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RESUMEN

Los nematodos entomopatégenos son organismos que poseen caracteristicas que
los hacen sobresalientes para su uso en el control biolégico de plagas. Una de las
caracteristicas mas importante es la simbiosis con bacterias (Xenorhabdus spp., y
Photorhabdus spp.), que en conjunto les proporcionan su alta virulencia contra
insectos plaga. El objetivo de este trabajo fue determinar la patogenicidad y
virulencia de nematodos entomopatdégenos nativos del Noreste de México sobre el
insecto modelo Tenebrio molitor bajo condiciones in vitro. Se inicid con la
reactivacion de seis cepas, con la finalidad de determinar la patogenicidad y contar
con juveniles infectivos para el bioensayo de virulencia. Aplicando suspension de
500 ul de solucion agua nematodo a cada larva de Tenebrio molitor en camaras de
infeccion. Comprobando la patogenicidad de las seis cepas y produccion de los
juveniles infectivos en las larvas. En el bioensayo de virulencia se determind la dosis
letal media (DLso) para cada cepa. Se utilizaron larvas de ultimo instar de Tenebrio
molitor, aplicando dosis de 10, 25, 50, 100 y 200 juveniles infectivos/larva y un
testigo en camaras de infeccion previamente realizadas. Se registré la mortalidad
en tres tiempos (24, 48 y 72 h). De acuerdo con el analisis Probit, la mejor dosis
letal para causar mortalidad del 50% fue para la cepa MZ9 Heterorhabditis spp., de
(DLso) 4 juveniles infectivos/larva en tiempo de 48 h. Comparando la mortalidad
entre cepas, de acuerdo al analisis Anova, Steinernema spp., (cepa M5) causoé la
mayor mortalidad del 100% en dosis de 25, 50, 100 y 200 Juveniles infectivos/larva
en 72 h. contrario a la cepa MZ9 Heterorhabditis spp., causé la menor mortalidad
de 15.16% con dosis de 50 juveniles infectivos/larva en tiempo de 24 h. Por lo tanto
las cepas nativas evaluadas mostraron alta actividad larvicida comprobando que es
factible la incorporacion en programas de manejo integrado de plagas.

Palabras claves: Control biolégico, nematodos entomopatdégenos, patogenicidad,

virulencia, Steinernema spp., Heterorhabditis spp., Tenebrio molitor.
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INTRODUCCION

El control biologico se ha basado como una estrategia de manejo de plagas a través
de la utilizacibn de organismos vivos, como parasitoides, depredadores y
patdgenos, sabiendo que este tiene un campo de combate extenso y especifico. Es
una herramienta de gran utilidad en los programas de manejo integrado de plagas,
por sus ventajas y beneficios que genera, lo han considerado como la primera
opcién de control, ayudando a minimizar el desequilibrio ecol6gico de un ecosistema
(Rodriguez, 2012).

Una parte muy importante la constituye el control microbiano, en donde el uso de
organismos entomopatdgenos como: nematodos, hongos, bacterias, virus y
protistas patégenos de insectos terrestres, han cobrado importancia en los ultimos
afios en el manejo integrado de plagas. Reportes de varios investigadores han
demostrado que los microorganismos entomopatégenos son comunes y se
encuentran ampliamente distribuidos en todos los suelos de los continentes y han
sido aislados de una diversidad de ecosistemas para conocer parte de su biologia,
morfologia y distribucion e integrarlos como agentes microbianos de control. El
impacto mundial que ha generado esta alternativa se ve reflejado en el campo
mexicano, manifestando avances en la agricultura, el cual ha permitido impulsar el
manejo de agentes microbianos para el control de insectos plaga (Lacey et al.,
2001).

La nematologia es una de las disciplinas que destaca con mas esfuerzos dentro de
la patologia de insectos. Este interés puede ser atribuible a los recientes éxitos con
la utilizacion que generan los nematodos como método de control biolégico para el
combate contra plagas de insectos de importancia econémica. Se conoce un
namero amplio de asociacion entre nematodos e insectos que comprenden mas de
30 familias de nematodos pertenecientes a siete ordenes, seis de la clase

Secernentea, Rhabditida, Tylenchida, Aphelenchida, Strongylida, Oxyurida,



Ascaridida y el orden Mermithida perteneciente a la clase Adenophora (Kaya y
Gaugler, 1993).

En la actualidad el interés sobre los nematodos entomopatdgenos de insectos se
ha aumentado en las dos ultimas décadas, mostrando resultado positivo en miles
de investigaciones realizadas en el mundo, poniéndoles como agentes promisorios
para el control de insectos, moluscos, nematodos de plantas y algunos patégenos
de plantas que se encuentran en el suelo (Grewal et al., 2005).

Las familias Steinernematidae y Heterorhabditidae son las consideradas
entomopatdgenas, poseen caracteristicas que los hacen sobresalientes para el uso
en control microbiano, como capacidad de adaptacion a nuevos ambientes y a
condiciones adversas, resistencia a productos quimicos, alta especificidad por
insectos, inocuidad al ambiente, mamiferos y compatibilidad con otros
entomopatdégenos, resultando su importancia de control en programas de manejo

integrado de plagas (Saenz, 2005).

