A").

Al Octa§o "recuento, los cambios observados en el grupo, se
reflejaron Unicamente en el incremenﬁp de la mortalidad producida por
algunas cepag; tal eg el caso de las cepas B—0216, B-0213, B—OZOS,
B-0181 y B-0209, que reportaron mortalidades de 87.0, 82.5, 75.0,
70.5 y 65.0 respectivaménﬁe. El resto de laé cepas reportdé mortslidad

inferior a 60.0% y 9 no tuvieron ningﬁn efecto letal (cuadro 29"A").

En - el noveno recuento se dieron algunos cambios con respecto al
recuento anterior, gquedando la-tabla de medias de mortalidad en el
siguiente orden: el primer lugar lo mantuvieron las cepas B-0221 y

B-0215, que desde el sexto recuentd alcanzaron su méximo valor letal

~en las larvas de Spddoptera frugiperda. La cePa B-0216 elevé el pro-
medio de mortalidad a 92.3%, mientras que las cepas B-0213, B-0208,

B-0181 y B-0209, pricticamente ne provocaron ningidna variacion en la
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muerte de las larvas, Se observd en cambio que las cepas B-0217 y

B-0212, incrementaron para este recuento su indice letal a 72.3 y
67.4% respectivamente,'ubicandoée en el grupo de medias de mortalidad
de alto valor significati%o en relacién a las demés. Las cépaé res-
tantes reportaron valores de mortalidad inferiores a 60.0% ¥ 9 no

produjeron efecto letal {(cuadro 30"A").

En el décimo recuento se mantuvieron las mismas condiciones que

se cohservaron en el conteo anterior (cuadro 31"A").

Debido a que el tratamiento testigo no registré ninguna larva
muerta, no fue necesario hacer correccidén en los datos de mortalidad

observados a lo largo del bicensayo.

Un resumen de los resultados discutidos puede efectuarse al

analizar la figura 1, la cual presenta el efecto de mortalidad sgobre

larvas de Spodoptera frugiperda (Smith) de las 5'mejores cepas de

Bacillus thuringiensis ({Berliner); las ‘cuales son las siguientes:

B-0221, B-0215, B-0216, B-0213 y B-0208. En ella se aprecia la.ten—
dencia creciente de las curvas de mortalidad producidas por las cepas
con bastante regulariridad. La cepa B-0221 prodﬁjo a partir del ter-~
cer dia 70.0% de mortalidad y al sex£o, aléanzé el maximo valor. Si-
milar respuesta presentd la cepa B-0215, aunque esta alcanzé al sexto
dia el 97.5% de mortalidad sobre las larvas. Las cepas B-0216 y
B-0213 mostraron curvas de mortalidad porcentual con tendencia bas-
tante semejante a las cepas lider B-0221 y B-0215, aungue en todos
los muestreos estuvieron bor debajo de estas. La cepa B-0208 fue la

que registrdé el valor minimo de mortalidad de este grupo. cesando su

actividad letal al occtavo dia con 75.0%.
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% DE MORTALIDAD ACUMULADA
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FIGURA

1.

—+— B-0221 —%— B-0215 —=— B-0216 '
—>— B-0213 —A— B-0208

" MORTALIDAD DE LARVAS DE Spodoptera. frugiperda (Smith)

DURANTE 10 DYAS DE OBSERVACION, PRODUCIDA POR LAS 5

MEJORES CEPAS DE . Bacillus thuringiensis (Berliner)
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.En relacidon a las cepas B-0217, B-0181, B-0212, B-0209 v B-0185,
puéde observarse en la figura 2, que actuaron al término de los diez
dias de la evaluacion, en un rango de efectividad de 59.8 a 72.3%;
mostrando un comportamiento variado. La cepa B-021é, que al.primer
recuento moétré menor capacidad léteal, raulatinamente se.ubicé a la
cabeza de este grupo. La cepa B-0181, que al inicio se perfilaba como
1& mAS viruleﬁta de todas, cesd su actividad letal al quinto.dia con
70.0%, guedando ubicada por debéjo de la B-0217. La cepa B-0209 que
manifesté un repunte en el tercer dia, quedé ubicada en tercer lugar
de este grupo y la cepa B-0212, que aparecidé en el octavo dia por
debajo de la B—0185; oéacioné un incremento en la mortalidad de las
larvas al noveno dia, ubicéndose exactamente en los mismos valores de
la cepa B-0209. La cepa B-OISS finalizd su activipad letal al octavo

dia con 59.8%, siendo la menos vifulenta de esta grupo.

Al observar con detenimiento los resultadosfproducidos por las

diversas cepas de Bacillus thuringiensis (Berliner) presentadas en la

figura 2; se aprecia que las amplias diferencias en el efecto letal

scbre las larvas de Spodoptera frugiperda {Smith), registradas en los

primeros dias de +tratamiento, disminuyeron considerablemente en el
noveno y décimo recuento. En ese momento, el rango entre la de menor

v mayor virulencia, fue de solo 12.5%.

L
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9% DE MOHTALIDAD ACUMULADA
oo 8333388

FIGURA 2.

—— B-0217 —%— B-0181 —=— B-0212

—>¢— B-0209 —A— B-0185

MORTALIDAD DE LARVAS DE Spodoptera frugiperda -

(Smith) DURANTE 10 DIAS DE OBSERVACION, PRODUCIDA

POR LAS 5 CEPAS DE Bacillus thuringiensis (Berliner)

CON UN RANGO DE EFICIENCIA DE 659.8 A 72.3%
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7.2 DETERMINACION DE LA DL-50

En esta etapa se determind la DL-50 de la cepa B-0221 (seleccio;
nada como la mejor) vy de la cepa B-0158, usada como patrén de refe-

rencia.

'Los resultados de mortalidad por repeticién, obtenidos al décimo
dia de haber inoculado las dos cepas al medid nutritive de las larvas

de Spodoptera frugiperda (Smith), se presentan en el cuadro 33"A".

A continuacién se presentan los promedios de los recuentos d%é"'
. }:g__, 3
mortalidad acumulados al décimo dia de aplicada la toxina,
] CUADRO 34. PROMEDIO DE MORTALIDAD ACUMULADA DE LARVAS DE Spodoptera

frugiperda (Smith) PRODUCIDA POR LAS CEPAS B-0158 Y
B-0221 AL DECIMO DIA DE APLICACION DE LAS TOXINAS

CEPA B-0158 ©  CEPA B-0221
TRATAMIENTO! % PROMEDIO DE TRATAMIENTO| % PROMEDIO DE
EN pg/ml MORTALIDAD EN pg/ml |  MORTALIDAD
500.0 05.0 T
750.0 16.0 _ . h
1,000.0 o 20.0 62.5 04.6 I
1,250.0 - 22.5 125.0 " 17.3
1,500.,0 32.5 ]}L 260.0 22.4
1,750.0 37.5 375.0 - 32.1
2.000.0 55,0 - 500.0 54.9
2,250.0 62.5 750.0 64.9
2,500.0 72.2 1,000.0 69.8
2,750.0 . 77.5] 1,250.0 92.5
3,000.0 87.5 .
3,250.0 . 95,0

LAS LINEAS VERTICALES INDICAN VALORES PROMEDIO DE MORTALIDAD
DE IGUAL SIGNIFICANCIA ESTADISTICA DE ACUERDO A LA PRUEBA DE
MEDIAS DE TUKEY. : _

En el cuadro 34 se aprecia que la cepa B-0221, produjo mortali-

dad en concentraciones inferiores a la cepa utilizada como patrén

(B-C158). A la concentracién de 500 pg/ml, la cepa B-0221 produjo
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una mortalidad mayor al 50.0%; en tanto que la B-0158 matd (inicamente

el 5.0% de la poblacién de larvas. Cuando la concentracién toxica
evaluada fue de 1,250 pg/ml, la cepa B~0221 reporto 92.5% de letali-
dad. A esta misma concentracidén, el valor letal de la cepa B-0158

valor letal de la cepa B-0158 fue escasamente de 22.5%,.

El andlisis de varianza practicade (cuadros 35"A" y 36"A%},
probé la existencia de diferencias altamente significativas en 1i=s

mortalidad producida por los tratamientos en ambas cepas.

Los cuadros 37"A" y 38"A", presentan en orden descendente, las
medias de mortalidad de las larvas, por efecto de las diferentes con-

centraciones de toxina de las cepas B-0168 y B-0221 respectivamente,.

Es importante hacer notar que en el caso de la cepa B-0188, ni-
veles de toxina de 2,#50 a 3,250 pg/ml, causaron una mortalidad entre
62.5 v 95.0%; 1lo cuai éignifica comparativamente, concentraciones de
toxina mucho més alta? que las que se utilizaron con la cepa B-0221.
Para esta 1ltima, el ) r;ngo de mortalidad comprendido s=entre 68.8 7

92.5%, sélo requirié entre 1,000 y 1,250 pg/ml de toxina.

