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RESUMEN

El brécoli es una hortaliza con mayor importancia econdmica a nivel mundial y en el estado de Guanajuato una de las
probleméticas de produccion es la palomilla dorso de diamante Plutella xylostella. Actualmente existen formulaciones
comerciales de nucleopoliedrovirus y de Bacillus thuringiensis con efectos de control en otras plagas, sin embargo poco se ha
reportado en P. xylostella. Por ello, el objetivo del estudio fue evaluar formulaciones de PxNPV y B. thuringiensis para su
aplicacion en cultivo de brécoli y determinar su efecto en larvas de P. xylostella. Se realizé la aplicacion de formulaciones
liquidas de PxNPV y de B. thuringiensis en Irapuato y Dolores Hidalgo, Guanajuato; la primer aplicacion de PXNPV (3.5
OBs/ha) y B. thuringiensis LBIT-287 (31, 818 mg/ha) fue en cultivo de variedad Avenger y se observd mortalidad de 47.37%
en larvas de P. xylostella; la segunda aplicacion de PxNPV se realiz6 en repollo cultivar Escazi y se observé mortalidad de
92.31% con 5x10? OBs/ha; por Gltimo, una aplicacion de PXNPV (2.04x10% OBs/ha) y B. thuringiensis cepa LBIT-229 (666.66
g/ha) para cultivo de brécoli variedad Centennial, arrojé 80% de mortalidad en el caso de PxNPV solo, a diferencia de 50%
obtenido en combinacién con B. thuringiensis.

Palabras clave: Baculovirus, Bacillus thuringiensis, Plutella xylostella, brdcoli.

ABSTRACT

Broccoli is the most economic important crucifer worldwide, in Guanajuato State main production problem is diamondback
moth Plutella xylostella. Nowadays market includes nucleopolyhedroviruses and Bacillus thuringiensis based commercial
formulations with reported efficiency against insect pests however, few data available regarding P. xylostella. Within this
background, the objective of this study was the application of different formulations of PXNPV-LBIV-11 and B. thuringiensis
in broccoli fields to determine its effect altogether against P. xylostella larvae. Different field locations were selected for PXNPV
and B. thuringiensis application formula in Irapuato and Dolores Hidalgo municipalities; first application was PXNPV (3.5 x
10'2 OBs/ha) and B. thuringiensis LBIT-287 (31,818 mg/ha) on Avenger broccoli and 47.37% mortality was observed; second
application was performed in Escaz(i cabbage, PXNPV (5 x 10%2 OBs/ha) mortality in P. xylostella larvae was registered in
92.31%; third application of a mixture of PXNPV (2.04 x 10** OBs/ha) and B. thuringiensis LBIT-229 (666.66 g/ha) was on
Centennial broccoli and 80% mortality was observed with PxXNPV alone, in contrast only the 50% of mortality was registered
when B. thuringiensis was sprayed in combination with the baculovirus treatment.

Keywords: Baculovirus, Bacillus thuringiensis, Plutella xylostella, broccoli.
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INTRODUCCION

El brécoli es una de las hortalizas con mayor importancia econémica a nivel mundial, es una planta de cultivo anual
cuya inflorescencia de color verde, llamada florete, representa su principal caracter comercial; los diez principales
paises exportadores de brécoli registraron una produccion, en conjunto, de 1 millén 145 mil 263 toneladas y México
ocupa el segundo lugar en exportacion con 245, 023 ton; en el contexto nacional, se reportd una produccion total
anual de 631, 511 toneladas de brdcoli durante 2019, con valor comercial de 3, 821 billones de pesos; de las cuales,
Guanajuato concentré la mayor superficie sembrada con 11, 651 ha y una produccion de 147, 601 toneladas, que
representan el 23.37% del total producido en el pais en este afio (Soria et al., 2016; Vivanco-Estrada et al., 2017;
SIAP, 2019). Sin embargo, uno de los principales problemas en los sistemas agricolas de produccién de brécoli es
la presencia de insectos considerados como plaga, que afectan la estructura de las plantas por el dafio foliar que
provocan sus larvas al alimentarse de ellas, tal es el caso de la palomilla dorso de diamante Plutella xylostella, que
ocasiona mayores dafios y pérdidas econdmicas en cultivos de cruciferas, en especifico: brocoli, esto agravado con
la caracteristica de ser uno de los primeros insectos en desarrollar resistencia a los insecticidas quimicos de primera
eleccidn hasta los de ultima generacion como las diamidas, e incluso a las alternativas de uso con agentes de control
bioldgico; lo cual, resulta en costos elevados de hasta 4-5 billones de dolares al afio en todo el mundo (Zalucki et
al., 2012; Philips et al., 2014; Webb et al., 2016). Existen en la actualidad diferentes tipos de control que se han
implementado para disminuir las poblaciones de P. xylostella, dentro de los més utilizados se encuentran el control
cultural, control quimico y el control biolégico; dentro del control cultural, el mas utilizado es la irrigacién por
aspersores y el cultivo de otras especies de cruciferas para que P. xylostella tenga otras opciones para su oviposicion
o fuente de alimento; el control quimico con insecticidas, desde los organofosforados, carbamatos y piretroides,
hasta los neonicotinoides, lactonas macrociclicas y diamidas (Gong et al., 2014; Imran, 2018), es el mas comun de
los métodos contra este lepidoptero, pero no ha mostrado eficacia en el control de sus poblaciones, ademas, los
quimicos son considerados como una fuente de contaminacion al acumularse en suelo y agua, sin mencionar el
efecto negativo en las poblaciones de insectos benéficos o enemigos naturales de este lepidoptero (Guo et al., 2013;
Agboyi et al., 2016; Bopape et al., 2017). Por lo anterior, dentro del marco de control biol6gico, aun es factible el
desarrollo de formulaciones bioinsecticidas, ya que sigue siendo una necesidad prioritaria para la disminucion de
diversas poblaciones de insectos plaga presentes en cultivos de cruciferas en el mundo y aunado al hecho de que,
en México la produccion de brdcoli representa una de las mayores fuentes de ingresos y derrama econémica en el
rubro agricola y uno de los principales estados productores es Guanajuato, ya que un alto porcentaje del brocoli que
se cultiva en esta region esta destinado para exportacion, esto demanda estandares de calidad e inocuidad que
involucran métodos de proteccion contra plagas, principalmente P. xylostella; sin embargo la aplicacion
indiscriminada de insecticidas quimicos supone riesgos a la salud y el desarrollo de resistencia por parte de este
insecto, por lo que se hace necesario buscar alternativas a los métodos convencionales como el control bioldgico
con agentes que presenten actividad toxica hacia este lepiddptero y asi obtener resultados favorables en los sistemas
de produccidn agricola; por esta razon, es relevante la produccién de cepas de baculovirus y Bacillus thuringiensis
como potenciales bioinsecticidas para el disefio de formulaciones adecuadas y su aplicacién para el control de
poblaciones de P. xylostella en cultivos de brdcoli.

