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Para meditar
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RESUMEN

La biotecnologia ha desarrollado plantas transgénicas que son resistentes al ataque de
ciertas plagas por la incorporacion de genes de otras especies dentro de sus células.
Actualmente se estdn introduciendo genes de toxinas de Bacillus thuringiensis a los
cultivos para que puedan producir toxinas que los proteja del ataque de las plagas. Las
toxinas a introducir deben ser evaluadas con anticipacion para identificar la mas efectiva
para el control de una determinada especie de plaga. Con el presente estudio se pretendid
1) determinar el efecto de cuatro toxinas de Bacillus thuringiensis y el insecticida
microbioldgico Dipel sobre la mortalidad y el peso en el barrenador de la cafia de azicar
Diatraea saccharalis (Fabricius) en dieta artificial y 2) determinar la CL50 de dichas
toxinas. Se evaluaron las toxinas: Cry IA(b), Cry [A(c), Cry IC, Cry IF y el insecticida
microbioldgico Dipel® 4L, en nueve concentraciones diluidas de 20 a 0.000256 ug/ml
y un testigo nulo en 90 larvas recién nacidas repartidas en tres repeticiones. Se tomaron
datos de mortalidad a los 5, 10y 15 dias, al final del dia 15 se pesaron las larvas. Con un
ANDEVA se encontrd diferencias significativas entre las toxinas y entre las
concentraciones. Con el Programa Probit se determind la CL50 de cada una de las
toxinas. Las toxinas que causaron mayor mortalidad en las larvas de D. saccharalis
fueron Cry [A(c) y Cry IA(b) a 20 y 4 ug/ml, las cuatro toxinas a 20 ug/ml y 4 ug/ml
causaron una disminucion en el desarrollo, esto nos da un amplio rango de proteccion a
nuestros cultivos ya que, aunque la plaga no muera, no causara dafios. Las CL50 mas
bajas fueron de Cry IA(c) y de Cry IA(b). Ninguna de las concentraciones del Dipel® 4L
tuvieron un efecto significativo sobre la mortalidad de D. saccharalis. Se recomienda
evaluar combinaciones de estas toxinas mas efectivas sobre la mortalidad y el peso de D.
saccharalis y la posible resistencia a estas toxinas.
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I. INTRODUCCION

La biotecnologia a través de la ingenieria genética estd desarrollando plantas con
caracteristicas superiores a las convencionales, a través de la transferencia de genes
extranos de otras plantas, virus y bacterias para obtener una planta con capacidad de
producir su propio insecticida, resistencia a herbicidas especificos y resistencia a ciertas
enfermedades. De manera que esta transformacioén genética de los genes insertados se
manifieste en las nuevas generaciones, estas son llamadas plantas transgénicas (Webb y
Morris, 1992).

Un organismo transgénico es un organismo cuyo material genético ha sido modificado de
una manera que no se basa en el apareamiento y/o recombinacién naturales. La
modificacion se hace mediante: recombinacion del ADN que utilizan sistemas de
vectores o la incorporacion directa en una célula de material hereditario preparado fuera
de la célula (Jaffé, 1996).

Las plantas transgénicas tienen un gran potencial para el manejo y control de plagas
insectiles y enfermedades de plantas, para obtener cultivos tolerantes a herbicidas,
cultivos que posean mayor cantidad del contenido proteico o que posean tolerancia al
ataque de nematodos de raices (Gatehouse et al. 1992 ).

La introduccién de genes extraios a las plantas puede traer efectos de indole
socioecondmico, ecologico o relacionado con la salud de los seres humanos y animales.
Los mayores riesgos que pueden ser considerados son: cardcter herbaceo, flujo genético
hacia parientes silvestres y erosion genética de las variedades criollas (Visser, 1996).

Caracter herbaceo es la caracteristica que tiene un cultivar transgénico para convertirse en
una maleza debido a la seleccion no intencional de rasgos herbaceos de una planta
cultivada. Se sugiere que los rasgos que reducen los riesgos de evolucion como malezas,
como infertilidad, poca duracion de la semilla y la dependencia de practicas de cultivo,
deben aprovecharse para controlar la expansion de plantas transgénicas en el caso de
plantas en que esa posibilidad se considera como una opcion necesaria.

Con el flujo genético muchas malezas pueden beneficiarse de los progresos de la
ingenieria genética como resistencia a herbicidas, resistencia a insectos y tolerancia al
stress. La relacion genética estrecha entre el cultivo y parientes silvestres aumentara la
probabilidad de flujo genético. Para evaluar dichos riesgos deben investigarse las
propiedades del organismo receptor, los rasgos genéticos introducidos y el medio
ambiente en el que se pretende realizar la liberacion del organismo transgénico. Segin
Visser (1996), los cruces naturales pueden evitarse eficazmente siempre que las
distancias sean del orden de decenas de kilometros.



20

La introduccion de cultivos transgénicos al medio ambiente puede contribuir a la erosion
genética y a la disminucion de la diversidad genética por la sustitucion de variedades
tradicionales, con caracteristicas de adaptacion a condiciones bioticas y abioticas locales,
por variedades uniformes genéticamente. La capacidad de trasladar genes de una especie
a otra podria contribuir a aumentar la uniformidad de las especies y al incremento de la
vulnerabilidad genética.

Collwell (1994) reporta una lista de seis categorias relacionadas a los efectos que puede
ocasionar los cultivos transgénicos al medio ambiente: la creacion de nuevas malezas, la
ampliacion de los problemas de las malezas existentes hasta el momento, dafio a las
especies que no son problema, efectos secundarios en las comunidades bidticas, efectos
adversos en los ecosistemas y desperdicio de los recursos bioldgicos valorables.

Posiblemente los cultivos transgénicos lleguen a convertirse en malezas en la agricultura
o perturben los ecosistemas naturales, o que los genes recién introducidos se transfieran
a especies silvestres ddndoles mayor robustez. Dada esta situacion, en todos los casos
deben evaluarse los posibles efectos en los ecosistemas naturales, asi también en los
sistemas agricolas (Visser, 1996).

La tecnologia de plantas transgénicas esta siendo implementada para introducir genes de
Bacillus thuringiensis (Berliner) a los cultivos para producir cristales proteicos con
caracteristicas insecticidas para protegerse del ataque de plagas (Hruska, 1997). Bacillus
thuringiensis (Bt) es una bacteria que se encuentra en el suelo. Se han identificado varias
razas de Bt que producen toxinas cristalinas quimicamente diferentes que atacan a
especies de insectos, nematodos y protozoarios (Johnson, 1995). Las toxinas producidas
por Bt son de cinco tipos con caracteristicas diferentes:

- delta-endotoxinas

- beta exotoxinas

- alpha exotoxinas

- toxina antibiotica bacteriana
- toxina de factor piojo

Las delta-endotoxinas estan codificadas con genes especificos que son tdxicos para
diferentes ordenes de insectos (Gill et al., 1992; Castillo et al., 1995):

-Cry 1 para lepiddpteros
-Cry II para dipteros y lepidopteros
- Cry III para coledpteros

-Cry IV para dipteros

Estos genes por su estructura, numero y secuencia de aminoacidos poseen una
subclasificacion y taxonomia caracteristica (Anexo 1), siendo cada vez mas especificos
contra especies de plagas de éstos drdenes, es decir, toxinas Bt que afectan a una especie
pudieran no afectar a otras especies de la misma familia o del mismo género.
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Por ejemplo en Dipel WP (16 000 UI de potencia/mg) se encontr6 que la CL50 para
distintas razas de Plodia interpunctella (Hiibner) fue variable e incrementandose de
acuerdo al numero de generaciones de insectos expuestos al Bt. El Dipel tiene como
ingrediente activo B. thuringiensis var kurstaki. Esta variedad contiene diferentes razas
que fueron estudiadas en Elasmopalpus lignosellus por Gilreath & Funderburk (1987
mencionado por Moar (1995)). Cuatro de estas razas resultaron ser mas toxicos: HD-1,
HD-241, HD-246 y HD-263. HD-1 comprende cinco diferentes polipéptidos, tres Cry I 'y
dos Cry II: Cry IA(a), Cry IA(b), Cry IA(c), Cry IIA y Cry IIB (Tabashnik, 1994).
Tabashnik (1994) también estudié la existencia de la raza HD-73 de la variedad kurstaki,
que contiene la toxina Cry IA(c).