Los nematodos entomopatdgenos que habitan el suelo, se presentan ampliamente
distribuidos en diferentes ecosistemas terrestres en todos los continentes, con
excepcion en la Antartida (Ngo-Kanga, et al., 2012). Estos son reconocidos con
potencial para el manejo de insectos con hdbitat criptico como barrenadores y
algunas plagas edaficolas o que presentan alguna fase de desarrollo en el suelo
(Gaugler, 2002 y Alatorre, 2012). La mayor cantidad de las especies de nematodos
entomopatdégenos de uso actual en la agricultura tienen procedencia de Estados
Unidos de América (EUA) (IPN, 2014).

En México, es poca la informacion con respecto al potencial de identificacion y
distribucion de nematodos entomopatdgenos nativos, que pueden permitir la
seleccién de aislamientos promisorios como alternativa de control de plagas. Se
tiene conocimiento solamente en México de la cepa Steinernema carpocapsae, que
originalmente fue aislada de larvas infectadas de la palomilla de la manzana Cydia
pomonella, en Allende, Chihuahua por Caltagirone (Poinar, 1990). Es posible que

muchas especies adicionales pueden ser descubiertas, debido a la metodologia



practica de encontrar especies de Nematodos adaptados localmente, ya que
usualmente tienen determinado una base geografica (Salas et al., 2000).

Por lo que se considera que el éxito de los nematodos entomopatdgenos depende
del uso de cepas nativas aisladas de cada region en especifico para tener un mejor
control de las plagas nativas. Aunque existen diferentes factores claves para
incrementar su efectividad al momento del combate, como el conocimiento y habitos
del insecto plaga, adicionalmente factores ambientales como la temperatura,
humedad y textura del suelo Gonzéalez (2006). Este trabajo sera determinar la
patogenicidad y virulencia de cepas nativas del Noreste de México sobre el insecto

modelo Tenebrio molitor.



Justificacion

Con el fin de incorporar el uso de nematodos entomopatégenos en programas de
control bioldgico, es necesario seleccionar cepas que presenten mayor efectividad

y adaptabilidad en cuanto a una region geografica en especifico.

Objetivd general

Determinar la patogenicidad y virulencia de nematodos entomopatégenos nativos
del Noreste de México sobre Tenebrio molitor bajo condiciones in vitro.

Objetivos especificos

+ Evaluar la patogenicidad y virulencia de diferentes cepas de nematodos
entomopatdégenos
+ Calcular la dosis letal media (DLso) de las cepas evaluadas sobre larvas de

Tenebrio molitor.

Hipotesis

Por lo menos una cepa de nematodos entomopatdgenos sera estadisticamente mas

patogénica y virulenta sobre Tenebrio molitor.



REVISION DE LITERATURA

Nematodos

Los nematodos son organismos vivos filiformes, poseen cabeza con aparato bucal
terminal y cola terminada en punta para algunas especies. El tracto digestivo
consiste en un estbmago y esofago, que juntos disponen una tercera parte del total
del cuerpo de este. En la parte posterior, el intestino ocupa otras dos partes. Las
gonadas de la hembra constituyen una vulva (vagina) uno de los dos oviductos y
ovarios que se extienden anteriormente y posteriormente de donde la vulva se
localiza. Los nematodos juveniles estos no poseen estructuras genitales externas.
El ciclo de vida esta constituido de tres estados de desarrollo los cuales son: huevo,
juvenil, adulto. Los huevos son de tamafio microscopicos, los adultos hembras
pueden ser identificados por una abertura ventral de la vulva cerca de la mitad del
cuerpo o hacia la cola. También se pueden identificar por la presencia de huevos o
nematodos joévenes en su interior de su cuerpo. Los adultos machos son
distinguidos por la presencia de espiculas en la region de la cola y por su estructura

aplanada o hinchada de la cola (Castillo, 1995 y Cepeda, 1997).

Nematodos entomopatégenos

La relacidon que existe entre hospedero-nematodo se ha determinado en diferentes
habitats, estudiando la atraccion del nematodo hacia el hospedero, las fuentes de
alimentacion, como la influencia de estimulos quimicos. Se ha determinado
diferentes asociaciones entre los nematodos y los insectos, siendo las mas

influyentes: foresis, parasitismo facultativo, parasitismo obligado (Alves, 1986).

Diversos estudios de investigacion concuerdan que los nematodos san atraidos por
los insectos por la presencia de Diéxido de Carbono (CO2), la temperatura que

presentan los insectos por su cuerpo, la presencia de las bacterias Xenorhabdus



spp., y Photorhabdus spp., en el nematodo, componentes fecales del insecto y el
plasma del insecto hospedero. El grado que genera esta atraccion depende entre

las especies del insecto hospedero (Lopez s/fy Arredondo et al., 1999).