MATERIALES Y METODOS
Localizacion del experimento

La etapa experimental del presente estudio se llevard a cabo en condiciones de laboratorio y en condiciones de
campo, para la primera fase se realizaran actividades propias en el Laboratorio de Biotecnologia Alimentaria y
Vegetal de la Universidad de Guanajuato, Division Ciencias de la Vida (DICIVA) campus Irapuato-Salamanca,
localizada en Ex-Hacienda EI Copal, carretera Irapuato-Silao Km 7 en el municipio de Irapuato, Guanajuato,
ubicado geogréficamente en 20°44'23.1"N 101°20'09.8"0., para la segunda fase se realizaran actividades en campos
agricolas de cultivos de brocoli en los municipios de Irapuato y Dolores Hidalgo, Guanajuato.

Establecimiento de una colonia de Plutella xylostella en condiciones de insectario
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Se recolectaron ejemplares de larvas y pupas directamente de campo en cultivos de brocoli en la region de EI Copal,
Municipio de Irapuato, Gto. Las larvas colectadas fueron destinadas como pie de cria en cuarentena y dispuestas en
contenedores de plastico con tapa adaptada con tela organza para ventilacion y se alimentaron con hojas de brécoli
recién cortadas, lavadas y secas; las pupas colectadas fueron dispuestas en cajas de Petri y se mantuvieron en jaulas
entomoldgicas también en fase de cuarentena hasta que emergieron adultos, que fueron alimentados con una
solucion de miel de maple al 20% durante los dias de la semana y al 10% los dias viernes, sdbado y domingo; a
partir de la emergencia de los primeros adultos, se les colocaron hojas de brécoli frescas, limpias y secas dispuestas
en contenedores pequefios de plastico y sujetadas con un algodon, esto con el objetivo de proporcionar superficies
adecuadas para la oviposicion, las hojas con huevecillos se retiraron de la jaula todos los dias y se distribuyeron en
contenedores plasticos con tapa; posterior a 24 h, se observo eclosién de larvas, a las cuales se les ofrecieron hojas
de brécoli como fuente de alimento. Las larvas de segunda generacién se mantuvieron durante 5 dias hasta que
alcanzaron su desarrollo en pupas, y estas fueron colectadas de cada contenedor, dispuestas en cajas de Petri y se
comenzaron a distribuir en jaulas entomolégicas para establecer el pie de cria definitivo de adultos, a los que, bajo
el proceso anteriormente mencionado, se les mantuvo en condiciones de insectario; las hojas de brocoli con
huevecillos se distribuyeron en contenedores de plastico con tapa y se les dio manejo de alimentacion, limpieza y
seleccién de pupas como reemplazo de los adultos en jaula.