En los cuadros 39"A" y 40"A" ap;recen los valores y célculos de
la regresién lineal practicada a la cepa B-0158. La DL-50 resultante
de este andlisis fue de 1,676.47 pg/ml/gr de dieta. Al cowmparaxr eunbe
valor con los datos presentadoa en el cuadro 34, parece ne e¢oincidir
1ia DL-50 resultante, con los valores experimentales; hay guz recerdar
que la BL~50 se obtieﬁe atravez de una ;inearigaciéﬁ de la cuwrva ¥ en
todo caso, la variaci&n es atribulble s la dispercidén do los puntor 3

lo largo de la recta de regresién,
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Los cuadros_41"A" vy 42"A", presentan los datos ¥ cdlculos invo-

lucrados en la determinacién del valor tipico de la "estima" (8Y.X),
los coeficientes de correlacién {r) y determinacién {rZ) ﬁara la ce-
ra B-0158. El1 valor resultante de 8SY.X fue.de + 0.2741; puede apre-
ciarse que 7 de log 12 puntos ( Y—Yes{.) quedaron inclﬁidos dentro de
los limites del error tipico de la "estima", lq cual representa el
58.33%. .De acuerdo con Spiegel al menos el 68.0% de éstos deberian
quedar dentro del rango de SY.X, por lo que se considera que su dis-
tribucidén a lo largo de la fecta de regresidén, se aleja un pocé del
comportamineto normal. También se observa que existe un alto coefi-
ciente de correlacidn r (0.9568) y de detefminécién r2 (0.9135), lo
cual refleja gque la linea recta explica adécuadaﬁente el comporta-—

miento de las 2 variables.

Los cuadros 43"A" ¥ 44"A", contienen los valores y cdlculos de
ia regresidn lineal practicada a la cepa B-221, La DL-50 resultante

de este andlisis fue de 442.98 ng/ml/gr de dieta.

Los cuadros 45"A" ¥y 46"A" presentan los datos ¥ cédlculos invelu-
crados en la determinacidén del valor tipico de la "estima" (SY.X), los
coeficientes de correlscidén (r) ¥y determinacién (r?) para la cepa
B-0221. El wvaler resultante de SY.X fue de * 0.2525; puede apreciarse
que 6 de los 8 puntos (Y-Yest.) quedaron incluidos dentro de 1los
limites del error tipico de la" estima", lo cual representa el 75.0%.
De acuerdoe con Spiegel_al menos el 68.0% de estos deben quedar dentro
del rango de S8Y.X, por lo que se considera gque su distribucién a lo
largo de la recta de regresién, es normal. También se observa ' que
existe un alto coeficiente de correlacidé: r {(0.9605) y de determina-

cidn v {(0.92286), lo cual refleja que la linea recta explica adecua-
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damente el comportamiento del las 2 variables.

Comentados los resultadbs anteriores, ic promihente del célculo

de la DL-50 son los valores comparativos de mortalidad que ocasiona-

ron las toxinas de ambas cepas. La toxina proveniente de la cepa

- B-0221 posee una virulencia'3.78'veces superior a la de la cepa usada i
como patrén de referencia (B-0158). Lo anterior plantea que la cepa.
B—0221, es una buena alternativa para el control de Spodogteré3

frugiperda como insecticida biolégico.

Para aclarar los conceptos vertidos en los  parrafos anterio-
res, en las figuras 3 ¥ 4 se muestran las lineas descritas por las
ecuaciones de regresién de las cepas B-0221 y B-0158 respéctivamqnﬁe;

La figura 5 reune las 2 gréficas ¥y muestra la intersecciﬁn,produ¢ida,

-

UNIDADES PROBITS
o

/ .

o 1 . 2 3 4 5 -
LOGARITMO DELADOSIS

FIGURA 3. RELACION DEL VALOR DEL  LOGARITMO DE LA
: - - DOSIS Y EL VALOR DE PROBIT; PARA LA CEPA
B-0221 DE Bacillus thuringiensis (Berliner)

ICAITI-GUATEMALA-1, 993
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L
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LOGARITMO DE LA DOSIS
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4, RELACION DEL VALOR DEL LOGARITHO‘ DE LA
DOSIS Y EI. VALOR DE PROBIT, PARA LA CEPA
B-0158 DE Bacillus thuringiensis (Berliner)

ICAITI-GUATEMALA-1, 99 3

PROBITS

"t

Y = -8.8056 + 3.6616 (X)

Y = -04857 + 207717 (X)

) "1 2 1

0.0 1 2 3 é 8

LOG DE DOSIS

5. RELACION DEL. LOGARITMO DE LA DOSIS Y EL
PROBIT, PARA LA CEPA B-0221 Y LA CEPA
B-0158 DE Bacillus thuringiensis (Berliner)

ICAITI-GUATEMALA-1, 98 3
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~ 8.  CONCLUSIONES

1.- Las cepas de Bacillus thuringiensis (Berliner) evaluadas al término

de 10 dias, produjeron diferente respﬁesta de mortalidad e n las lar-~
vas de Spodoptera frugiperda (Smith). Se encontraron cepas totalmente
innocuas, algunas de leve a mediana virulencia y coiras que produjeron

un elevado efecto letal,

Segin el comportamiento manifestado por la bacteria sobre la mortali-

dad de larvas de BSpodoptera frugiperda (Smith), durante los dies
recuentos practicados uno por dia en el biocensayo, se considerd a la

cepa B-0221 como la mas virulenta entre las sesenta.

La Dosis Letal Media sobre ias larvas de Spodoptera frugiperda
(Smith) en su tercer estadio de desarrollo, para la cepa ﬁ—OZZl fue
de 442.98 ug/ml/gr de dieta;_mientras que para 1la cepa patr6n.B—0158
fue de 1,675.47 ng/ml/gr de dieta. Esto plaﬁtea gque la cepa 3—0221
es una excelente alternativa péra'el control biolégico, al téner una
toxina 3.78 veces mis letal que la cepa utilizada como patrdén; lo que

expresado porcentualmente equivale a una actividad 378% méas efectiva.

De acuerdo a las ecuaciones lineales obtenidas por regresidn,

Spodoptera frugiverda (Smith) manifiesté mayor susceptibilidad a la

. cepa B~0221 que a la cepa B-0158, hasta el valor del logaritmo de la

dosis de aproximadamemte 4 (10,000 pg/hl). En este punto, se cruzan
las lineas descritas por las trayectorias de ambas cepas (figura 5),
lo cual sugiere que con esta dosis la mortalidad producida por cada

una, es la misma ( entre 99.8 y 100% ).
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9, RECOMENDACIONES
Realizar pruebas de campo con las cepas que reportaron elevada morta-

lidad, pero sobre todo, con la cepa B-0221, a fin de establecer la

posibilidad de su produccién comercial.
Llevar a cabo ensayos que involucren la participacidén simultanea de 2
4 mis cepas, con el fin de establecer la posible existencia de efec-

tos aditivos o sinergisticos.

Realizar pruebas en las que se evalie este biopesticida en compara-

acién con los insecticidas quimicos.

Efectuar estudios que permitan observar el comportamiento de las

" mejores cepas encontradas en esta investigacién, frente a otras

especies de insectos plaga de importancia econdémica en Guatemala.

Llevar a cabo andlisis seroldégicos de las distintas entradas a la
coleccidén de Bacillus thuringiensig oriundas de Gu%temala v evaluadas

en el presente trabajo, para determinar su raza o estirpe.

Estudiar la posibilidad de ihtroduccign dé.los genes responsables.de
la produccién de la delta endotoxina en la cepa B-0221, a plantas de
maiz y otras de importanCia'econémica en nuestro medio {formacién de
plantas transgénicas), que sean seriamente afectadas por larvas

susceptibles.

) 3 - 3 B o e
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CUADRO 3

"A". MATERIAL Y EQUIPO UTILIZADO EN EL

ESTABLECIMIENTO DEL PIE DE CRIA

DE Spodoptera frugiperda (Smith)

18

-200

Recipientes plésticos de 16.5 cm de didmetro por

14 cm de altura, ceon tapadera.

larvas de Spodoptera frugiperda en 50. & 6o. esta-

dio de desarrollo.

Recipientes pléasticos de 7 cm dé didmetro por

5 cm de altura, con tapadera.

Jauias cilindricas de malla metédlica dé'20 cm de
didmetro por 40 cm de alto.

Rollos de papel parafinado._

Camara de esterilizacién a base de luz Ultra
Violeta. : : : ' S

Tijeras.

-Formaldehido al 3.7%.

" Servilletas de papel.'

Hipoclorito de sodio ai 0.55%.
Balanza analitica, .
Estufa con agitador.