Una de las mayores preocupaciones que se tiene en la implementacion de plantas
transgénicas es el desarrollo de resistencia de insectos plaga al Bt. Esto se debe
principalmente a que estas plantas mantienen una constante dosis letal durante toda la
temporada y una presion de seleccion hacia las poblaciones de plagas (Whalon y Norris,
1997). Experimentos de campo y laboratorio demuestraron que ya existen insectos con
capacidades de desarrollar resistencia a las plantas Bt a diferencia de las aspersiones de
Bt las cuales se degradan con el paso del tiempo (Whalon y Norris, 1997).

Muchas compaiiias no estan esperando hasta que venga un crisis de resistencia al Bt sino
ya estan desarrollando estrategias alternativas para el control de insectos resistentes al Bt
(Gould, 1997). Se estan desarrollando virus insecticidas y nuevos mutaciones de los
genes de Bt y otros insecticidas microbiales estan siendo también explorados. Este es el
principio de la busqueda para sustitutos de otros toxicos, no el final.

En la actualidad existen algunas plagas insectiles que no son susceptibles a las actuales
toxinas de Bt que hay hasta el momento, pero probablemente en un futuro no muy lejano
se puedan descubrir proteinas cristalinas toxicas para esta plagas (Peferoen, 1992).

En Norte América, esta nueva tecnologia de la introduccidén de genes de Bt, esta siendo
muy estudiada para el combate de plagas como Noctuidae, Pyralidae, Tortricidae en
maiz, Heliothis virescens (F), Spodoptera spp. en algodéon (Gould, 1997), larva del
escarabajo de la papa en papa (Gelernter, 1997).

Al parecer las plantas transgénicas resultan muy prometedoras para resolver la mayoria
de los problemas de plagas que se tienen actualmente. Las plantas transgénicas, al tener
incorporado en sus células genes especificos para combatir el ataque de ciertas plagas
problemas, no son capaces de dafiar otros insectos benéficos, enemigos naturales, ni otro
tipo de animales que se alimentan de esta plantas.

Los cultivos Bt resultan ser también muy promisorios para los paises en desarrollo, donde
pueden contribuir a la disminucion del uso de plaguicidas sintéticos y disminuir los
peligros a la salud y al medio ambiente, aumentando el rendimiento y la produccion de
muchos de los cultivos (Hruska, 1997). Pero las variedades de plantas Bt desarrolladas en
Norteamérica no son adaptadas a condiciones de Mesoamérica, ni a las plagas que se
encuentran en esta region, debido a que las toxinas son especificas a ciertas especies de
insectos, por lo que las toxinas de plantas Bt desarrolladas en Norteamérica no son
necesariamente toxicas para las plagas ni eficaces en los cultivos de esta region.
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Muy pronto esta nueva tecnologia se encontrarda en Mesoamérica, entonces son
necesarios que se realicen estudios sobre el comportamiento de las plagas y los cultivos
frente a estas toxinas actualmente comercializadas en los Estados Unidos, analizando sus
ventajas, desventajas y riesgos de la implementacion y regulacion legal.

En el presente trabajo se evaluaron estas toxinas Bt en Diatraea saccharalis (Fabricius).
D. saccharalis es una plaga de la cafia de azucar, maiz y sorgo. Hace tuneles o agujeros
en el tallo reduciendo el vigor de las plantas (King y Saunders, 1984) e impidiendo la
fructificacion llegando a destruirla totalmente mediante acame o pudricidon (Secretaria de
Recursos Naturales. Honduras. 1978), En maiz puede destruir el follaje, provocar la
muerte del cogollo y provocar dafios a la mazorca, permitiendo la entrada de Sitophilus
spp. (Coleoptera: Curculionidae). En ataques severos puede ocurrir hasta el 27% de
perdida del grano (Peairs et al., 1980).

En la cafa de azicar puede ocasionar diferentes danos: fallas en el brote por dafos a la
estaca en la propagacion, “corazén muerto” en plantas jovenes, muerte de la panoja y
parte superior del tallo en plantas adultas, ruptura y acame de la cafia, reduccion en el
crecimiento, disminucion en la calidad de la cafia, la larva hace tineles y puede matar el
punto de crecimiento de la cafia. Estos dafios en la cafia pueden producir la entrada de
otros insectos y patdogenos (Reyes, 1989). Los dafios causados por el barrenador del tallo
de la cana de azlcar pueden reducir la cantidad de cana cosechada y por lo tanto la
cantidad de aztcar disponible por unidad de peso de cafia. En ataques severos puede
producir el 100% de pérdidas (Torrez, 1997).

Los objetivos de la investigacion fueron: 1) identificar la(s) toxina(s) que causan un
efecto sobre la mortalidad y el peso de las larvas de D. saccharalis. 2) determinar el
efecto que tienen las toxinas de Bt y el insecticida microbiologico Dipel® 4L sobre la
mortalidad y el peso de D. saccharalis, 2) determinar la CL50 de las toxinas en D.
saccharalis.
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II. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se desarrollo en las siguientes partes: recoleccion de Diatraea spp. en
el campo, manejo y crianza de Diatraea saccharalis, realizacion de los bioensayos y
recoleccion y andlisis de datos.

2.1 RECOLECCION DE Diatraea spp.

Para iniciar una cria de insectos se hizo la recoleccion de Diatraea saccharalis y D.
lineolata (Walker), entre junio y noviembre de 1996. Se recolectaron las dos especies en
diferentes etapas de desarrollo (huevos, larvas, pupas y adultos) en maiz, sorgo y cafia de
azucar en los Departamentos de Francisco Morazan y Choluteca, Honduras. Para la
recoleccion de especimenes se utilizaron: recipientes pequefios para el manejo y
transporte de los especimenes, navaja o cuchillo para realizar los cortes en el tallo de la
planta hospedera y bolsas o cajas para el transporte de los recipientes pequefios
conteniendo los especimenes.

En el laboratorio se procedid a la identificacién de los individuos recolectados y a la
clasificacion de larvas por tamafio para un mejor manejo. Las larvas eran colocadas en
dieta artificial previamente preparada hasta llegar a pupas. Las pupas eran colocadas en
platos petri y llevados a jaulas para su eclosion. Los adultos eran colocados en jaula para
su reproduccion.