Amplificacién masiva de baculovirus PXNPV in vivo utilizando larvas de Trichoplusia ni y produccién de
complejo espora-cristal de B. thuringiensis, para su aplicacién en campo

La amplificaciéon de baculovirus se realizé por infeccion directa de larvas de P. xylostella en contenedores de
plastico con dieta artificial, se inocularon 500 uL de solucién que contenia cuerpos de oclusién OBs en una
concentracion de 1x10° OBs /mL, se distribuy6 en toda la superficie con un asa de Drigalski previamente
esterilizada por calor con mechero de Bunsen y se dej6 secar a temperatura ambiente, posterior a esto, se agregaron
150 larvas de 2° instar de P. xylostella que se hayan mantenido sin alimento previo a 24 h, los contenedores se
cubrieron con sus respectivas tapas (adaptadas con malla de tela organza para ventilacion) y se incubaron por 5 dias
a temperatura ambiente; diariamente se hizo el monitoreo y revision de cada contenedor colectando las larvas
muertas que fueron maceradas con agua destilada estéril (2mL/larva) en un mortero de porcelana, la solucion
homogenizada se filtr6 con un tamiz de tela organza para desechar los fragmentos de tejido de larvas, el filtrado
obtenido se sometid a centrifugacion de 13000rpm durante 15 minutos a 4° C; el sedimento obtenido se resuspendio
en 12mL de agua destilada estéril para lavarse y centrifugarse de nuevo con las condiciones mencionadas, una vez
obtenidos los filtrados lavados, se almacenaron a 4° C. Para la determinacion de la concentracion, se realizé una
dilucion 1:10 para su observacion en camara de Neubauer con microscopio Optico a 40x, se realiz6 conteo de
cuerpos de oclusién OBs en cinco cuadros de la cdmara, centro e izquierdo y derecho superiores e inferiores, el total
de OBs se multiplicé por una constante 2.5x10° y por el factor de dilucién para la obtencién del nimero de OBs/mL;
para la obtencién de complejo espora-cristal de tres cepas de B. thuringiensis (LBIT-127, LBIT-287 y LBIT-290),
se inicio con cultivos en cajas de Petri con agar métodos estandar, se incubaron a 28° C por 24hr y almacenados
posteriormente a 4° C. Se prepararon, para cada cepa, 50mL de medio LB (Luria-Bertani) contenido en matraces
para ser inoculados y sometidos a incubacion orbital a 28° C durante 72-96 hrs, los contenidos de cada matraz fueron
monitoreados por observacion de una muestra al microscopio 100x para confirmar lisis celular y la presencia de
cristales, los contenidos fueron transferidos a tubos de policarbonato y sometidos a centrifugacion de 13000rpm, 10
minutos a 4° C. Una vez obtenidos los sedimentos de cada tubo, fueron adicionados con 10mL de agua destilada
estéril, homogenizados en vortex y centrifugados con las mismas condiciones, el sobrenadante se desechd para
repetir la adicion de agua destilada estéril y repetir los lavados hasta que el sobrenadante se observo claro; al término
de los lavados, los tubos se taparon con papel Parafilm®, se congelaron a -20° C y se liofilizaron a -40° C y 120
mT, los liofilizados obtenidos fueron almacenados a 4° C hasta su uso.

Establecer la CL50 de la mezcla del baculovirus PXNPV vy las cepas LBIT 127, LBIT 287 y LBIT 290 de
Bacillus thuringiensis

Se implementaron bioensayos para la determinacion de CLso de baculovirus PXNPV y B. thuringiensis con stocks
de cuerpos de oclusion OBs previamente cuantificados y liofilizado del complejo espora-cristal. Se utilizaron cajas
de Petri con dieta artificial y en cada una se inocularon 200uL de cada agente entomopatdgeno, para ambos agentes
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se manejaron una diluciones seriadas con factor de 0.5. Las dosis de concentracion fueron distribuidas con un asa
de Drigalski estéril por calor con mechero de Bunsen hasta formar una capa uniforme en la superficie de la dieta
artificial, se agregaron 20 larvas de P. xylostella de 2° instar y se colocaron, con la tapa, tela de organza y un
fragmento de papel para regulacion de humedad y se sujetaron por presion con bandas elasticas, también se
consideraron cajas Petri con 200 uL de agua destilada estéril en capa de dieta artificial como control negativo; las
cajas fueron cubiertas con malla de tela organza y un fragmento de papel para regular humedad, fueron aseguradas
por presién con bandas elasticas y después se colocaron todas las cajas en un contenedor de plastico adaptado como
camara de incubacion con tapa y malla de tela organza, se dejaron ahi por 5 dias y se hizo conteo de larvas muertas
a partir del 3er dia pos-inoculacion.