Batidora eléctrica.

Dieta liquida para lepidépteros adultos (cuadro
7“A")- . . .

Dieta para larvas de lepidépteros (cuadro 8"A").
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CUADRO 4 "A"., MATERIAL Y- EQUIPO VUTILIZADO EN FEIL CULTIVO
DE Bacillus thuringiensis (Berliner) Y

OBTENCION DE LA PELLA DE CRISTALES Y ESPORAS

~Tubos de ensayo con tapén de rosca, de 3.ml de capa-
.cidad.

-Asas.

-Mechero Bunsen.

~-Frascos de Rooks.

-Autoclave Castle tipo 1624,

-Balanza OHAUS Brainweight B-300D, de 30 a 300 gramos=,.
-Potencidémetro. |

-Microscopio de Luz WILD ngrbrﬁgg, Suiza,

—Incubadora New Brunswick Scientific Co. Inc. Contro-
lled environment Incubator, USA patent. # 3002. 895.
~Centrifuga refrigerada IEC. International Refrigerated

Centrifuge Model B-20. International Equipment Co.

-Tubos para centrifuga de 40 ml. con tapén de rosca.

~Frascos de vidrio de 50 ml con tapadera;
-Horno de wvacio.
-Medio de cultivo Agar T3 {cuadro 9"A").

~Colorante Azul de Coomasie (cuadro 10"A").

-Alcohol al 98%.

—-Agua esterilizada,
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CUADRO 5 "A". MATERIAL Y EQUIPO UTILIZADO EN LA REALIZACION
DE LOS  BIOENSAYOS CON LAS 60 CEPAS

DE Bacillus - thufiggiensis {Berliner)

-2,500 Recipientes plésticos de 4 cm de didmetro por .
_3 e¢m de alto, con tapadera. |
~-Tubos de ensayc de 20 ml con tapén de pléstico.
—Jeringés esterilizadas de_l ml. |

~-Pincel. . _ Vi‘

-Pinzas.

—Suspensién.de esporas y cristales de las cepas de la

bacteria a evaluar.

~2,500 larvas de Spodoptera frugiperda. |

-Dieta para larvas cortada en -trozos de 1 gramo.
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CUADRO 6 "A". MATERIAL Y EQUIPO UTILiZADO EN LA DETERMINA-
CION DE LA DOSIS LETAL MEDIA DE LA CEPA QUE
MOSTRO MAYOR LETALIDAD EN MENOR TIEMPO

COMPARADO CON LA CEPA PATRON DE REFERENCIA

51

-900 recipientés plisticos con tapa, de 4 cm de
&iémetro per 3 cm de alto.

~Tubos de ensayo de 20 mi con tapén de pléastico.
-Jeringas esterilizadas de 1 ml.

~-Pincel. |

—finzas.

-Suspensién de esporas y cristales de la cepa de

Bacillus thuringiensis que produjo el mayor efecte
letal en el menor tiempo.
-Suspension de esporas y cristales de la cepa patrén,

-900 larvas de Spodoptera frugiperda. .

-Dieta para larvas cortada en trozos de 1 gramo.

e e S 3 ———
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CUADRO 7 "A". DIETA LIQUIDA PARA LEPIDOPTEROS ADULTOS

AZUCAR | 50.0 gr
METILPARABEN 01.0 gr
ACIDO ASCORBICO 00.1 gr )
MIEL DE ABEJA ' 05.0 cc |
AGUA DESTILADA 1,000.0 cc

FUENTE: MIHN, J. (19}, 1,983

CUADRO 8 "A". DIETA PARA LARVAS DE LEPIDOPTEROS

-ACIDO ASCORBICO 8.0 gr
-ACIDO SORBICO 2.5 gr
-METIL PARABEN 5.0 gr
-TETRACICLINA HCL 26% 5.0 gr
-VITAMINAS 5,0 gr
~HARINA DE SOYA 226.0 gr
~LEVADURA : 62.0 gr
~GERMEN DE TRIGO 100.0 gr
-AGAR ' : : - 20.0 gr
~-LECHE EN POLVO _ 50.0 gr
-FORMALDEHRIDO . 3.0 cc
-AGUA DESTILADA 1,500.0 cc
PREPARACTON:

Con la mitad del agua batir cruda la harina de soya,
germen de trigo y levadura de cerveza; con 1a otra mitad se
pone a hervir el agar. En seguida se bate el agar con la
mezcla de harina de soya, germen de trigo y levadura de
cerveza v se agrega la leche semidisuelta. A continuacidén se
agregan las vitaminas con la tetraciclina y los adcidos .
predisueltos. Finalmente se bate la mezcla con todo y el B
formaldehido.



CUADRO 9 "A". MEDIO DE CULTIVO AGAR T3

TRIPTONA 3.0 gr
TRIPTOSA - 2.0 gr
EXTRACTO DE LEVADURA 1.5 gr
. : 250.0 ml

BUFFER DE FOSFATO DE Na* 0.2 M/1lt
a pH 6.8

MgCl ' 0.005 gr
AGAR BASE | - 15,0 gr

AFORAR CON AGUA A 1 LITRO

CUADRO 10 "A". COLORANTE AZUL DE COOMASIE

COOMASIE BRILLIANT BLUE

SIGMA CHEMICAL Co. 65 % 0.26 %
ETANOL ' 50.00 %
ACIDO ACETICO | 7.00 %
AGUA DESTILADA | 42.75 %
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CONTINUACION DE CUADRO 11 "A".
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CONTINUACION DE CUADRO 11 "A".
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CONTINUACION DE CUADRO 11
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CUADRO 12 "A". RESUMEN DE ANDEVA PARA EL I
PRIMER RECUENTO DE MORTALIDAD i

ICAITI -~ GUATEMALA - 1,993
F.V. G.L. s.C. C. M. VALOR F. SIGNIF.
TRAT. 60 23.2715 0.38620 10.93 0.0001
ERROR 183 6.4662 0.03533
TOTAL 243 29.6377 .
C.V.=15.3614 ;%
CUADRO 13 "A". RESUMEN DE ANDEVA PARA EL :i
SEGUNDO RECUENTO DE MORTALIDAD :
ICAITI - GUATEMALA -~ 1,993 |
F.V. G.L. S.C. C. M. VALOR F. SIGNIF. |
TRAT. 60 38.1038 | 0.63510 11.38 0.0001
| ERROR 183 10.2125 | 0.05580
TOTAL 243 48,3162
C.V.=17.7908
CUADRO 14 "A". RESUMEN DE ANDEVA PARA EL
TERCER RECUENTO DE. MORTALIDAD
ICAITI - GUATEMALA - 1,993
F.V. G.L. 8.C. C. M. VALOR F. SIGNIF.
TRAT. 60 64.1071 1.06840 20. 40 0.0001
ERROR 183 9.5829 1.05240
TOTAL 243 73.6900
C.V.=16.0289
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CUADRO 15 "A". RESUMEN DE ANDEVA PARA EL
CUARTO RECUENTO DE MORTALIDAD

ICAITI - GUATEMALA - 1,993
F.V. G.L. 5.C. c. M. VALOR F, SIGNIF.
TRAT. 60 83.5061 1.39180 26.717 0.0001
ERROR 183 8.5223 0.04840
TOTAL 243 92.3584
C.V.=14.7892
CUADRO 16 "A". RESUMEN DE ANDEVA PARA EL
QUINTO RECUENTO DE MORTALIDAD
ICATTI -~ GUATEMALA - 1,993
F.V. G.L. s.c. C. M. VALOR F. SIGNIF.
TRAT. 60 91.2381 1.52060 29,37 0.0001
ERROR 183 9.4745 0.05180
TOTAL 243 100.7126 |
C.V.=14,8443
CUADRG 17 "A". RESUMEN DE ANDEVA PARA EL
SEXTO RECUENTO DE MORTALIDAD
ICAITI - GUATEMALA 1,993
F.V. G.L. s.C. c. M. VALOR F. SIGNIF.
TRAT. 60 105.0274 1.75040 35.77 0.0001-
ERROR 183 8.9553 0.04890
TOTAL 243 113.9827

C.V.=13.8111
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CUADRO 18 "A". RESUMEN DE ANDEVA PARA EL

SEPTIMO RECUENTO DE MORTALIDAD

ICAITI - GUATEMALA - 1,993
F.V. G.L. 5.C. C. M. VALOR F. SIGNIF.
TRAT. 60 108.12563 1.80210 39.07 0.0001
ERROR 183 8.4418 0.04610
TOTAL 243 116.5671

C.V,=13.4367

CUADRO 19 "A". RESUMEN DE ANDEVA PARA EL

OCTAVO RECUENTO DE MORTALIDAD

ICAITI - GUATEMALA - 1,993
F.V. G.L. 5.C. C., M. VALOR F. SIGNIF.
TRAT . 60 113.1317 1.88550 39.87 0.0001
ERROR 183 8.6332 0.04720
TOTAL 243 121.764¢8