Este pie de cria no se establecido completamente por distintas razones:

- Tiempo limitado para el desarrollo de la presente practica.

- Comportamiento de las larvas en dieta artificial, muchas de de las larvas recolectadas
entraron en diapausa por tener condiciones diferentes a las naturales, lo que dificultaba su
desarrollo y reproduccion.

- Poca reproduccion al inicio de la formacion del pie de cria, muy pocas terminaban su
desarrollo.
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2.2 MANEJO Y CRIANZA DE Diatraea saccharalis

Fue necesario la importacion de 300 individuos de D. saccharalis en estado de pupa,
proporcionados por la Direccion de Investigacion y Extension de la Cafia de Azlcar en
Costa Rica. Con estos individuos se establecio la cria de la cual se utiliz6 las larvas recién
nacidas para la realizacion de los bioensayos. El manejo de esta cria se baso en las
técnicas desarrolladas en el CIMMYT (Mihm, 1984).

El manejo de la cria y la realizacion de los bioensayos se realizaron en uno de los cuartos
de cria del Centro para el Control Bioldgico en Centro América del Departamento de
Proteccion Vegetal de la Escuela Agricola Panamericana. El cuarto tenia como
dimensiones 2.45 m por 2.45 m por 2.70 m de alto, temperatura promedio de 25 ° C,
humedad relativa promedio 92 % vy fotoperiodo 12: 12 horas (luz: oscuridad). Aqui se
manejaba todas las diferentes etapas de desarrollo del insecto.

Para el manejo de la cria se utilizé dieta artificial F9775 (Bio Serv') para Diatraea sp.
Para la preparacion de la dieta artificial se hizo hervir 4.6 1 de agua fria, en el cual se
disolvio el agar que se encuentra en el empaque de 4 1. Una vez apagada la hornilla, se
afiadi6 la dieta para Diatraea, mezclando todo con una cuchara de manera que no
quedaran grumos. Se afiadié 5 ml de formaldehido 37% (1 ml/l) para evitar la incidencia
de hongos. Esta solucidn caliente de agar, dieta artificial y formaldehido fue colocado en
una licuadora de 5 1y todos los ingredientes fueron mezclados durante tres minutos
(Hensley, 1968).

Esta dieta artificial fue repartido en copas plésticas reutilizables de 1 onza (Bio Serv),
donde se colocod de 6 a 7 ml de dieta artificial. Para facilitar su manejo, las copas se
pusieron en cajillas plasticas reutilizables para 30 copas plasticas. En esta dieta artificial
se colocaban los huevos o las larvas recien emergidas.

Los huevos se trataba de dos formas dependiendo del destino de las larvas. Para
incrementar el pie de cria, las tiras de papel encerado eran cortados en trozos pequefios
conteniendo una masa de huevos. Estos eran colocados en vasos con dieta artificial para
su emergencia o dependiendo del tiempo existente, también se podian sacar los huevos
del papel encerado y colocarlos en forma libre a la dieta sin que haya mucha diferencia en
el niimero de larvas nacidas (Mihm, 1984). En estos vasos la mayor parte de las larvas
completaba su desarrollo hasta la etapa de pupa. En caso de haber problemas con
secamiento de la dieta u hongos, la larva era cambiada a otro vaso con dieta.

Si las larvas eran destinadas para la realizacion de los bioensayos, las tiras de papel eran
cortada en trozos mas grandes de aproximadamente 10 cm de largo y llevado a frascos de
vidrio transparentes de 10 a 15 cm de diametro (Mihm, 1984). El uso de frascos
transparentes facilitaba la observacion de las larvas recién nacidas, evitaba la ingestion de
alimentos y facilitaba el manejo para colocarlas en dietas artificiales. Las larvas que
sobraban de los frascos de vidrio, después de realizar los bioensayos, eran colocados en
dietas con la ayuda de un pincel circular pelo de Martha en un nimero no mayor de 4
larvas por vaso.

" Bio Serv. Eighth street Frenchtown, N.J. 08825. P.0.BOX 450. Phone 908-996-2155. FAX 908-996-4123.
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La revision de las dietas para observar la existencia de pupas se lo hacia dos veces por
semana. Las pupas eran sacadas de la dieta artificial con la ayuda de pinzas suaves,
lavadas con una solucion de cloro al 0.6%, secadas con papel toalla y colocadas en un
plato petri, donde habia una hoja de papel toalla a la medida del plato. Cada plato
contenia un maximo de 70 pupas entre hembras y machos.

Estos platos petri se colocaban en jaulas hechas con malla metalica # 36 de 20 a 25 cm
de didmetro por 30 a 35 cm de alto, juntamente con un vasito tapado conteniendo miel de
abeja y levadura (2 g) en agua y un algodon a manera de mechero para que los adultos
puedan alimentarse. En cada jaula se colocaban tiras de papel encerado Reynolds Cut-
Rite®, de 10 por 30 cm. En los extremos de las jaulas se colocaban cartones de 35 cm
por 35 cm que sirvieron de tapaderas de las jaulas para evitar que los adultos se escapen.
En estas jaulas se encontraban toda la fase de reproduccion, desde el estado de pupa hasta
la muerte de los adultos.

Las jaulas fueron limpiadas de tres a cuatro veces por semana. En cada ocasion se
cambiaba el vaso de miel, el papel encerado conteniendo los huevos, se reemplazaba las
pupas emergidas y se sacaban los adultos muertos. Los huevos que se encontraban en las
tiras de papel eran sacados tres veces por semana (Hensley, 1968).

La limpieza del cuarto de cria era imprescindible, al igual que la desinfeccion de todos
los materiales a utilizar. Las copitas eran lavadas y desinfectadas en una solucion de cloro
al 1.0%. Los pinceles y pinzas eran sumergidas en alcohol 95% durante cinco minutos
antes de ser utilizadas.

2.3 REALIZACION DE LOS BIOENSAYOS

Una vez establecida la cria se procedi6 a la iniciacion de los bioensayos con las diferentes
pruebas. Se analizaron cinco tratamientos con nueve niveles en cada tratamiento. Como
no se pudo realizar todas las pruebas a la vez, se hicieron pruebas apareadas usando la
toxina Cry IA(c) como estandar para controlar la varianza debida a diferencias en dieta u
otros factores. Se realizaron tres repeticiones de cada prueba. Cada concentracion de los
cinco tratamientos se evalud con 30 larvas colocadas en forma individual en una copa
plastica.

Los tratamientos eran las toxinas de Bt, proporcionados por el Dr. Fred Gould del
Departamento de Entomologia de la Universidad Estatal de Carolina del Norte, Raleigh.
Las toxinas tenian las siguientes concentraciones: Cry [A(c) 12.5 g/l, Cry IA(b) 15.0
g/l, Cry IC 7.7 mg/g, CryIF 15.0 g/l, y Dipel® 4L suspension emulsificable
ingrediente activo B. thuringiensis var. kurstaki con 8 800 U.I. de potencia por mg.