Disefar formulaciones diferentes del PxNPV y de complejo espora-cristal de B. thuringiensis, polvos
humectables y liquidas

Se disefiaron dos tipos diferentes de formulaciones, cada una con ingredientes diversos que contemplaron todos los
requisitos y compuestos que debe de tener una mezcla efectiva y éptima para su aplicacion a nivel de campo en
cultivos de brocoli para el control de poblaciones de P. xylostella; de acuerdo a lo reportado por Tamez-Guerra et
al. (2006). La formulacion en presentacion de polvos humectables se disefié con agua destilada estéril 300mL,
caolin 500g, talco 50g, acido naftalen sulfonico 50g, sacarosa 50g y hojas de kale 50g como fagoestimulantes,
calcoflior 0.2g y 7 diferentes concentraciones de solucién de extracto crudo de baculovirus PXNPV. Para su
preparacion, primero se obtuvo la solucién de baculovirus PXNPV macerando 150 larvas infectadas en agua
destilada estéril, se filtrd la solucién con un tamiz de tela organza para retirar restos o fragmentos de los insectos,
se adiciono el caolin, los fagoestimulantes (deshidratados previamente) y el Tinopal CBS-X, se homogeniz6 a mano
hasta obtener una consistencia semisélida, se colocé en una bandeja de aluminio forrada con papel encerado y se
dispers6 en una capa fina, se dejo secar por completo a temperatura ambiente y se realizé su trituracion con un
molino, una vez obtenido el polvo, este se almacend en frascos opacos de plastico con tapa; para la determinacion
de concentracién se tom6 una muestra de 10mg de polvo para diluir en 90uL de agua destilada, se homogenizé en
vortex y se prepar6 una dilucion 1:100 de la cual se tomaron 10ul para su observacion en camara de Neubauer con
microscopio 6ptico 40x para el conteo de los OBs de PxNPV existentes. La formulacion de presentacion liquida en
suspension se realizé con glicerina 250mL, agua destilada 150mL, hojas de kale 259 y sacarosa 25¢g, Tinopal CBS-
X 0.2¢/100mL y como ingrediente activo el concentrado crudo de baculovirus PXNPV. Su preparacién consistio en
adicionar todos los ingredientes de la siguiente manera: el extracto crudo de PXNPV se adiciond en 150mL de agua
destilada estéril, por otro lado el fagoestimulante kale (25¢g) se deshidrat6 previamente en mufla a 50° C por 24 hy
se trituro, se agregd la sacarosa (25g) y Tinopal CBS-X (1g total); finalmente a esta mezcla se adicion6 la glicerina
en proporcién 1:1 para un volumen total de 500mL y se homogeniz6 todo el compuesto por agitacion para su
posterior almacenamiento en frascos de plastico opaco con tapa a temperatura ambiente; para la determinacion de
la concentracion de la suspension, se realiz6 una dilucion 1:10 y se tomaron 20ul para su observacion en camara de
Neubauer con microscopio optico 40x para el conteo de los OBs de PXNPV existentes (Batista-Filho et al., 2001;
Tamez-Guerra et al., 2006).

Aplicaciones en condiciones de campo

Se realiz6, por separado, la aplicacion de formulaciones liquidas de baculovirus PxNPV y de Bacillus
thuringiensis, cepa LBIT-287; en un cultivo de bréocoli variedad Avenger, ubicado en la localidad Providencia de
Pérez, en el municipio de Irapuato, estado de Guanajuato, México; la cual se encuentra en las coordenadas
20°36'58.3"N 101°26'25.0"W a mediana altura de 1721 m sobre el nivel del mar y cuenta con clima templado
sub-himedo. El cultivo tuvo una densidad de siembra de 60, 000 plantas/ha, disefio en tresbolillo y cont6 con una
superficie total de 9557 m? (Fig. 1) previo a la aplicacion de la formulacion de baculovirus PxNPV, se realizd un
conteo de larvas de P. xylostella presentes, para ello se eligieron 15 plantas al azar para cada entomopatogeno;
posterior al conteo previo, la aplicacion de las formulaciones fue realizada con una bomba aspersora a gasolina
marca Swissmex modelo Forza 25 (Fig. 2), calibrada previamente; la concentracion de baculovirus PXNPV
asperjada fue de 9.06x10%° OBs totales en 2000mL de formulacion liquida suspension, suficientes para cubrir 255
m?, area representada por 5 camas y en el caso de la cepa LBIT-287 de Bacillus thuringiensis la concentracion
asperjada fue de 105 mg totales en 656.25 mL de formulacién liquida suspension para cubrir un area de 33m?2.

Carrasco-Baeza, et al./Vol. 8 (2023) 158-169 161



Investigacion y Desarrollo en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

Figura 1. Cultivo de brc’)cli (B. oleracea va italica) cultivar Avenger F1, superficie total de 9557m?.

También se llevo a cabo una segunda aplicacion de baculovirus PXNPV, en un cultivo de repollo (Brassica
oleracea var. capitata) cultivar Escaz(, en la localidad San Francisco de la Charca, ejido “El Nido”, en el
municipio de lrapuato, estado de Guanajuato, ubicado en las coordenadas 20°40'23.7"N 101°23'15.8"W a una
altura de 1720 m sobre el nivel del mar, con clima templado sub-hiimedo. El cultivo cont6 con una superficie
total aproximada de 1,032 m2, disefio tresbolillo y para esta segunda aplicacién de baculovirus PXNPV se
implementd una distribucion de bloques completamente al azar con 5 tratamientos y un grupo testigo, todos con
un area de 100 m? delimitados con cuerda (Fig. 2) y distribuidos de la siguiente manera: tratamiento 1 de 1x10%
OBs (a razon de 1x10* OBs/ha), tratamiento 2 de 3x10° OBs (a razon de 3x10'? OBs/ha), tratamiento 3
(control), tratamiento 4 de 5x10%° OBs (a razén de 5x10'> OBs/ha), tratamiento 5 de 8x10° OBs (a razon de
8x10*2 OBs/ha) y por Ultimo, tratamiento 6 de 1x10! OBs (a razén de 1x10*® OBs/ha). Previo a las aplicaciones
se realiz6 el conteo correspondiente de larvas de P. xylostella presentes en el cultivo (Fig. 3) y la evaluacion de
dafio foliar del mismo, la aplicacion se realiz6 con una bomba automatica con motor de gasolina, previamente
calibrada y equipada con un marco de aspersion con boquillas de cono.