C.V.=13.4507

CUADRO 20 "A". RESUMEN DE ANDEVA PARA EL

NOVENO RECUENTO DE. MORTALIDAD

TCAITI - GUATEMALA - 1,893
F.V. G.L. 5.C. C. M. VALOR F. BIGNTIF.
TRAT . 60 122.0805 2.03470 44.186 0.0001
ERROR 183 8.4313 0.04610
TOTAL 243 130.5118

C.V.=13.085¢




83

CUADRO 21 "A". RESUMEN DE ANDEVA PARA EL
DECIMO RECUENTO DE MORTALIDAD
ICAITI - GUATEMALA - 1,993
F.V. G.L. s.c. c. M. VALOR F. SIGNIF.
TRAT. 60 | 122.0805 2.,03470 44,16 | 0.0001
ERROR 183 8.4313 | 0.04610
| ToTAL 243 | 130.5118

CUADRO 22 "A",

C.v.=13.0859

PRESENTACION DE MEDIAS DE LA PRUEBA DE TUKEY
PARA 60 CEPAS DE Bacillus thuringiensis
(Berliner) EN EL PRIMER RECUENTO DE MORTALIDAD
ICAITI - GUATEMALA - 1, 9923

TUKEY AL 5%

A

AB

ABC

ABCD
BCDE

CDEF
DEEF

EF

LAS CEPAS AGRUPADAS EN ESTA CATEGORIA AL IGUAL

QU
MO
B-
B-
B-
B~
B

CEPAS Y (% DE MORTALIDAD ACUMULADA)

B-0181 (45.0).
B-0221 {35.0).
B-0185 (30.0).
B-0216 (22.5), B-0215 (22.5). . _
B-0175 (17.5), B-0177 {17.5), B-0209 (17.5),
B-0214 (15.0), B-0213 (15.0).

B-0222 (12.5), B-0176 (12.5).

B-0212 (10.0), B-0208 (10.0), B-0195 (10.0),
B-0170 (07.5), B-0205 {(07.5), B-0180 (07.5},
B-0171 (07.5), B-0217 (07.5), B-0178 (07.5),
B-0182 (07.5).

B-0172 (05.0), B-0194 (05.0)
B-0168 {(02.5), B-0167 (02.5)
B-0219 (02.5), B-0223 (02.5)
B-0165 (02.5), B-0207 (02.5)

, B-0211 (02.5),
] B-0218 (0215)!
, B-0199 (02.5),

E EL TRATAMIENTC TESTIGO, NO REGISTRARON
RTALIDAD Y SON LAS SIGUIENTES: _ ‘
0164, B-0166, B-0169, B-0173, B-0174, B-0179,
0183, B-0184, B-0186, B-0187, B-0188, B-0189,
0190, B-0191, B-0192, B-0183, B-0196, B-0197,
0198, B-0200, B-0201, B-0202, B-0203, B-0204,
0206, B-0210, B8-0220.

MEDTAS CON LA MISMA LETRA NO SCN SIGNIFICATIVAMENTE

DIFERENTES
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CUADRO 23 "A". PRESENTACION DE MEDIAS DE LA PRUEBA DE TUKEY
PARA 60 CEPAS DE Bacillus thuringiensis
(Berliner) EN EL SEGUNDQO RECUENTO DEMORTALIDAD

ICAITI - GUATEMALA - 1, 993
TUKEY AL 5% ' CEPAS Y (% DE MORTALIDAD ACUMULADA)
A B~0182 (52.5).
AB B-0221 (60.0).
ABC B-0185 (41.3).
ABCD - B-0215 (39.7).
ABCDE B-0175 (34.9).
ABCDEF : B-0216 (30.0).
ABCDEFG B-0213 (22.4).
BCDEFGH - B-0209 (21.9). - . :
CDEFGH ~ B-0214 (19.6), B-0208 (19.6), B-0217 (19.6),

B-0205 (19.6), B-0177 (19.6}.
CDEFGHI B-0212 (15.7). : '
DEFGHI B-0171 (14.0), B-0176 (13.6).
EFGHI B-0222 (11.6}, B~0219 (10.5). '
FGHI B-0218 (09.3), B-0182 (09.3), B-0195 (09.3),
GHI B-0223 (06.6), B-0221 (06.6)}, B-0196 (05.6),
' B-0172 (04.4), B-0194 (04.0).
HI B-0168 (02.2), B-0167 (02.2), B-0186 (02.2},
' B-0203 (02.2), B-0188 (02.2), B-0165 (02.2),
B-0210 (02.2), B-0199 (02.2), B~0201 (02.2),
- B-0207 (02.2), B-0189 (02.2), B-0183 (02.2),
B~0191 (02.2). ' _

I LAS CEPAS AGRUPADAS EN ESTA CATEGORIA AL IGUAL
"QUE EL TRATAMIENTO TESTIGO, NO REGISTRARON '
MORTALIDAD Y SON LAS SIGUIENTES:

B-0200, B-0174, B~0204, B-0166, B-0192, B-0206,
B-0193, B-0164, B~0197, B-0198, B-0184, B-0169,
B-0202, B-0179, B-0220, B-0173, B-0190, B-0187.

MEDIAS CON LA MISMA LETRA NO SON SIGNIFICATIVAMENTE
DIFERENTES
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CUADRO 24 "A"., PRESENTACION DE MEDIAS DE LA PRUEBA DE TUKEY
PARA 60 CEPAS DE Bacillus thuringiensis
(Berliner) EN EL TERCER RECUENTO DE MORTALIDAD

ICAITI - GUATEMALA - 1, 993
TUKEY AL 5% CEPAS Y (% DE MORTALIDAD ACUMULADA)

A ' B-0221 (70.0).
AB B-0181 (62.3).
ABC B-0215 (57.2).
ABCD B-0216 (52.5).

ABCDE B-0185 (46.7), B-0175 (44.4), B-0213 (44.4),
B-0209 (43.8).
ABCDEF B-0208 (36.8).
BCDEFG B-0205 (32.1).
CDEFGH B-0217 (29.1).
DEFGHI B-0214 {(24.5).

EFGHI B-0212 (21.9), B-0219 (21.9), B-0177 (21.9).

FGHIJ B-0176 (16.9), B-0222 (14.7), B-0195 (14.7),

B-0171 (14.0), B-0218 (13.6), B-0182 (12.3),

B-0211 (12.3).
- GHIJ B-0222 (09.3).
HIJ B-0t78 {(08.7), B-0170 (07.2), B-0180 (07.2).
IJ B-0194 {06.6), B-0210 (06.6), B-0196 (05.6),
B-0172 (04.6).

J B-0167 (02.2), B-0168 (02.2), B-0203 (02.2),
B-0199 (02.2), B-0184 (02.2), B-0201 (02.2),
B-0220 (02.2), B-0207 (02.2), B-0189 (62.2),

B-0183 (02.2), B-0191 (02.2).

o J QUEDAN INCLUIDAS TAMBIEN EN ESTA CATEGORIA, LAS
! _ CEPAS QUE AL IGUAL QUE AL TRATAMIENTC TESTIGO
' NO REGISTRARON MORTALIDAD Y SON LAS SIGUIENTES:
B-0174, B-0166, B-0192, B-0206, B~-0193, B-0164,
B-0197, B-0198, B-0200, B-0169, B-0202, B~0179,
B-0204, B-0173, B-0190, B-0187.

MEDIAS CON LA MISMA LETRA NO SON SIGNIFICATIVAMENTE
PIFERENTES '




RS

66

CUADRO 25 "A". PRESENTACION DE MEDIAS DE LA PRUEBA DE TUKEY

PARA 60 CEPAS DE Bacillus thuringiensis
(Berliner) EN EL CUARTO RECUENTO DE MORTALIDAD
ICAITYI - GUATEMALA - 1, 983

TUKEY AL 5%

CEPAS Y (% DE MORTALIDAD ACUMULADA)

A

AB
ABC
ABCD

BCDE
BCDEF
CDEFG
CDEFGH
DEFGHI
EFGHIJ
FGHIJK
GHIJK
GHIJKL
HIJKL
IJKL

JKL
KL
L

B-0221 (90.0).

B-0215 (77.3).

B-0216 (67.8), B-0181 (64.7), B-0213 (59.8).
B-0209 (57.4).

B-0185 (52.4}.

B-01756 (49.8).

B-0208 (39.7).

B-0205 (36.8).