Los niveles de los tratamientos fueron las concentraciones utilizadas para las toxinas: 20,
4, 0.8, 0.16, 0.032, 0.0064, 0.00128, 0.000256 ug/ml y un testigo 0 ug/ml. En el
Dipel® 4L se utilizaron las siguientes concentraciones: 1x10'3, 2x10'4, 4x10 '5, 8x10°
6 1.6x10°°, 3.2x107, 6.4x10° 1.28x10® % y un testigo 0 %.
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Para la preparacion de los bioensayos se prepar6 la dieta artificial F9775 de 4 1 siguiendo
el mismo procedimiento mencionado en Manejo y Crianza de Diatraea saccharalis. La
preparacion de los diferentes niveles de tratamiento se realizaba cuando la dieta se
encontraba a 65°C. Del total de la dieta preparada se destinaban 200 ml para colocar en
las copitas correspondientes al testigo 0 de la toxina Cry IA(c) y 200 ml para el testigo 0
de la otra toxina a evaluar. Para obtener la concentraciéon mayor de 20 ug/ml de las
diferentes toxinas se elabor6 Cuadro 1.

Cuadro 1 Cantidad de toxina utilizada para obtener la concentracion de 20 ug/ml

Toxina Cantidad de toxina (ug) Cantidad de dieta (ml)
Cry IA(c) 400 250
Cry IA(b) 400 300
Cry IC 650 250
Cry IF 400 300
Dipel® 4 L al 1 %* 300 300

* Para facilitar la medicion se prepar6 previamente una solucion al 1% de Dipel® 4L

La cantidad de toxina se midi6 con la ayuda de una repipeta de 10 a 100 ul de capacidad
y la dieta se midié en un biker de 100 ml. La dieta y la toxina se mezclaban en la
licuadora de 1.25 1. Luego se prepararon las diluciones sucesivas que consistian en:
separar 50 ml de dieta en un biker, colocar el resto en 30 copas plasticas de 1 onza (6 a
8 ml de dieta por vaso), con la ayuda de una espatula se vacié todo el material a las
copitas. Nuevamente se colocaron los 50 ml separados anteriormente, se afiadio 200 ml
de dieta pura y se mezclaron ambos en la licuadora de 1.25 1 . Se repitieron nuevamente
las diluciones hasta obtener las concentraciones deseadas. Con la otra toxina a evaluar se
utilizé el mismo procedimiento, teniendo cuidado de cambiar la punta de repipeta. Para
cada toxina se trabajo con equipo diferente, para evitar contaminacion entre toxinas.

La identificacion de cada bioensayo se realizd por cada concentracion, toxina, repeticion
y fecha de preparacion, para evitar confusiones y tener un mejor control.

Una vez solidificada la dieta, en una cdmara de aislamiento, se coloc6 en cada copa
pléstica una larva recién nacida (de 0 a 5 horas), que no habia sido expuesta a ninglin tipo
de alimento, utilizando un pincel circular Pelo de Martha, previamente desinfectado con
alcohol 95%. Las copas fueron cerradas con tapaderas de carton para copas plasticas #
410 de 1 onza . Para cada prueba eran necesarios como minimo 540 larvas (9
concentraciones X 30 copas x 2 toxinas).



27

2.4 RECOLECCION Y ANALISIS DE LOS DATOS

Cada copa de cada cajilla fue revisada a los 5, 10 y 15 dias, durante el tiempo de
exposicion. Se anotd en cada ocasion la mortalidad de las larvas en cada una de las
concentraciones de cada toxina y el total de larvas desaparecidas (Anexo 2). Se considero
larva muerta aquella que no presenta ningiin movimiento ni reaccion a ningun estimulo.
El nimero de larvas muertas fue convertido a unidades de porcentaje para facilitar la
interpretacion de los datos. Las larvas desaparecidas durante el bioensayo no fueron
tomadas en cuenta para los andlisis. Se utilizo el Programa “EPA Probit Analysis Version
1.5” (U.S. Environmental Protection Agency) para identificar la CL50 para cada toxina
en cada uno de los dias de revision.

En el dia 15 se pesaron cada una de las larvas vivas en forma individual con una
precision del mg. Aquellas que tenian un peso menor al mg se pesaban en grupo de
acuerdo a la concentracion y a la toxina, para luego sacar un promedio individual (Anexo
N° 3). Se tomaron datos del peso de las larvas identificando el mayor peso registrado, el
menor peso y el promedio de las larvas sobrevivientes.

Para identificar el efecto de las toxinas, dosis y repeticiones en la mortalidad de las larvas
y en el peso a los 15 dias, se utiliz6 el paquete estadistico “Statistical Analysis Systems”
(SAS) para realizar un ANDEVA y un anélisis de medias utilizando la prueba SNK
(P<0.05). Para observar mejor las diferencias de los efectos de las toxinas sobre los pesos
de las larvas, se grafico los datos recolectados expresado en mg.
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III. RESULTADOS

En las concentraciones altas de todos los tratamientos se observo que las larvas de D.
saccharalis dejaron de alimentarse en las primeras horas de exposicion a la toxina Bt. Se
vio afectada la sobrevivencia y el peso de las mismas, tal como lo describen Gill et al.
(1992) y Castillo et al. (1995). En las cuatro concentraciones mds altas las larvas se
encontraron durante todo el ensayo en la superficie de la dieta, observando en estas un
menor movimiento y menor reaccion a estimulos. En las dos concentraciones mas bajas y
el testigo las larvas penetraron en la dieta donde desarrollaron en tamafo y peso,
observandose en estas mayor movimiento dentro de la copa plastica y menor cantidad de
dieta sobrante. Este poco desarrollo registrado, falta de alimentacion y reduccion en el
movimiento nos ayuda, a nivel de campo, a controlar poblaciones de D. saccharalis.

3.1 EFECTO DE LAS TOXINAS Y CONCENTRACIONES SOBRE LA
MORTALIDAD DE D. saccharalis

La mortalidad de las larvas fue afectada claramente por las toxinas y las concentraciones
de cada una de las toxinas (Cuadro 2).

Cuadro 2. Analisis de varianza de las toxinas y concentraciones sobre la mortalidad de
Diatraea saccharalis.

Fuente de variacion Grados de Suma de Cuadrado ValorF  Pr>F
libertad cuadrados medio

Repeticiones 2 0.422 0.218 4.25 0.016

Toxinas 4 12.111 3.028 61.06  0.0001

Toxina*Repeticion 8 0.387 0.048 0.97 0.4580

Concentraciones 8 17.888 2.236 45.09 0.0001

Toxina*Concentracion 32 5.863 0.183 3.69 0.0001

3.1.1 Efecto de las toxinas sobre la mortalidad de D. saccharalis

El porcentaje de mortalidad causado por Cry IA(c) en cada una de las repeticiones fue
estadisticamente similar entre si, por lo que no fue necesario realizar ningiin ajuste con
relacion a esta toxina.
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La toxina que causé mayor mortalidad a los 15 dias fue Cry IA(c) (Cuadro 3). Las
toxinas que causaron menor mortalidad fueron Cry IF y Cry IC. Dipel® 4L, no produjo
un efecto notorio en la mortalidad de las larvas de D. saccharalis y se observd que no
existieron diferencias significativas entre las diferentes concentraciones (Cuadro 3).

Cuadro 3. Promedio de mortalidades a los 15 dias de las toxinas Bt a diferentes
concentraciones evaluadas sobre Diatraea saccharalis.