I \ - N
Figura 2. Distribucion de disefio bloques completamente al azar en cultivo de repollo (Brassica oleracea var. capitata),
para la aplicacion de formulaciones liquidas de baculovirus PXNPV.

Figura 3. Conteo pre-aplicacion, presencia de larvas de 4° Instar de P. xylostella (flechas).
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Se realizd una 3% aplicacion a nivel de campo en cultivo de brocoli (Brassica oleracea var. italica) cultivar
Centennial, en la localidad Santa Rita, rancho “Los Cuates”, en el municipio de Dolores Hidalgo, Guanajuato,
ubicado en las coordenadas 21°22'16.7"N 100°88'08.8"W a una altura de 1982m sobre el nivel del mar, con clima
templado sub-himedo. El cultivo contd con una superficie total aproximada de 80, 000 m?, disefio sencillo en linea
y para esta tercera aplicacion de baculovirus PXNPV y Bt se utilizé una concentracion de 3.06x10*° OBs y 981.81mg
respectivamente con lo que se cubrié una superficie total de 600 m? representados por 6 camas, cada tratamiento
estuvo conformado por 3 repeticiones (3 camas); ambas concentraciones fueron asperjadas por separado con una
mochila aspersora manual marca Swissmex de 25It calibrada con anterioridad y equipada con una boquilla de cono;
previo a la aplicacién, se realizé un conteo de larvas de P. xylostella presentes en 10 plantas al azar por cada cama
y que mostraran signos evidentes de dafio foliar (Fig. 4); como testigo positivo se implement6 la aplicacién de un
insecticida quimico diamida Belt® a razon de 0.05L/ha, ademas de un testigo negativo conformado solo por agua
y coadyuvantes de formulacién liquida.

Figura 4. Presencia de larvas de P. xylostella de 2° a 3er Instar (izquierda, flechas) y dafio foliar (derecha) en cultivo de brécoli
variedad Centennial.

Analisis estadisticos

Para los datos obtenidos en los bioensayos de laboratorio, se utiliz6 el analisis Probit del programa estadistico SPSS,
para la determinacién de dosis respuesta, analizando la correlacidn entre la intensidad del estimulo (dosis) y la
cantidad de organismos que responden; la cantidad de respuestas podrd ser expresada como una probabilidad
binomial por sujeto, y la correlacion lineal se estimd entre las desviaciones de la distribucion de los datos
observados, representada como una dosis efectiva media 0 DLsg, ya que produce el 50% de la mortalidad en los
organismos de estudio (Throne et al., 1995). Con los datos obtenidos del muestreo pos-tratamiento en campo de
posteriores aplicaciones, se realizé el célculo del porcentaje de control de larvas de P. xylostella utilizando la
férmula de correccion de Abbott por transformacion angular del arco seno y posteriormente se realizara un analisis
de varianza (ANDEVA) con disefio multifactorial, donde el Factor A seran los dias pos-aplicacion y el Factor B
sera la concentracion utilizada, ademas de una prueba de Tukey al 95% de confianza, con el programa Statgraphics
Centurion XVII, con lo que se determin6 el mejor tratamiento de control.

RESULTADOS Y DISCUSION

Amplificacién masiva de baculovirus PxNPV in vivo utilizando larvas de Trichoplusia ni y produccién de
complejo espora-cristal de B. thuringiensis, para su aplicacion en campo

Con la amplificacion del baculovirus PXNPV en larvas de 3er Instar de Trichoplusia ni (Fig. 5), se obtuvo un total
de 50mL de extracto crudo de PxNPV a una concentracion de 8.21 x 10 OBs/mL, suficientes para la elaboracion
de 4 formulaciones liquidas en suspensién. En la produccion de complejo espora-cristal de B. thuringiensis, se
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obtuvieron en promedio hasta 6g de liofilizado por cada cepa (LBIT-127, LBIT-287, LBIT-290 y HD-1) cantidad
suficiente para el disefio y elaboracion de bioensayos para determinacion de CLso y la aplicacion en condiciones de
campo.

Figura 5. Obtencién de extracto crudo del baculovirus PxNPV, amplificado in vivo en larvas de Trichoplusia ni de 3er Instar.
a) Plaqueo de concentracién PxNPV en dieta artificial, b) Adicion de larvas T. ni y ¢) Concentrado macerado de larvas muertas
por PXNPV.