B-0217 (29.1). '

B-0214 (27.0), B-0195 (24.8). |
B-0212 (24.1), B-0222 (22.4), B-0176 (22.4).
B-0219 (21.9), B-0177 (21.9). o
B~-0171 (16.1). '

B-0182 (14.7), B-0211 (14.7), B-0218 (13.6).
B-0223 (1t.6), B-0170 (09.3), B-0178 (08.6),
B-0196 (08.3). - '
B-0180 (07.2), B-0194 (06.6), B-0210 (06,6).
B-0172 (04.6), B-0183 (04.6).

B-0168 (02.2), B-0203 (02.2), B-0188 (02.2),
B-0165 (02.2), B-0202 (02.2), B-0167 (02.2),
B-0184 (02.2), B-0201 (02,2), B-0186 (02.2),
B-0207 (02.2), B-0220 (02.2), B-0i89 (02.2),
B-0199 (02.2), B-0193 (02.2)}, B-0191 (02.2).

QUEDAN INCLUIDAS TAMBIEN EN ESTA CATEGORIA, LAS
CEPAS QUE AL IGUAL QUE EL TRATAMIENTO TESTIGO
NO REGISTRARON MORTALIDAD Y SON LAS ‘SIGUIENTES:
B-0174, B-0192, B-0166, B-0164, B-0197, B-0206,
B-0200, B-0169, B-~0198, B-0179, B-0204, B-0173,
B-0190, B-01i87.

MEDIAS CON LA MISMA LETRA NO SON SIGNIFICATIVAMENTE

DIFERENTES
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PRESENTACION DE MEDIAS DE LA PRUEBA DE TUKEY
PARA 60 CEPAS DE Bacillus thuringiensis
(Berllner) EN EL QUINTO RECUENTO DE HORTALIDAD
ICAITI - GUATEMALA 1, 9 9 3

TUKEY AL 5%

CEPAS Y (% DE MORTALIDAD ACUMULADA)

A
AB
ABC
BCD
BCDE
CDEF
DEFG
EFGH
EFGHI
FGHIJ
FGHIJK
GHIJK

HIJK

I1JK
JK

B-0221 (95.0). o |

B-0215 (84.7), B-0216 (74.6). |
B-0181 (70.0), B-0213 (70.0), B-0209 (59.8).
B-0185 (54.5). | |
B-0208 (49.6). |

B-0205 (39.7), B-0217 (37.1).

B-0214 (27.0), B-0212 (26.3). o
B-0195 (24.8), B-0219 (24.8), B-0177 (24.8).
B-0222 (22.4), B-0176 (22.4). T
B-0171 (19.6). o B

B-0218 (17.6), B-0182 (14.7), B-0211 (14.7).
B-0210 (11.6), B-0223 (11.6), B-0170 (09.3),
B-0178 (08.6), B-0196 (08.3), B-0180 (07.2),
B-0186 (07.2), B-0184 (06.6), B-0194 (06.6).
B-0183 (04.6), B-0172 (04.6), B~0220 (04.86),
B-0202 (04.6). S

B-0188 (04.0). : -

B-0202 (02.2), B-0165 (02.2), B-0167 (02.2),
B-0201 (02.2), B-0207 (02.2), B-0168 (02.2),
B-0173 (02.2), B=0190 (02.2), B-0199 (02.2),
B-0193 (02.2), B-0191 (02.2), B-0197 (02.2),
B-0189 (02.2).

LAS CEPAS AGRUPADAS EN ESTA CATEGORIA AL IGUAL
QUE EL TRATAMIENTO TESTIGO, NO REGISTRARON
MORTALIDAD Y SON LAS SIGUIENTES:

B-0192, B-0166, B-0164, B-0174, B-0200, B-0198,
B-0179, B-0204, B-0169, B- 0206, B-0187.

MEDIAS CON LA MISMA LETRA NO SON ‘SIGNIFICATIVAMENTE

DIFERENTES -




CUADRO 27 "A"r PRESENTACION DE MEDIAS DE LA PRUEBA DE TUKEY
PARA 60 CEPAS DE - Bacillus thuringiensis
(Berllner) EN EL SEXTO RECUENTO DE MORTALIDAD

ICAITI - GUATEMA LA - 1, 993
JTUKEY AL 5% . CEPAS Y (% DE MORTALIDAD ACUMULADA)
A B-0221 (100 ), B-0215 (97.5)
AB : B-0216 {80.0), B-0213 (77.4)
ABC B-0181 (70.0), B-0208 (67.1)
ABCD B-0209 (62.4).
BCDE B-0185 (57.2), B-0205 (52.4).
BCDEF . B-0175 (49.8), B-~0217 (47.2). .
CDEFG B-0195 (37.4). : ' @
DEFGH B-0214 (32.4), B-0219 (32.4), B-0177 (32.4). “
- EFGHI . B-0212 (29.4). :

FGHIJ  B-0222 (22.4), B-0176 (22.4). .
GHIJK B-0171 (19.6), B-0218 (17.6), B-0210 (17.3),
| B-0182 (17.3).
GHIJKL B-0211 (16.9), B-0223 (14.0).
HIJKL B-0170 (11.6). | | |
IJKL B-0184 (09.3), B-0186 (09.3), B-0178 (08.7),
~ B-0196 (08.3).
JKL - B-0180° (07.2), B-0183 (07.2), B-0194 (06.86),
B-0191 (06.8), B-0172 (04.6), B-0220 (04.6),
 B-0202 (04.6), B-0188 (04.6). | |
KL B-0165 (02.2), B-0203 (02.2), B-0201 (02.2),
- B-0187 (02.2), B-0168 (062.2), B-0173 (02.2),"
B-0190 (02.2), B-0167 (02.2), B-0192 (02.2),
B-0193 (02.2), B-0198 (02.2}, B-0197 (02.2),
B-0207 (02.2), B-0191 (02.2). ;

L. LAS CEPAS AGRUPADAS EN ESTA CATEGORIA AL IGUAL
QUE EL TRATAMIENTO TESTIGO, NO REGISTRARON
MORTALIDAD Y SON LAS SIGUIENTES:

B-01i66, B-0164, B-0174, B-0200, B-0198, B-0204,
B-0169, B-0206, B-0179.. S

MEDIAS CON LA MISMA LETRA NO.SON SIGNIFICATIVAMENTE
DIFERENTES
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CUADRO 28 "A". PRESENTACION DE  MEDIAS DE LA PRUEBA DE TUKEY

PARA 60 CEPAS DE

Bacillus

thuringiensis

{Berliner) EN EL SEPTIMO RECUENTO DE MORTALIDAD
ICAITI - GUATEMALA - 1,9 93

TUKEY AL 5%

CEPAS Y (% DE MORTALIDAD ACUMULADA)®

A
AB

ABC .
BCD

CDE
DEF

- EFG
EFGH

EFGHI

FGHI
GHI

- HI

B-0221
B-0218
B-0181
B-0209
B-0185
B-0217
B-0195
B-0214
B-0212
B-0222
B-0171
B-0211
B-0223
B-0170
B-0184
B-0196
B-0194
B-0202
B-0165
B-0187
B-0190
B-0193
B-0207

LAS CEPAS AGRUPADAS EN

(100 ), B-0215 (97.5).
(82.3), B-0213 (77.4),
(70.0). -
(62.4),

(67.2), B-0205 (54.7),
(62.2). |
(37.4). |
(32.4), B-0219 (32.4),
(32.1).

(22.4), B-0176 (22.4),

(19.6), B-0210 (17.3),

(16.9).
(14.0).

(11.86). | o
(09.3), B-0186 (09.3),
(08.3), B-0180 (07.2),
(06.6), B-0191 (06.6),
(06.6); B-0172 (04.6),
(02.2), B-0203 (02.2),
(02.2), B-0168 (02.2),
(02.2), B-0167 (02.2),
(02.2), B-0199 (02.2),
(02.2), B-0189 (02.2).

B-0208

B-0175

B-01717

B-0218

B-0182

FP

B-0178
B-0183
B-0220
B-0188
B-0201
B-0173
B-0192
B-0197

(Tgiﬁj%

(52.2),
(32.4)}
(21.2).

(17.3),

(08.6),
(07.2),
(06.6),
(04.0).

(02.2),

{02.2),
(02.2),
(02.2),

ESTA CATEGORIA AL IGUAL

QUE EL TRATAMIENTO TESTIGO, NO REGISTRARON
MORTALIDAD Y SON LAS SIGUIENTES:

B-0166, B-0164, B-0174, B-0200, B-0198, B—0204,

B-0169, B-0206, B-0179.