Concentraciéon Dipel Cry IF Cry IC Cry IA(b) CryIA(c)
(ug/ml)

0 2a  0a 0 a 0 a 2 a
0.000256 2 a 2 abc 4 ab 0 a 6 a
0.00128 0a 1 ab 4 ab 18 ab 14 b
0.064 0a 4 abc 15 abc 7 ab 13 b
0.032 1 a 5 abc 17 bed 9 ab 31 ¢
0.16 2a 0a 17 bed 11 ab 44 d
0.8 3a 5 abc 28 «cd 49 bc 67 ¢
4 7 a 36 ¢ 47  de 78 ¢ 84 ef
20 3a 37 be 74 e 89 ¢ 94 f

" Promedios en las misma columna seguidas con la misma letra no son significativas al
5% nivel de probabilidades seglin la prueba SNK.

3.1.2 Efecto de las concentraciones de las toxinas Bt sobre la mortalidad de D.
saccharalis

A los 5 dias, en la mayoria de las toxinas y a las concentraciones mas altas se detectd
hasta un 10% de mortalidad en las larvas de D. saccharalis (Figura 1). Este porcentaje es
muy bajo para obtener un control efectivo a nivel de campo.

En el décimo dia las diferencias en mortalidad se hicieron mas notorias. Se ve el efecto
de Cry IC, Cry IA(b) y Cry IA(c) de la misma magnitud en la maxima concentracion
evaluada. Con la concentracion de 20 ug/ml de Cry IC, Cry IA(b) y Cry IA(c) se puede
observar aproximadamente el 59% de mortalidad (Figura 2). En las concentraciones
menores a 0.8 ug/ml las diferencias aun no son notorias con ninguna de las toxinas.

A los 15 dias de exposicion de las larvas, se notd el efecto de las toxinas y las
concentraciones sobre la mortalidad de las larvas. Las mas efectivas fueron Cry IA(c) y
Cry IA(Db) a concentraciones de 4 y 20 ug/ml, observandose una mortalidad entre 78% y
94% (Figura 3).

La mortalidad de las larvas de D. saccharalis difiridé significativamente entre las
concentraciones de cada toxina (Cuadro 2). Las medias de mortalidad entre las
concentraciones 0.000256 y 0.00128 ug/ml en Cry IA(c) fueron significativamente (P <
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0.05) diferentes, en comparacion de las demas toxinas donde no se encuentran diferencias
significativas. Se observa que aun en el testigo se presentd un bajo porcentaje de
mortalidad debido a causas extrafas a los tratamientos.

Cry IA(c) y Cry IA(b) a 20 y 4 ug/ml, causaron la mayor mortalidad en comparacion de
las otras concentraciones de las demas toxinas. Cry IC y Cry IF a 20 ug/ml presentaron
diferencias significativas (P < 0.05), ocasionando mortalidades de 74% y 37%,
respectivamente. Entre todas las concentraciones evaluadas del Dipel® 4L no se
encontraron diferencias significativas (P < 0.05) en la mortalidad de las larvas de D.
saccharalis, siendo todas similares al efecto del testigo (Cuadro 3).

Al final de los 15 dias, Cry IF no mostré diferencias significativas (P < 0.05) entre las
concentraciones 0.8, 0.16, 0.032, 0.0064, 0.00128, 0.000256 ug/ml, siendo las unicas
diferencias entre las concentraciones de 4 y 20 ug/ml que provocaron mortalidades
cercanas al 40%. Las concentraciones 4 y 20 ug/ml de Cry IC, causaron mortalidades
entre 50% y 70%. Las concentraciones de 0.000256, 0.00128, 0.0064, 0.032, 0.16 de
Cry IA(b) y el testigo causaron en promedio similar efecto de mortalidad a las larvas
mientras que con concentraciones altas se obtuvo mortalidades entre 78% y 89% (Cuadro
3).

Con las concentraciones mayores de Cry IA(c) se observo entre el 84% y 94% de larvas
muertas al final de los 15 dias.

3.1.3 Comparacion de CL50 entre toxinas

Con la CL50 se puede observar mas claramente las diferencias entre toxinas en la
mortalidad de las larvas de D. saccharalis. A los 5 dias las CL50 de las toxinas
estuvieron en un rango mayor a 30,000 ug/ml siendo esta una concentracioén 2,000 veces
mayor a la obtenida en el dia 10 (Figura 5).

La CL50 de Cry IF a los 10 dias fue 18 veces mayor que la concentracion mas alta
evaluada (Figura 6). Esto se compara con Cry IA(c) donde la CL50 a los 10 dias qued6
en el rango de la dos concentraciones mas altas con las que se trabajo (Figura 6).

A los 10 dias las CL50 para Cry IA(b) y Cry IA(c) son similares entre si, y estas son
menores a Cry IC y Cry IF (Figura 6).
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Cuadro 4. Concentracion letal media de las cuatro toxinas Bt evaluadas en Diatraea
saccharalis a los 15 dias.

TOXINA CL50 al dia 15
ug/ml
Cry IA(c) 0.087 a*
Cry IA(b) 0.902 a
Cry IC 3.942 a
Cry IF 29.515 b

*Medias seguidas con la misma letra no son significativas al 5%
nivel de probabilidades, segun la prueba SNK.

La CL50 de Cry IA(c) y Cry IA(b) en general fueron menores en comparacion de las
demas toxinas (Cuadro 4, Figura 5, Figura 6 y Figura 7) y entre ellos Cry TA(c) fue la
mas toxica.

La CL50 mas alta fue de Cry IF (29.515 ug/ml) (Cuadro 4). A los 15 dias es 10 veces
mayor que la CL50 de Cry IC, 30 veces mayor que la de Cry IA(b) y mas de 300 veces
mayor que la de Cry IA(c) (Cuadro 4). Hasta los 15 dias, Cry IF no mato6 ni el 50 % de la
poblacion activa, requiriéndose para esto una concentracion mayor (~ 30 ug/ml) (Figura
7).

3.2 EFECTO DE LAS TOXINAS Y LAS CONCENTRACIONES SOBRE EL
PESO DE LAS LARVAS

Las larvas expuestas a las toxinas Bt dejaron de alimentarse, lo que se tradujo en un
desarrollo significativamente mas lento de las larvas y por lo tanto en un menor peso al
final de los 15 dias en comparacién a aquellas larvas que no habian sido expuestas a
ninguna toxina (Cuadro 5).

Cuadro 5. Analisis de varianza de las toxinas y concentraciones sobre el peso de larvas de
Diatraea saccharalis.

Fuente de variacion Grados de Suma de Cuadrado ValorF Pr>F
libertad cuadrados medio

Repeticiones 2 660.082 330.041 4.98 0.008

Toxinas 4 10351.482 2587.870 39.06 0.0001

Toxina*Repeticion 8 1467.205 183.400 2.77 0.0068

Concentraciones 8 42611.299 5326.412 80.40 0.0001

Toxina*Concentracion 32 10199.371 318.730 4.81 0.001




3.2.1 Efecto de la toxinas sobre el peso

Todas las toxinas tuvieron un efecto significativo sobre el peso, en comparacion de las
larvas que no fueron expuestas a ninguna toxina (Cuadro 6). La toxina que causdé menor
crecimiento en las larvas de D. saccharalis fue Cry IA(c) (Cuadro 6). Las otras toxinas
también causaron una disminucion en el desarrollo de las larvas pero en menor grado que
Cry IA(c), aunque no existen diferencias significativas entre ellas (P < 0.05) (Cuadro 6).
Dipel® 4L al final de los 15 dias en las concentraciones altas, produjo una disminucion
en el desarrollo viéndose reflejado en el peso de las larvas (Cuadro 6), mientras que en
concentraciones bajas las larvas desarrollaron normalmente, manteniendo la reaccion a
estimulos.