Disefiar formulaciones diferentes del PXxNPV y de complejo espora-cristal de B. thuringiensis, polvos
humectables y liquidas

Del total de OB’s (8.21x10%* en 50mL de extracto crudo) obtenidos en la amplificacion de PxNPV, se obtuvo la
elaboracion de 4 formulaciones en concentracion 2.4x108, 4.8x10%, 9.9x10% y 2x10° OBs/mL, en presentacion
liquida suspension de 500mL cada una (Fig. 6), para su posterior aplicaciéon en campo.

Figura 6. Formulaciones en presentacion liquida suspension del baculovirus PXNPV para su aplicacion en campo en cultivos
de bracoli.

Se disefid la formulacion en presentacion de polvo humectable (Fig. 7) a razén de 1.724x10™ OBs en 153.55g de
producto, los cuales seran suficientes para la aplicacion en 575m?, y para B. thuringiensis se obtuvo al momento
6000mg totales de complejo espora-cristal liofilizado, que conformaron también una formulacion polvo
humectable, para su posterior aplicacién en campo contra larvas de P. xylostella, con el objetivo de evaluar la
interaccién de ambos entomopatdgenos en conjunto.
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Figura 7. Formulaciones en presentacion polvo humectable del baculovirus PXNPV vy liofilizados de B. thuringiensis LBIT-
229 para su aplicacién en campo en cultivos de brécoli.

Establecer la CL50 de la mezcla de baculovirus PXNPV vy las cepas LBIT 127, 287 y 290 de B. thuringiensis
mediante bioensayos.

Se realizaron bioensayos en placa de superficie, para las cepas de B. thuringiensis seleccionadas y poder determinar
la DLso por cuantificacion de mortalidad de larvas de P. xylostella (Fig. 8) y analisis PROBIT (Cuadro 1) de 6
diferentes dosis a una dilucién 0.5, seriadas de la siguiente manera: 500, 250, 125, 62.5, 31.25 y 15.5 ng/cm?
respectivamente para cada cepa; en el experimento se utilizaron dos testigos, uno positivo con la cepa HD-1 y uno
negativo que solamente contenia Tween 80 al 0.02% y Tinopal 0.2% (0.2g/mL).

Figura 8. Signos caracteristicos y mortalidad de larvas de P. xylostella infectadas por B. thuringiensis, bioensayos.

Los resultados de los bioensayos mostraron que, las 4 cepas evaluadas presentaron una variacion de mortalidad de
60 a 65 %, siendo las cepas LBIT-290 y LBIT-229 las de mayor efectividad en larvas de 2° Instar de P. xylostella
con una CLsp de 179.9 y 173.89 ng/cm? respectivamente; por otro lado, las cepas LBIT-127, con una CLso estimada
de 242.64 ng/cm? y LBIT-287 con 251.73 ng/cm? fueron menos efectivas, en contraste con el testigo positivo, la
cepa HD-1 que presentd hasta 90% de mortalidad con una CLso de 147.22 ng/cm?.

Cuadro 1. Parametros estadisticos de bioensayos con cepas de B. thuringiensis para determinacion de CLs en larvas de 2°
Instar de Plutella xylostella.

CEPA IE  Mort% CLso X? L.F. (95%) Pendiente
(ng/cm?) (£SE)
Bajo Alto

LBIT-127 20 60 242.64 515 170.17  346.753 2.78 +0.76
LBIT-287 20 60 251.73 3.78 183.266 346.298 3.41 +0.90
LBIT-290 20 65 179.90 2.61 128.341 252.405 2.69 +0.26
LBIT-229 20 65 173.89 2.51 129.207 234.293 3.71 +0.85
HD-1 20 90 147.22 3.16 105.672 205.129 2.89 £0.29
Testigo Tween 80 20 5 -- --
0.02%+Tinopal

0.2%
Individuos evaluados (IE), Mortalidad (Mort), Concentracién letal media (CL50), limites fiduciales (L.F.). Diferentes literales
en columna Cepa, indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05) utilizando la prueba de Tukey.

Evaluar a nivel de campo las diferentes formulaciones del PXNPV y B. thuringiensis en cultivos de brécoli y
seleccionar la mas efectiva.

Se realizaron aplicaciones preliminares del baculovirus PXNPV y de una cepa de B. thuringiensis en condiciones
de campo en dos diferentes localidades del municipio de Irapuato, Guanajuato; la primer aplicacion de baculovirus
y B. thuringiensis fue en cultivo de brécoli (Brassica oleracea var. italica) cultivar Avenger y la segunda aplicacion
de baculovirus se realizd en cultivo de repollo (Brassica oleracea var. capitata) cultivar Escazu; ademas de una
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tercera aplicacion de PXNPV y B. thuringiensis en cultivo de brocoli (Brassica oleracea var. italica) cultivar
Centennial.