MEDIAS CON LA MISMA LETRA NO SON SIGNIFICATIVAMENTE

DIFERENTES -
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CUADRO 29 AN, PRESENTACION DE MEDIAS DE LA PRUEBA DE TUKEY _ e
PARA 60 CEPAS DE Bacillus thuringiensis P
{Berliner) EN EL OCTAVO RECUENTO DE MORTALIDAD r

ICAITI - GUATEMALA - 1, 993 "
TUKEY AL 5% ' CEPAS Y (% DE MORTALIDAD ACUMULADA)
A B-0221 (100 ), B-0215 (97.5).
ABC B-0216 (87.0), B-0213 (82.5}.
ABCD - B-0208 (75.0), B-0181 (70.0).
ABCDE B-0209 (65.0),
BCDEF B-0217 (59.8), B-0185 (59.8).
CDEF . B-0205 (54,7), B-0175 (52.2).
- DEFG B-0195 (44.9).
EFGH B-0212 (34.9). _ -
FGHI B-0214 (32.4), B-0219 (32.4), B-0177 (32.4):

~ GHIJ  B-0222 (22.4), B-0176 (22.4), B-0218 (21.2).
GHIJK B-0182 (19.6), B-0171 (19.6). -
HIJK B-0210 (17.3), B-0211 (16.9).
HIJKL B-0223 (16.1), B~0186 (12.3).
IJKL B-0170 (11.8). . - _
JKL B-0184 (09.3), B-0178 (08.7), B-0196 (08.3),
- B-0180 (07.2), B-0183 (07.2), B-0220 (06.6),
B-0191 (06.6), B-0194 (06.6), B-0172 (04.6),
B-0202 (04.6), B~0188 (04.0). !
KL B-0165 (02.2), B-0203 {(02.2), B-0201 (02.2),
B-0187 (02.2), B-0168 (02.2), B-0173 (02.2};
B-0190 (02.2), B-0167 (02.2), B-0192 (02.2), "
B-0193 (02.2), B-0199 (02.2), B-0197 (02.2),
B-0207 (02.2), B-0189 (02.2).

L . LAS CEPAS AGRUPADAS EN ESTA CATEGORIA AL IGUAL - '
QUE EL TRATAMIENTO TESTIGO, NO REGISTRARON P
MORTALIDAD Y SON LAS SIGUIENTES: _ 5
B-0166, B-0164, B-0174, B-0200, B-0198, B-0204,
B-0169, B-0206, B-0179. '

MEDIAS CON LA MISMA LETRA NO SON SIGNIFICATIVAMENTE Lo
DIFERENTES | -
. !
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CUADRO 30 "A". PRESENTACION DE. MEDIAS DE LA PRﬁEBA DE TUKEY
: ' PARA 60 CEPAS  DE Bacillus thuringiensis
(Berliner) EN EL NOVENQ RECUENTO DE MORTALIDAD

ICAITI - GUATEMALA - 1, 993
TUKEY AL 5% CEPAS Y (% DE MORTALIDAD ACUMULADA)
A B-0221 (100 ), B-0215 (97.5}.
AB B-0216 (%2.3). _
ABC B-0213 (84.9).
ABCD B-0208 (75.0), B-0217 (72.3).
ABCDE B-0181 (70.0), B-0212 (67.4), B-0209 (67.4).
BCDEF B-0185 {(59.8).
CDEF B~0205 (54.7), B-0175 (52.2).
DEFG B-0195 (44.9). _ ‘
- EFGH . B-0219 (40.0). ‘ :
FGHI B-0214 (32.4), B-0177 (32.4).

GHIJ B-0218 (24.0). _
GHIJK B-0222 (22.4), B-0176 (22.4), B-0171.(22.4).
GHIJKL B-0182 (19.6). .
HIJKL B-0210 (17.3), B-0211 (16.9).
HIJKLM B-0223 (16.1}. - -
IJKLM B-0186 (12.3), B-0170 (11.6), B-0183 (11.6).
JKLM B-0184 (09.3), B-0178 (08.7), B-0196 (08.3),
B-0180 (07.2), B-0220 {(06.6), B-0191 (06.6).
KLM B-0172 (04.6), B-0202 (04.6), B-0188 (04.0).
LM B-0165 (02.2), B-0203 (02.2), B-0201 (02.2),
B-0187 (02.2), B-0168 (02.2), B-0173 (02.2),
B-0190 (02.2), B-0167 (02.2), B-0192 (02.2),
B-0193 (02.2), B-0199 (02.2), B-0197 (02.2),
B-0207 (02.2), B-0189 (02.2).

M LAS CEPAS AGRUPADAS EN ESTA CATEGORIA AL IGUAL
QUE EL TRATAMIENTO TESTIGO, NO REGISTRARON
MORTALIDAD Y SON LAS SIGUIENTES:

B-0166, B-0164, B-0174, B-0200, B-C198, B-0204,
B-0169, B-0206, B-0179.

 MEDIAS CON LA MISMA LETRA NO SON SIGNIFICATIVAMENTE
| DIFERENTES - |
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PRESENTACION DE MEDIAS DE LA PRUEBA DE TUEKEY
PARA ' 60 CEPAS DE Bacillus thuringiensis
(Berliner)‘EN EL DECIMO RECUENTO DE MORTALIDAD
iIicAITI - GUATEMALA - 1, 99 3

CUADRO 31 "A".

TUKEY AL 5%

CEPAS Y (% DE MORTALIDAD ACUMULADA)

A

AB
ABC
ABC
ABC
BC
¢

D
DE
DEF
DEF
DEFG
FGHI
GHIJ
GHIJK
GHIJKL
HEIJKL
HIJKLM
IJKLM
JKLM

KLM
LM

B-0221
B-0216
B-0213
B-0208
B-0181
B-0185
B-0205
B-01956
B-0214
B-0218
B-0222
B-0182
B-0210
B-0223
B-0186
B-0184
B-0180
B-0172
B-0165
B-0187
B-0190
B-0193
B-0207

(100 ), B-0215 (97.5).

(92.3).
{84.9).
(75.0),
(70.0),
(59.8).
{64.7),
(44.9).
(32.4),
(24.0).
(22.4),
(19.6).
(17.3),
(16.1).
(12.3),
(09.3),
(07.2),
(04.6),
(02.2),
(02.2),
(02.2),
(02.2),
(02.2),

B-0217

B-0212 (67.4), B-0209 (67.4).

B-0175

(72.3).

(62.2).

EFGH B-0219 (40.0).

B-0177
B-0176
B-0211

B-0170
B-0178
B-0220
B-0202
B-0203

B-0168 .

B~0167
B-0199
B-0189

M LAS CEPAS AGRUPADAS EN

(32.4).

(22.4),

(16.9).

{11.6),
{(08.7),
(06.6),
(04.6),
(02.2),
(02.2),
(02.2),
(02.2),
(02.2).

ESTA CATEGORIA AL IGUAL
QUE EL TRATAMIENTO TESTIGO, NO REGISTRARON

B-0171

B-0183
B~-0196
B-0191
B-0188
B-0201
B-0173
B-0192
B-0197

(22.4).

(11.8).
(08,.3),
(06.86).
(04.0).
(02.2),
(02.2),
(02.2),
(02.2),

"MORTALIDAD Y SON LAS SIGUIENTES:

B-0166, B-0164, B-0174,

B-0169, B-0206, B-0179.

B-~-0200,

B-0198,

B-0204,

MEDIAS CON LA.MISMA LETRA NO SON SIGNIFICATIVAMENTE

DIFERENTES

st

i T




CUADRO 32 "A™. PROBITS -CORRESPONDIENTES A LOS.DiSTINTOS

VALORES PARA LA FUNCION SUMA, DE LA
DISTRIBUCION NORMAL FUNCION SUMA
ICAITI - GUATEMALA-1, 993

100 X | !

SUMA

| T T ] T ! 1

! i I ! I f f !

T
!

FUNCION| 0.0 [0.1 | 0.2f 0.3] 0.4| 0.5| 0.6] 0.7} 0.8] 0.9]
I

f I I (. I ! I | I

1 } 1 L] 3 1 t ] ] ]

O I e i T

™I TP W I e -

I T 1 I i 1 J ! ! 1
|1.91|2.22|2.25|2.35]|2.42[2.49(|2.54|2.50|2.63]

2.67|2.71|2.74|2.77[2.80{2.83]|2.86]2.88|2.90|2.93]"
2.95(2.97{2.99{3.01{3.02]3.04(3.06|3.07|3.09|3.10]
3.12|3.13|3.15|3.16{3.18(3.19|3.20|3.21{3.23)3.24]
3.25(3.26]3.27|3.28{3.29[3.31|3.32|3.33]3.34|3.35|
3.36]3.37|3.37|3.38|3.39]3.40]3.41]3.42]3.43]3.44|
3.45|3.45|3.46(3.473:48(3.493:49|3.50]3.51{3.52|
3.52{3.53|3.54|3.55[3.55|3.56(3:57|3.57|3.58|3.59|
3.60]3.60|3 61]3.62]3.62]3.63|3.63]3.64(3.65|3.65]
3.66|3.67]3.67|3.68{3.68|3.69]3.70|3.70|3.71]3.71]

L L] L 1 ——]

f i i i f } ! } } i
o |1 |2 |3 |4 [5 |6 |7 |8 |9 |

) fos 1 1 ] 1 1 1 ]

10
20
30
40
50
60

70
a0

] ] f i ] F—1 F—t !
3.72|3.77|3.83|3.87|3.92{3.96[4.01{4.05[4.09|4.12|

4.15;4.19;4;23|4.26;4.2914.33|4;35|4.39|4.42|4;45|
4.43|4;50|4.53|4.55|4.59|4.52|4.54|4.57|4.70|4.72;
4.75]4.77|4.80]4.82|4.85|4.87{4.90|4.93{4.95][4.98]

5.25|5.28|5.31|5.33|5.36|5.39|5.41[5.44|5.47{5.50|

§,52|5.55|5.58]5.51]5.64|5,67)5.71|5.74|5,77|6.81]
5.84|5.80(5.92{5.98|5.99{6.04|6.08]6.13(6.16]6.23|

i I | H 1] ] I Il 1

1 1 1 f } i i i f i
0.0 {0.1 {0.2 [0.3 |0.4 |0.5 |0.6 }0.7 [0.8 [0.9 |
i

] . L ] 1 (] L] L ] L

_,________._...__.....,._.,_.....___...-.._.,._...._._-.._..._..]