Cuadro 6. Promedio de pesos a los 15 dias de larvas de Diatraea saccharalis expuestas
a toxinas Bt.

Concentracio Dipel Cry IF Cry IC Cry IA(b) Cry 1A(c)

n (ug/ml)

0 46.34 a* 43.57 a* 73.81 a* 67.29 a* 54.15 a*
0.000256 44.84 a 164 b 13.77 b 3428 b 576 b
0.00128 39.39 ab 12.63 b 691 b 898 ¢ 1.65 b
0.0064 40.49 ab 1095 b 144 Db 2,15 ¢ 0.502 b
0.032 36.70 ab 14.43 b 0.67 b 219 ¢ 024 b
0.16 29.73 b 10.78 b 0.16 b 0.55 ¢ 023 b
0.8 1526 ¢ 525 b 0.12 b 287 ¢ 0.19 b
4 590 d 025 b 0.11 b 0.15 ¢ 0.16 b
20 0.533 d 0.11 b 0.1 b 0.13 ¢ 0.12 b

* Medias en las mismas columnas seguidas con la misma letra no son significativas al
5% nivel de probabilidades segtin la prueba SNK.

3.2.2 Efecto de las concentraciones de las toxinas Bt sobre el peso de D. saccharalis

La diferencia en pesos entre las concentraciones evaluadas fue significativa (P < 0.05)
(Cuadro 5). Las tres concentraciones mas bajas de Cry [A(c), Cry IC y Cry IF produjeron
una disminucién en el desarrollo de las larvas significativamente igual que las dos
concentraciones mas altas. Las dos concentraciones mas altas resultaron en menor
desarrollo de las larvas (Cuadro 6) en comparacion al testigo (P < 0.05). Cry IA(b) a
concentraciones mayores a 0.16 ug/ml redujo el peso de las larvas en un 90% (Figura 9).
Las concentraciones entre 0.00128 y 20 ug/ml provocaron una disminuciéon en peso
estadisticamente similar entre si (P < 0.05).
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Todas las concentraciones de las toxinas provocaron una diferencia significativa (P <
0.05) sobre el desarrollo de las larvas comparado al testigo. En el testigo los pesos son
cerca a 100 veces mas los pesos observados por la concentracion mas alta (Figura 8).

Con las concentraciones de 0.16 a 20 ug/ml de todas las toxinas a excepcion del Cry IF el
peso de las larvas fue menor a 1 mg (Figura 8).

Con Cry IF se observo disminucion en el peso de mas del 95% a concentraciones
mayores a 4 ug/ml. A concentraciones bajas solamente redujo el 25% del peso.
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V. DISCUSION

En muchas de las larvas expuestas a concentraciones altas, se observd un bajo consumo
de la dieta, por lo que las concentraciones altas produjeron una intoxicacion mas rapida, y
la muerte se presentd mas temprano en comparacion con las concentraciones bajas. Al
mismo tiempo se presentd un menor desarrollo en las larvas expuestas. Esta diferencia
entre concentraciones fue encontrado también por Farrar y Ridgway (1995). El poco o
ningin desarrollo de las larvas a los 15 dias se debe también al efecto que tiene las
toxinas al causar paralisis en el intestino medio de las larvas. Farrar y Ridgway (1995)
encontraron que existia una correlacion directa entre la concentracion y la disminucion de
peso en las larvas de Lymantria dispar (L.) (Lepidoptera: Lymantriidae). Aparte el
insecto queda debilitado y es mas susceptible al ataque por patdgenos o factores
abidticos que pueden causar la mortalidad de las larvas, disminuyendo las poblaciones y
el ataque que provocan en los cultivos donde se encuentran.

En el desarrollo de la practica, se observo que las delta endotoxinas de Bt provocaron la
muerte de las larvas de D. saccharalis a lo largo de los 15 dias. Este mismo efecto fue
registrado por Farrar y Ridgway (1995) cuando evaluaron esporas y proteinas cristalinas
de Bt sobre L. dispar.

Lang et al. (1996) no encontraron diferencias a los 7 dias entre concentraciones de 0.005
y 0.015 ug/ml de Cry IA(b) en la mortalidad y solo la pérdida del 10% de peso del
barrenador europeo del maiz (Ostrinia nubilalis (Hiibner)) (Lepidoptera: Pyralidae) en
dieta artificial. Sin embargo, encontraron diferencias entre 0.05 y 0.15 ug/ml en la
reduccion del peso de mas de 98%, a partir de la segunda generacion expuesta a estas
concentraciones. En este trabajo, se observo que Cry [A(b) en concentraciones menores a
0.16 ug/ml no causaba una mortalidad significativa, mientras que en concentraciones
mayores a 0.16 ug/ml afecté la mortalidad en mas del 30% de las larvas, reduciendo el
crecimiento notablemente. Las concentraciones que provocan un control efectivo contra
D. saccharalis se pueden comparar con el trabajo realizado por Lang et al. (1996) al
introducir dos niveles de Bt (< 1 ug/ gr de tejido fresco y 10 ug/gr de tejido fresco) en
plantas de maiz contra el barrenador europeo del maiz, observando un dafio minimo en
estas plantas transformadas en comparacion con el testigo sin Bt introducido.

A diferencia de los resultados encontrados por Moar et al. (1995) que encontré que la
CL50 para Cry IC a los 5 dias fue tres veces menor que Cry IA(b) y cinco veces menor
que Cry IA(c) evaluado en Elasmopalpus lignosellus (Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae),
Maclntosh et al. (1990 reportado por Moar et al. (1995)) encontraron que para O.
nubilalis 1a CL50 de Cry IA(c) era similar al encontrado por Moar et al. (1995). La CL50
de Cry IA(b) para Maruca testulalis (Geyer) (Lepidoptera: Pyralidae) era menor a
1 ug/ml. En el presente trabajo se encontré que la CL50 de Cry IC es 30 veces mayor que
la de Cry IA(b) y esta ultima es 10 veces mayor que la de Cry TA(c).
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Gould (1995) observo que la CL50 para Cry IA(c) varia de acuerdo a la razas de
Heliothis virescens (F.) (Lepidoptera: Noctuidae); encontrd que a una concentracion de
0.032 ug/ml el peso promedio de las larvas vari6 entre 1.47 mg a 40 mg en las dos razas
evaluadas. Esto difiere de lo que se observd en D. saccharalis donde a esas
concentraciones se obtuvo un peso promedio de 0.1 mg, es decir un peso 10 veces menor
al encontrado por Gould (1995).

Asi mismo en Dipel WP (16,000 UI de potencia/mg) se encontré que la CL50 para
distintas razas de Plodia interpunctella (Hiibner) (Lepidoptera: Pyralidae) fue variable e
incrementandose de acuerdo al nimero de generaciones que fueron expuestos al Bt
(McGaughey et al., 1988).