60%
50% 47.37%
40%
30.53%
30%
21.06%
20%
0.53%
10% =
0% 0% 0.00% 0.00%
0%
Conteo pre- Mortalidad 5 Mortalidad Mortalidad
aplicacion dias pos- 10 dias pos- 15 dias pos-
aplicacién aplicacién aplicacién

= Tratamiento PxNPV 9.06x10Ex10 OBs Testigo

Figura 9. Porcentajes de mortalidad en larvas de P. xylostella, obtenidos con formulacién liquida de baculovirus PXNPV,
9.06x10%° OBs para 255m? de cultivo de brdcoli, localidad Providencia de Pérez, Irapuato, Guanajuato.

Cuadro 2. Analisis de varianza (ANOVA) de porcentajes de mortalidad en larvas de Plutella xylostella en cultivo de brécoli
tratado con baculovirus PxXNPV formulacion liquida, condiciones de campo, localidad Providencia de Pérez.

Tratamiento PxNPV 9.06x10*° OB’s Testigo
% Mortalidad 5 dias pos-aplicacién 4737 a 0.00 ¢
% Mortalidad 10 dias pos-aplicacion 21.06 bc 0.00 ¢
% Mortalidad 15 dias pos-aplicacion 30.53 b 10.53¢

Diferentes literales por columna en Tratamiento PXNPV y en Testigo indican diferencias significativas entre los tratamientos
(P<0.05) utilizando la prueba de Tukey.

En cuanto a la primer aplicacion de formulacion liquida suspension de baculovirus PXNPV (Fig. 9), en la localidad
Providencia, se observo una variacion de mortalidad de 21.06 a 47.37% en los tres conteos realizados pos-aplicacion
(5, 10 y 15 dias); la mayor mortalidad se registro a los 5 dias pos-aplicacion con 47.37% y la menor, de 21.06% se
observé a los 10 dias pos-aplicacién, ambos en comparacion con su grupo testigo que no registré mortalidad,;
adicional a esto, a los 15 dias pos-aplicacion se observd un aumento en la mortalidad, registrando 30.53%, sin
embargo el grupo testigo observé el mismo fenémeno con 10.53%; por ultimo, el anélisis de varianza (Cuadro 2)
mostro diferencias significativas entre los 5 y 15 dias pos-aplicacion con respecto al grupo testigo correspondiente.

50%
45% 40.98%
40%
35%
30%
25%
20% 17.04%589,
15% I 1
0, 1
1'(5)(;: 0% 0% 3%00% 0.00%¢
0% — .
Conteo pre- Mortalidad Mortalidad Mortalidad
aplicacion 5 dias pos- 10 dias pos- 15 dias pos-
aplicacion aplicacion aplicacion

H Tratamiento Bt LBIT-287  m Testigo
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Figura 10. Porcentajes de mortalidad en larvas de P. xylostella, obtenidos con formulacién liquida de B. thuringiensis LBIT-
287 105mg totales para 33m? de cultivo de brdcoli, localidad Providencia de Pérez, Irapuato, Guanajuato.

Respecto a la aplicacion de formulacion liquida suspension de B. thuringiensis cepa LBIT-287, en la localidad
Providencia (Fig.10), se observ6 una variacion de mortalidad de 3.9 a 17.04% a los 5 y 10 dias pos-aplicacion, sin
embargo, también se observé efecto de mortalidad en el grupo testigo a los 10 y 15 dias pos-aplicacién siendo en
este Ultimo el mayor porcentaje con 40.98% en comparacién con el tratamiento; aunado a esto, el analisis de
varianza no arrojo diferencias significativas entre los tratamientos (Cuadro 3).

Cuadro 3. Andlisis de varianza (ANOVA) de porcentajes de mortalidad en larvas de P. xylostella en cultivo de brécoli tratado
con Bacillus thuringiensis LBIT-287 formulacién liquida, condiciones de campo, localidad Providencia de Pérez.

Tratamiento Bt LBIT-287 105mg Testigo
% Mortalidad 5 dias pos-aplicacion 39 ¢ 0.00 ¢
% Mortalidad 10 dias pos-aplicacién 17.04 b 15.28 ¢
% Mortalidad 15 dias pos-aplicacién 0.00 ¢ 40.98 a

Diferentes literales por columna en Tratamiento Bt LBIT-287 y en Testigo indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05) utilizando la
prueba de Tukey.

120.00%
100.00% 92.31%
79.42%
80.00% 68.97%
60.00% 50.00%
44.12%
L37.50% - 40.00% 37.94%
40.00% 25.00% 27.59%
20.00% 13.80% 15.39% = =
0.00%
Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 4 Tratamiento5 Tratamiento 6 Tratamiento 3
1x10Ex12 3x10Ex12 5x10Ex12 8x10Ex12 1x10Ex13 Testigo
OBs/ha OBs/ha OBs/ha OBs/ha OBs/ha
Mortalidad 5 dias pos-aplicacion ® Mortalidad 12 dias pos-aplicacion

Figura 11. Porcentajes de mortalidad en larvas de P. xylostella, obtenidos con formulacién liquida de baculovirus PXNPV, 6
tratamientos diferentes en cultivo de repollo, localidad San Francisco de la Charca, Irapuato, Guanajuato.