90
91
o2
93
94
g5
26

97
98

99

} i } t i i f t —
6.28(6.29(6.29]6.30]6.31]6.31]6.32|6.32{6.33]6.34|

6.34[6.35|6.35[6.36|6.37]6.37|6.38/6.39|6.39]6.40]
6.41]6.41[6.42{6.43{6.43|6.44(6.45|6.45|6.46]6.47|
5.48]6.48|6.49|6.50|6.51[6.51|5.52|5.S3|5.54|6.55|
6.56|6.56|6.57|6.58I6.59|5.60[6.61|5.62]6.63|5.64|
6.6516.66]6.67|6.68|6.69]|6.70]6.71|6.72|6.73|6.74}
6.75|6.76]6.77|6.79|6.80|6.81]6.83]6.84[6.85(6.87|

1

I

I

I

I

f

!

|

I

I

|

I

f

I

L

I

I

I

I

I

| 5.00{5.03]5.05|5.08|5.10{5.13]5.15|5.18|5.20|5.23{

I

|

!

]

i

!

1

I

I

I

!

!

I

i

I

| 6:88}6:90)6.91)6.936:9416:966:96]7.0017:01}7,03]
1 7-0517.08(7.1047.12{7.24{7-37{7.2647.2317.26(7.29}
| 7.33]7.37(7.41{7.4617.51|7.58|7.65{7.75|7.8818.09]
L

[ 1 I} 1 1 1 [} 1 1 . |
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CUADRO 33 "A". RECUENTO POR REPETICION DE LA MORTALIDAD DE
LARVAS DE Spodoptera frugiperda
PRODUCIDA POR LAS CEPAS

AL DECIMO

DIA DE APLICADA

(Smith)
B-0158 Y B-0221

LA TOXINA

ICAIXYTI-~-GUATEMALA-1, 99 3.

CEPA B-0158

TRATAMIENT

CEPA B-0221

0 REPETICIONES

TRATAMIENTO|  REPETICIONES |
EN ug/ml |1 | 2 3 4 EN pg/ml |1 | 2 3 4
500 o 1 1 0
750 2 1] 2
1,000 2 2 | 1 3 62.5 |1 0 0 1
1,250 3 1 2 3 125 2 1 2 2
1,500 4 3 2 4 1250 2 3 2 2
1,750 3 4 4 4 375 4 3 4 2
2.000 6 5 5 6 500 6 6 5 5
2,250 6 71 6 6 750 7 7 6 6
2,500 7 8 8| 6 1,000 7 6 8 7
2,750 7 g8 | 8 8 1,250 9 9 | 10 9
3,000 9 9 9 8 -
3,250 9 |10 | 10| 9
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CUADRO 35"A". RESUMEN DEL ANALISIS DE VARIANZA DEL
: PORCENTAJE DE MORTALIDAD PRODUCIDO POR
LA CEPA B-0158 EN LARVAS DE Spodoptera
frugiperda {Smith) Al DECIMO DIA DEL
TRATAMIENTO, PARA LA DETERMINACION DE LA DL-50

TCAITI - GUATEMALA - 1, 993
1 - FUENTE DE |GRADOS .DE|SUMA DE CUADRADO| VALOR |SIGNIFI-
VARIACION LIVERTAD |CUADRADOS| MEDIO DE F CANCTIA

TRATAMIENTOS 11 19.6721 1.7884 |109.494 0.01%*
| ERROR 36 0.5880 | 0.0163 |
| -
! TOTAL 47 20.2601

C.V.=5.49%
CUADRO 36"A". RESUMEN DEL ANALISIS DE  VARIANZA DEL

PORCERTAJE  DE MORTALIDAD PRODUCIDO POR
LA CEPA B-0221 EN LARVAS DE Spodopiera

frugiperda (Smith) ‘AL DECIMO DI A DEL

TRATAMIENTO, PARA LA DETERMINACION DE LA DL-50

ICAITI - GUATEMALA - 1,993
FUENTE DE |GRADOS DE|{SUMA  DE|CUADRADO| VALOR |SIGNIFI-
VARIACION LIVERTAD |CUADRADPOS| MEDIO DE F CANCIA -
TRATAMIENTOS 7 12,9952 | 1.8564 | 71.128| 0,01**
ERROR 24 0.6266 | 0.0261
TOTAL 31 23.6218

C.V.=7.21%




CUADRO 37"A" .

e

PRESENTACION DE MEDIAS DE LA PRUEBA DE

TUKEY PARA LOS TRATAMIENTOS DE LA CEPA

B-058, EN LA DETERMINACION DE LA DL-50

ICAITI-GUATEMALA - 1,993

TRATAMIENTO PROMEDIC DE TUKEY AL 5%

ng/ml " MORTALIDAD (%)

3,250 95.0 A

3,000 87.5 A

2,750 77.5 A

2,500 72.2 A B

2,250 62.5 A B

2,000 55.0 B

1,750 37.6 C

1,500 . 32.5 cD

1,250 22.5 D

1,000 20.0 D
750 15.0 : D
500 . 5,0 E

CUADRO 38"A",

PRESENTACION DE 'MEDIAS DE LA PRUEBA DE
TUKEY PARA LOS TRATAMIENTOS = DE LA CEPA
B-0221, EN LA DETERMINACION DE LA DL-50

ICAITI-GUATHE MALA-~- 1,993

TRATAMIENTO . PROMEDIO DE TUKEY AL 5%
pg/ml MORTALIDAD (%)
1,250 82.56 ' A
1,000 69.8 A B
750 64.9 B
500 54.9 B
375 32.1 C
250 22.4 C
125 17.3 cCD
62.5 4.6 b

o i i
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CUADRO 39"A". ANALISIS DE REGRESION LINEAL POR EL

METODO

DE

AJUSTE DE

CURVAS

bE

MINTMOS CUAPRADOS PARA LA CEPA B-0158

ICAITI-GUATEMALA- 1,993

DOSIS pg/ml % Cox by X2 XY

gr/dieta MORTALIDAD|LOG DOSIS|PROBITS
- 500,0000 5.0000 2.6990 | 3.36001 7.2846| 9.0686
750,0000 15.0000 2.8751 | 3.9600[ 8.2662] 11.3854
1,000.0000 20,0000 3.0000 | 4.1600( 9.0000{ 12.4800
1,250.0000 22,5000 3.0969 | 4.2450| 9.5908| 13.1463
1,500.0000 32.5000 3.1761 | 4.5450| 10.0876| 14.4354
1,750.0000 37.5000 3.2430 { 4,.6850] 10.5170| 15.1935
2,000.0000 55.0000 3.3010 | 5.1300| 10.8966| 16.9341
2,250,0000 62.5000 3.3522 | 5.3200| 11.2372] 17.8337
2,500,0000 72.5000 3.3979 | 5.5950| 11.6457% 19.0112
2,750.0000 77.5000 3.4393 | 5.7550| 11.8288{ 19,7932
3,000.0000 87.5000 3.4771 | 6.1550| 12.0902}| 21.4015
3,250,0000 95.0000 3.5119 | 6.6500( 12.3334| 23.3541
B 38.5695 |59.5600}124.6783|194.0371

Y = 4.9633
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CUAbRO 40"A", CALCULO DE LA DL-50 PARA LA CEPA B-0158
' ICAITI-GUATEMALA - 1,993

ECUACION DE LA RECTA: Y = ao + a1 X
ECUACIONES NORMALES: Z2Y = ap N + ay ZX

SXY = ao X + a1 ZX?
SUSTITUYENDO VALORES_EN LAS ECUACIONES NORMALES

1) 12.0000 ao + 38.5695 a1
2) 38.5695 ao + 124,6783 a3

H ot

59.566003_ * -3.2141.25
194.0371

RESOLVIENDO EL SISTEMA

-38.5695 a0 - 123.9672 a1 = ~191.4333
38.5695 a0 + 124.6783 a1 = 194.0371
0+ 0.7111 a1 = 2.6038
2.6038
alr = ————
0.7111
. | a1 = 3.6616
SUSTITUYENDO a1 en 1)
12 ae + 38.5695 (3.6616) = 59.5600
59.5600-38.5695 (3.6616)
ag = I

ap = -6.8065 12
12 '

SUSTITUYENDO LOS VALORES DE "Vao "'y " a» " EN LA ECUACION
DE LA RECTA

Y = -6.8055 + 3.6616X

CALCULANDO LA DOSIS LETAL MEDIA. ( DLso )
Como el valor probit (Y) correspondiente al 50% de
mortalidad es 5.0, se sustituye "Y" por este valor
_ : 5.0 = -6.8055 + 3.6616X
DESPEJANDO "X" ' :
5.0 + 6,8055
X = ’ X = 3.224136989
3.6616 -

> antilog.