El Dipel® 4L a las concentraciones evaluadas no produjo efectos significativos sobre las
larvas de D. saccharalis mientras que Charpenter et al. (1973) en pruebas de campo
utilizaron 10x10° Ul/acre obteniendo un 91% de control contra larvas de D. saccharalis.
Farrar y Ridgway (1995) utilizaron 1000 Ul/ml en dieta artificial como concentracion
mayor, haciendo cinco diluciones sucesivas; ellos evaluaron tasas relativas de consumo y
sobrevivencia en L. dispar encontrando que a altas concentraciones el desarrollo
disminuia en tres veces en comparacion de las bajas concentraciones. McGaughey y
Beeman (1988) utilizaron nueve diluciones en serie desde 500 a 1.95 mg/kg para evaluar
la resistencia en P. interpunctella en dieta artificial obteniendo una sobrevivencia del
30% de la larvas en la primera generacion , lo que aument6 hasta un 80% en la quinta
generacion.
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VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Las toxinas de Bt demuestran perspectivas para el control de D. saccharalis ya que
afectan a estas disminuyendo el nimero de individuos o paralizando su alimentacion.
Para el control de D. saccharalis las toxinas que provocan un mayor efecto sobre la
mortalidad de las larvas son Cry IA(c) y Cry IA(b) a concentraciones de 20 y 4 ug/ml y
Cry IC a 20 ug/ml. Existe un rango mas amplio de toxinas que provocan una paralisis
alimenticia de las larvas: Cry IC, Cry IA(b) y Cry IA(c) a las concentraciones de 20, 4,
0.8 y 0.16 ug/ml, e incluso Cry IF a 20 y 4 ug/ml, lo que significa que aunque exista
sobrevivencia de larvas, estas no causaran dafio al cultivo.

Se observd que Cry IA(b) en concentraciones menores a 0.16 ug/ml no causaba un
nimero significativo de larvas muertas. En concentraciones mayores afectd la mortalidad
en mas del 30% de las larvas y redujo el crecimiento de las larvas en un 90%.

Para matar el 50% de la poblacion activa de D. saccharalis a los 10 y 15 dias, es
recomendable utilizar Cry [A(b) y Cry IA(c), por ser estas las que en concentraciones
bajas provocan mayor mortalidad de larvas. Cry IC a una concentracion menor de 5
ug/ml mata el 50 % de la poblacion activa en 15 dias, a las mismas concentraciones
logra disminuir siete veces el desarrollo de las larvas. Con todas las concentraciones de
Cry IC se obtiene una disminuciéon en la alimentacion provocando pesos hasta cinco
veces menor que el testigo.

Cry IF en ninguna de las concentraciones produjo un efecto significativo sobre la
mortalidad de las larvas, pero se pudo observar que existié un efecto antialimentario con
las concentraciones altas, reflejandose este efecto en los pesos al final de los 15 dias.

El Dipel® 4L a las concentraciones evaluadas no causa ningiin efecto sobre la mortalidad
ni mucho menos reduce el desarrollo de las larvas. Esto no significa la ineficacia del
Dipel® 4L, pues aspersiones en el campo han dado buenos resultados para el control de
diferentes lepiddpteros. Se recomienda evaluar Dipel® 4L a concentraciones mas
elevadas similares a las utilizadas en las toxinas.

Los resultados de este trabajo no se pueden generalizar para otras especies del mismo
género, ya que el efecto que tienen estas toxinas Bt y estas concentraciones son
especificos para D. saccharalis.

Seria recomendable evaluar la combinacion de estas toxinas para ver el efecto sinérgico o
antagonico de las toxinas sobre las larvas. Para dichas combinaciones se recomienda
utilizar Cry IA(b), Cry [A(c) y Cry IC, por resultar las mas efectivas en esta prueba.

Para tener un estudio completo del efecto de las toxinas sobre D. saccharalis seria
necesario evaluar la resistencia que podrian adquirir las larvas a estas toxinas, es decir, el
nimero de generaciones necesarios para que el efecto de las toxinas que se encuentran
incorporadas en una planta empiece a disminuir .
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EVALUACION DE CONCENTRACIONES DE TOXINAS Bacillus thuringiensis EN
Diatraea saccharalis (FABRICIUS) (LEPIDOPTERA PYRALIDAE)

Este documento consta de los sgtes directorios:
DOCUM Contiene los siguientes archivos:

- CARATU.DOC Corresponde a la presentacion de la tesis desde la portadilla, hasta los
indices. Consta de 11 paginas . En esta parte se encuentra el resumen de la tesis.

- TESIS.DOC  Se encuentra el desarrollo de la tesis: Introduccion, Materiales y
Me¢étodos, Resultados, Discusion, Conclusiones y recomendaciones. Las paginas se
encuentran enumeradas de acuerdo a la presentacion en el documento. Las paginas que
faltan en este documento corresponden a las figuras.

FIGURAS Donde se encuentran los siguientea archivos.
- FIG1234.XLS. Las figuras 1, 2, 3 y 4 del trabajo de tesis se encuentran en este archivo

- FIG89.XLS. Las figuras 8 y 9 se encuentran en este archivo.

- SUMS.SP5 La figura 5 se encuentra en Programa de Sigma Plot.
- SUM10.SP5 La figura 6, se encuentra en Progarama de Sigma Plot.
- SUMI15.SP5 La figura 7 s encuentra en Programa de Sigma Plot.

ANEXOS. Contiene 3 archivos correspondientes a los anexos de la tesis:
- ANEX1.DOC

- ANEX2.XLS

-ANEX3.XLS
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Anexo 1 Genes de proteina cristalina de Bacillus thuringiensis.

Cry Raza de Bacillus Peso molecular
thuringiensis de la proteina.
Cry IA(a) HD -1 133.2
Cry IA(b) Berliner 1715, HD-1 131.0
Cry IA(c) HD-73 133.3
Cry IB HD -2 138.0
Cry IC(a) HD - 110 134.8
Cry IC(b) 134.0
Cry ID HD - 68 132.5
Cry IE HD - 146 132.55
Cry IF 133.6
Cry IIA HD - 263, HD-1 70.9
Cry 1IB HD -1 70.8
Cry IlITIA tenebrionis 73.1
Cry I1IB tolworthi 74.2
Cry IIIC galleriae 129.4
Cry IVA israelensis 134.4
Cry IVB israelensis 127.8
Cry IVC israelensis 77.8
Cry IVD israelensis 72.4
Cyt A israelensis 27.4