Para la segunda aplicacion de formulacion liquida de baculovirus PXNPV en cultivo de repollo, en localidad San
Francisco (Fig. 11) se obtuvo una variacion de mortalidad de 13.8 a 50% a los 5 dias pos-aplicacion y de 37.5 a
92.31% a los 12 dias; la mayor mortalidad fue de 92.31% con el tratamiento 4 de 5x10'? OBs/ha a los 12 dias pos-
aplicacion y la menor fue de 13.8% para el tratamiento 1 de 1x10'2 OBs/ha a los 5 dias pos-aplicacion; por otro
lado, los tratamientos 5 y 6, de 8x10' OBs/ha y 1x10™® OBs/ha respectivamente, registraron una mortalidad
considerable de 79.42% y 68.97%, ambos a los 12 dias pos-aplicacion; el andlisis de varianza (Cuadro 4) a los 5
dias pos-aplicacion no mostro diferencias significativas de los tratamientos 2 y 5 pero estos fueron diferentes de los
tratamientos 1, 4 y 6 que a su vez, no mostraron diferencias con el grupo testigo; por ultimo, el anlisis a los 12 dias
pos-aplicacion registro diferencia significativa entre el tratamiento 4 y los tratamientos 1, 2, 5y 6, sin embargo los
tratamientos 1 y 5 no mostraron diferencias entre ellos y los tratamientos 2 y 6 compartieron igualdad estadistica
con el grupo testigo.
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Cuadro 4. Analisis de varianza (ANOVA) porcentajes de mortalidad en larvas de Plutella xylostella en cultivo de repollo
tratado con baculovirus PxNPV formulacion liquida, condiciones de campo, localidad San Francisco de la Charca.

Tratamiento % Mortalidad 5 dias pos-aplicacién % Mortalidad 12 dias pos-aplicacién
1 1x10* OBs/ha 13.80 ¢ 68.97 b
2 3x10" OBs/ha 50 a 375 ¢
4 5x10% OBs/ha 15.39 ¢ 9231 a
5 8x10'2 OBs/ha 44.12 a 7942 b
6 1x10" OBs/ha 25 be 40 ¢
3 Testigo 27.59 bc 3794 ¢

Diferentes literales por columna en %Mortalidad indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05) utilizando la prueba de Tukey.

Para la tercera aplicacion se utilizaron formulaciones de polvo humectable de baculovirus PXNPV a razon de
6.12x10%° OBs/30m?y de B. thuringiensis cepa LBIT-229 a razén de 2g/30m? en la localidad Santa Rita, se observo
una variacion de mortalidad de larvas P. xylostella de 80 a 26.6% durante los 7 y 14 dias pos-aplicacion (Fig. 12);
en el tratamiento con baculovirus, se registré que, el mayor porcentaje de mortalidad fue a los 7 dias pos-aplicacion
con 80% y el menor fue de 58.82% a los 14 dias pos-aplicacion; en el caso de la aplicacion de B. thuringiensis
LBIT-229 se registré una variacion de mortalidad de 50 a 26.66%, siendo a los 7 y 14 dias pos-aplicacion
respectivamente; en el tratamiento combinacion de ambos entomopatdgenos se observd variacion de mortalidad de
50 a 37.5% a los 7 y 14 dias pos-aplicacion respectivamente, en comparacion con el testigo positivo Dipel®, que
demostré una mayor mortalidad de 57.14% a los 7 dias pos-aplicacion, y que a su vez también disminuy6 a 42.85%
a los 14 dias pos-aplicacion; en el caso del testigo negativo conformado por agua y coadyuvantes de formulacion,
se observo una variacion de mortalidad de solo 6.25 a 7.14% a los 7 y 14 dias respectivamente.

75
70.58
2.5 6
I 57|14 5eka{25
I 42185 43.75 T | zrs
‘- 71 5 a =
T I
I I . ) 7T4 625
1A i?
R3 R1 R2 R3

R1 R2 R3 R1 R2
T1PXNPV T2 Bm?&ggas_ap"g@iawm' 14 @43 pafadifcdedigo positivo Dipel T5 Testigo

negativo

90

80

70

60

50

40

30

20

PORCENTAJE DE MORTALIDAD

10

Figura 12. Porcentajes de mortalidad en larvas de P. xylostella, obtenidos con formulacién polvo humectable de baculovirus
PXNPV y B. thuringiensis LBIT-229, en cultivo de brécoli, localidad Santa Rita, Dolores Hidalgo, Guanajuato.

CONCLUSION

En el bajio mexicano la aplicacion de formulaciones de baculovirus PxNPV ha mostrado efectividad para el control
de larvas de Plutella xylostella en cultivos de brdcoli, no asi en combinacion con B. thuringiensis. En la actualidad
el uso de entomopat6genos para el control de plagas sigue siendo un area de oportunidad ya que es una practica que
aun no ha alcanzado su auge, esto debido a las tendencias de uso de insecticidas quimicos por parte de los
productores de cruciferas en la regién.
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