POR LO TANTO LA DLse PARA LA CEPA B-0158 ES DE:

1,675.47 pg/ml/gr DE DIETA

i T TRy Ry TER TETC DT




CUADRO 41"A". DATOS PARA EL CALCULO DEL VALOR TIPICO
DE LA ESTIMA (SY.X) PARA LA CEPA B-0158,
DE ACUERD" A LA ECUACION OBTENIDA POR
REGRESION LINEAL Y ='6.8055 + -3.6616
ICAITI-GUATEMALA- 1,993.

X Y Yest. Y-Yesnt.

2.6990 3.3600 3.0770 0.2830]
2.8751 3.9600 3.7220 0.2380
3.0000 4.1600 | 4.1790 ~0.0190
3.0969 4.2450 4.5340 | -0.2890
3.1761 4.5450 4.8240 -0.2790
3.2430 4.6850 5.0690 -0.3840
3.3010 5.1300 5.2810 |} -~0.1510
13.3b622 5.3200 5.4690 -0.1490
3.3979 5,5950 5.6360 -0.0410
3.4393 5.7550 | 5.7880 -0.0330
3.4771 6.1550 5.9260 0.2290
3.5119 6.6500 6.0540 0.5960

79
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CUADRO 42%"A". CALCULO DEL VALOR TIPICO DE LA ESTIMA (SY.X),
' DE LOS COEFICIENTES DE CORRELACION (r) Y

- DETERMINACION (r?) PARA LA CEPA B-0158

- ITCAITI - GUATEMALA - 1,99 3

- 0 |
S2 Y.X =% Z (Y - Yest. )2
: i=1 .

N

S2 Y.X = (0.2830)2 * (0.2380)2 + .. + (0.2290)2 + (0,5960)2

12

S2. ¥Y.X = + 0,07511175 > S Y.X =% 4 82 V.X

5 Y.X = % 0.2741

CALCULANDO EL COEFICIENTE DE CORRELACION (r)

VARIACION EXPLICADA

VARTIACION TOTAL
..N

VARIACION EXPLICADA = = ( Yest. - Y )2
o ‘ : . 1=1

VARIACION EXP. = (3.0770 - 4.9633)% +...+ (6.0540 — 4.9633)

VARIACION EXPLICADA = 9.5347

(Y -7 )2
1

nopg

VARIACION TOTAL =

i

VARIACION TOTAL = (3.360 - 4.9633)2. +..+ (6.6500 ~ 4,9633)2

|VARIACION TOTAL = 10.4368

9.5347

r o= _ | > |r = 0.9558
10.4368 '

(r)2 = COEFICIENTE DE DETERMINACION

(r)? = 0,9135
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CUADRO 43"A". ANALISIS DE REGRESION LINEAL POR EL METODO DE

AJUSTE DE C/RVAS DE MINIMOS CUADRADOS PARA LA

CEPA B-02%1. ICAITI - GUATEMALA - 1,993
DOSIS upg/ml % X Y X2 XY
gr/dieta MORTALIDAD|LOG DOSIS|PROBITS '
62.5000 5.0000 1.7959 3,3600 3.2252 6.0342
125,0000 17.0000 2.0969 § 4.,0500 4.3970 8.4924
- 250.0000 22.5000 2.3979 4,.2450 5.7500] 10.1791
375.0000 32.5000 2.5740 4.5450| 6.6255] 11.6988
500.0000 55.0000 2.6990 5.1300 7.2846| 13.8459
750.,0000 65.0000" 2.8751 5.3900| 8.2662| 15.4968
1,000.0000 70.0000 3.0000 5.5200 9.0000| 16.5600
1,250.0000 92.5000 3.0970 | 6.4400 9.5914| 19,9449
= 20.53568 |38.6800| 54.1399[102.2500

Y = 4,8350
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CUADRO 44"A". CALCULO DE LA DL-50 PARA LA CEPA B-0221

ICAITI-GUATEMALA- 1,993
ECUACION DE LA RECTA: Y = a0 + a1 X
ECUACIONES NORMALES: XY = ao N + a1 X
. | IXY =

a0 X + ai =X2

ECUACIONES NORMALES

0j_ * -2.566975
0 -

SUSTITUYENDO VALORES EN LAS

1) 8.0000 ao +
2) 20.5358 ao +

20.5368 a1
54,1399 a3

38.680
102.250

RESOLVIENDO EL SISTEMA
52.7149

~20.5358 ao - a1 = - 99,2900
1 20.5358 a0 + 54.1399 a1 = 102.2500
0 + 1.4250 a3 = 2.9600
_ 2.9600
a1 = —————
1.4250148
o L a1l = 2.07717
SUSTITUYENDO a1 en 1) :
8 a0 + 20.5358(2.07717) = 38,6800

38.6800-20.5358 (2.07717)

ao ao

8

n

a0 . i

¥

SUSTITUYENDO LOS VALORES DE-“ a1 " EN LA
ECUACION DE LA RECTA '

=

Y

-04970 + 2,07717X

CALCULANDO LA DOSiS LETAL MEDIA. ( DLSD‘)
Como el valor probit (Y) correspondiente al 50% de
mortalidad es de 5.0, se sustituye "Y" por este valor.

_ 5 = - 0.4970 + 2.07717X
DESPEJANDO "X"
- 5 + 0.4970 o
X = _ , X = 2,646389 > antilog.
2.07717. -

POR LO TANTO LA DLso B-0221 ES DE:

442.98 pg/ml/gr DE DIETA




'CUADRO 45"A". DATOS PARA EL CALCULO DEL VALOR TIPICO -

DE LA ESTIMA (SY.X) PARA LA CEPA B-0221,
PE ACUERDO A LA ECUACION OBTENIDA . POR
REGRESION LINEAL Y = -0.4970 + 2.07717
ICAITI-GUATEMALA - 1,993.

X Y | Yest. |Y-Year.

1.7959 3.3600 | 3.2334 0.1266
2.0969 4.0500 3.8586 0.1914
2.3979 | 4.2450 4.4838 | -0.2388
2.5740 | 4.5450 4.8496 -0.3046
2.6990 5.1300 5.1093 0.0207
12.8751 5.3900 5.4751 -0.0851
3.0000 5.5200 5.7345 | -0.2145
3.0970 6.4400 5.9360 0.5040
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CUADRO 46"A". CALCULO DEL VALOR TIPICO DE LA ESTIMA (SY.X),
_ DE LOS COEFICIENTES DE CORRELACION (r) Y
DETERMINACION (r2) . PARA LA CEPA B-0221

ICAITI - GUATEMALA - 1,99 3

N
Sz Y!X = i E ( Y - Yest- )z
: . i=1

N

$2 Y.X = (0.1266)2 + (0,1914)2 +..+ (-0.2145)2 + (0,5040)2

8

82 Y.X = % 0,06374

S Y.X = ¢ 4 82 v.X

S Y.X = % 0.2525

CALCULANDO EL COEFICIENTE DE CORRELACION (r)

VARIACION EXPLICADA

VARIACION TOTAL
VARIACION EXPLICADA = % ( Yest. - Y )2
. o i=1 ’

VARTACION EXP. = (3.,2334 - 4.8350)% +...+ (5.9360 - 4,8350)

VARIACION EXPLICADA = 6.1483

: - _
VARIACION TOTAL = Z { ¥ ~ Y )2

VARIACION TOTAL = (3.3600 - 4.8350)2+..+(6.4400 - 4.8350)%

VARTACION TOTAL = 6.6642

6.1483
r = _— : r

0.9605

6.6642

(r)2 = COEFICIENTE DE DETERMINACION

(r)2 = 0.9226
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