Basado: Peferoen M. (1992).
y Gill, S.S. Cowles, E.A. Pietrantonio P.V. (1992).
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Relacion Dipel - CRY IA(c) Repeticion No 1

dipel
20 4 0.8 | 0.16 |0.032]0.0064/0.0013/0.0003 |Testigo 0
No de individuos 28 27 30 28 30 27 25 27 30
Peso maximo (mg)| 1.000 | 16 [34.000] 58 |80.000] 121 73 |[H#HHIH 96
Peso minimo(mg) [<0.001|<0.001|<0.001|6.000 |18.000| 9.000 | 6.000 | 3.000 22
Peso promedio * 10.143 | 2.269 |14.767|27.179|36.167|42.038| 44.32 |51.357 | 49.267
cry IA(c)
20 4 0.8 | 0.16 |0.032]0.0064/0.0013/0.0003 |Testigo 0
No de individuos 0 6 9 20 23 25 20 23 29
Peso maximo (mg) <0.001|<0.001|<0.001] 1.000 | 4.000 |12.000] 27 86
Peso minimo(mg) <0.001|<0.001/<0.001|<0.001|<0.001| 1 1 18.000
Peso promedio i A 0.15 1 0.167 | 0.68 | 2.611 | 7.739 | 48.759
Relacion Dipel - CRY IA(c) Repeticion No 2
dipel
20 4 0.8 | 0.16 |0.032]0.0064/0.0013/0.0003 |Testigo 0
No de individuos 23 22 21 24 29 25 24 18 27
Peso maximo (mg)| 5.000 | 21 45.000| 66 |55.000] 67 73 [HEHH 94
Peso minimo(mg) |<0.001/<0.001] 9 |8.000 |14.000{12.000[{16.000[18.000 2
Peso promedio HH#H### 8.545 [15.762|31.292|31.931]29.840(30.875| 36.44 | 44.852
cry IA(c)
20 4 0.8 | 0.16 |0.032]0.0064/0.0013/0.0003 |Testigo 0
No de individuos 1 2 7 10 8 19 12 15 29
Peso maximo (mg)/<0.001/<0.001|<0.001|<0.001|<0.001| 1.000 | 1.000| 19 121
Peso minimo(mg) [<0.001{<0.001|<0.001|<0.001/<0.001/<0.001/<0.001|<0.001| 3.000
Peso promedio 0.1  |[HHHH# ) 0.2 10.125]0.579(0.166 | 5.133 | 41.896




Relacion Dipel - CRY IA(c) Repeticion No 3

Dipel

20 4 0.8 | 0.16 | 0.032]0.0064/0.0013|0.0003|Testigo 0

No de individuos 25 27 29 29 27 30 26 30 27

Peso maximo (mg)|<0.001| 28.00 | 38.00 | 89.00 |[72.000] 85 91 189.000] 67

Peso minimo(mg) [<0.001] 1.00 | 2.00 | 9.00 | 4.000 [12.000/11.000{20.000, 21

Peso promedio  |0.240 | 6.888 [15.241|30.714]42.00 [49.594| 43 |46.724| 44.889

cry IA(c)
20 4 0.8 | 0.16 |0.032|0.0064|0.0013|0.0003|Testigo 0
No de individuos 2 6 9 20 24 29 28 29 29

Peso maximo (mg)[<0.001|<0.001|<0.001|<0.001|<0.001{ 1.000 |11.000] 12 87

Peso minimo(mg) [<0.001/<0.001|<0.001|<0.001|<0.001/<0.001|<0.001] 1 17.000
Peso promedio 0.08 [#HHHHHH#HHHH# 0.1 1 0.167 | 0.307 | 3.259 14.965| 42.89




Dipel Repeticion No 1
DIA| 20 4 0.8 0.2 0.032 10.0064 | 0.00 168 |### 256 Testigo 0
E/ M E|M|E M E\M|E/IM|E M E | M|E|M E M
2°130[ 030|130 0 3001130027025 0|29/ 0] 30 | O
5°130| 0 |30 1 |30 0 301230027 |0 25| 0|29/ 0] 30 | O
8°130[ 030|130 0 301230027 |0|25]| 0|29/ 0] 30 | O
10°129| 0 (30| 1 |30 1 301230027 |0 25| 0 |29]| 1 30 |0
15°129| 1 |28] 1 |30 1 301 2[30[ 0|27 |0 25| 0 |29]| 1 30 | O
CRY IA(c)
DIA| 20 4 0.8 0.2 0.032 |0.0064 | 0.00 128 |### 256 Testigo 0
E M E|M|E M E\M|E/IM|E M E | M|E|M E M
2°130[1]29|0 |30 0 30/ 030 0|30]|0|29 | 02912 ]| 29 | O
5°130| 2 (29| 0 |30 1 30/ 0|30 0|30|0|28|0 2912 29 | O
8°130] 529 3 |30 2 2911130/ 030|028 02912 29 | O
10°128 14129 |12 |27 5 2911130027 |0 28| 02912 ] 29 | O
15°126 |26 |25|19 |25 16 2552714 (26 (1125 |5 |25]/2| 29 |0
Dipel Repeticion 2
DIA| 20 4 0.8 0.2 0.032 |0.0064 | 0.00 168 |### 256 Testigo 0
E/ME|M|E M E\M|E/IM|E M E | M|E|M E M
2°129| 0 28| 4 |26 0 25/ 0 (30{ 0|26 |0|24 |0 301 29 [ 2
5°129]1 0 [28]| 4 |26 0 25/ 030 0|26 0|24 |0 |30]|1 29 [ 2
8°127| 0 28| 4 |26 0 2410 |30 0|26 |0 24| 0 301 29 |2
10°125| 1 |27 ] 4 |26 1 2410 |30 0| 25|0| 24| 0 30| 1 29 [ 2
15°125| 1 |25] 4 |25 1 2410 |30 1 [ 25024 | 0 |30] 1 29 | 2
CRY IA(c)
DIA| 20 4 0.8 0.2 0.032 |0.0064 | 0.00 168 |### 256 Testigo 0
E/ME|M|E M E\M|E/IM|E M E | M|E|M E M
2°130[ 3 ]29|0 |30 0 29111283 |28|0(29 |2 (28|22 | 29 | O
5°130| 5]29| 3 |30 4 271112712 28|0(29 |2 |28]2 ] 29 | O
8° |27 |15|27 10|27 9 2312 (23|13 |26 (4|27 |5 (2714 | 29 |0
10°124 115|127 |10 |20 4 201 3 /23| 5|26 4|26 |10/26|4 | 29 | O
15°119118 |12 |10 | 11 4 131 3 23|15 25 (4|25 [11]23|6 | 29 | O




Xi

Dipel Repeticion No 3

DIA |20 4 0.8 0.2 ]0.032/0.0064|0.00 128 |### 256 | Testigo 0

E/ME|M|E M EMEIM| E M E | M|E|M E M
2° 130/ 0|29/ 0| 30 0 30/0/30/0]30 (0|29 | 0 |30| 0 29 |0
5° 1291028/ 0| 30 0 3010/29/0]30 (0|29 ] 0 ]300 27 |0
8° 129/ 0|28/ 0| 30 0 3010/29|/0]30 (0|29 | 0 |30| 0 27 |0
10° [29/ 0 |27| 0 | 30 0 3010/29/0]30 (0| 28| 0 |30| 0 27 |0
15°12712 |27/ 0| 30 1 30111281130 (0|27 | 0 |30| 0 27 |0

CRY 1A(c)

DIA |20 4 0.8 0.2 1]0.032/0.0064|0.00 168 |### 256 | Testigo 0

EIME|M|E M EMEIM| E M E | M|E|M E M
2° 130/ 0|30/ 0 | 30 1 29/10/30/0[29 (0|29 0]29]| 0 30 |0
5°129/ 0|29/ 0| 30 1 2810(29/0129 (0|28 | 0]29| 0 29 |0
8° 12914129/ 1|30 2 2810(29/0[29 (0|28 | 0 |29]| 0 29 |0
10°129] 9 (29| 4 | 27 4 2811/129/0[29 (0|28 | 0]29]| 0 29 |0
15°(25|23(21]|18| 21 12 25|5(27|3130 (1128 | 0]29| 0 29 |0
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