Las familias Steinernematidae y Heterorhabditidae se consideran como nematodos
entomopatdégenos estas muestran una asociacion simbidtica con bacterias
especificas del género Xenorhabdus spp., y Photorhabdus spp., respectivamente,
ubicandose Unicamente en el intestino de los juveniles infectivos. Probando en su
totalidad la patogenicidad y virulencia de ambas familias. Los nematodos se
alimentan de la misma bacteria y del cadaver en descomposicién del insecto
hospedero, estos se reproducen de dos a tres generaciones aun dentro del cadaver
para completar su desarrollo y emergen como juveniles de tercer estadio o juveniles
infectivos, posteriormente dispersandose dentro del suelo en busqueda de nuevos

insectos hospederos (Alatorre, 2012).

El uso de nematodos entomopatdgenos actualmente es como agentes microbianos
por su alto potencial de control biolégico, infectado a los 6rdenes Lepidoptera,
Coleoptera, Diptera, Orthoptera, Hymenoptera e Isoptera. Entre las especies mas
relevantes se reportan algunas que tienen un alto indice de insectos hospederos, el

cual han sido eficientes en el control del mismo. Siendo las siguientes:

+ Steinernema carpocapse infecta a mas de 250 especies de insecto,
pertenecientes aproximadamente a 75 familias que se extiende a casi 11
ordenes de insecto (Poinar, 1979).

+ Steinernema scapterisci esta especie se utiliza en el control biolégico clasico
contra grillos topos (Nguyen y Smart, 1990).

+ Scapteriscus vicinus especie de la cual parasita termitas y otros ortépteroides
(Nguyen y Smart, 1992).

Nguyen (1999) menciond algunos géneros y especies descritas de nematodos
entomopatdégenos que tienen mucho énfasis de infeccion hacia algunos géneros de

insectos tales especies como:



Cuadro 1. Especies descritas de los géneros Steinernema y Heterorhabditis como
nematodos entomopatégenos

Genero Especie
Heterorhabditis Argentinensis, bacteriophora, hepialus, megidis, marelatus.
Steinernema abbasi, affine, arenarium, bicornutum, caudatum, cerotophorum,

cubanum, intermedium, glaseri, karii, kushidai, kraussei, longicaudum,
monticolum, neocurtillae, oregonense, puertoricens, rarum, riobrave,

scapterisci, siamkayai.

Lépez (s/f) menciond que los nematodos entomopatdgenos tienen importancia en
el manejo de los siguientes insectos plaga Fungus gnatus, Bradysia spp., que son
plagas en ornamentales producidas bajo invernaderos, el cual dafia la corteza en
las ornamentales y reduce el vigor de las plantas. Como también picudos
barrenadores en citricos Diaprepes abbreviatus, Artipus floridanus y el picudo
radical de los citricos Pachnaeus litus, P. opalus también Otiorhynchus ovalus y O.
sulcatus o picudos de los vifiedos en cultivos de moras y fresas, algunas plagas

tales como Heliothis zea, Spodoptera frugiperda y el trozador negro Agrotis ipsilon.

Lezama et al. (1996) reportaron que la susceptibilidad de larvas de Anastrepha
ludens (Diptera: Tephritidae) a diversos nematodos entomopatdgenos de las
familias (Steinernematidae y Heterorhabditidae). Se demostré que la plaga es
susceptible en diferentes grados a los nematodos probados; Steinernema riobravis
y S. carpocapsae cepa All mataron un 90% de larvas y pupas; mientras tanto
Heterorhabditis bacteriophora cepa NC mataron un 82.5% de larvas y pupas; S.
feltiae el 81.25%; la cepa S. carpocapsae Tecoman causo el 76% de mortalidad,
mientras que H. bacteriophora Tecoman y S. glaseri el 52.5%. Estos resultados
surgieron para determinar que las especies S. riobravis y S. carpocapsae cepa All
tienen mayor potencial como agentes microbianos de control biolégico contras

larvas y pupas de Anastrepha ludens.



Caracteristicas de la Clase Secernentea

Generalmente presentan fasmidios, los anfidios pares de 6rganos quimiotaxicos
localizados lateralmente sobre la cabeza o anteriores al cuello son generalmente
pequefios en forma de poro, raras veces ovaladas, como una ranura, en posicion
anterior a los labios. Carecen de glandulas caudales. Organos sensoriales de la
cabeza, papilas muy raramente setosas. El estilete tiene protuberancias basales y
abre ventralmente. Esofago: tielencoide, afenlencoide, rhabditoide. Machos
usualmente con Bursa, a veces con un poro de papilas genitales. Sistema excretor
con uno o dos glandulas, subventrales con canales laterales presentes y en la parte
terminal del conducto cuticularizado. Deiridios presentes (Yepez, 1972).

Caracteristicas: Orden Rhabditida

Algunas especies de Rhabditidos asociados a insectos actuian como pardsitos
facultativos, mientras otros presentan relaciones foréticas (Poinar, 1975). Dentro de
las formas parasiticas destacan las familias Steinernematidae y Heterorhabditidae,
las cuales han desarrollado un estado parasitico especial en el cual buscan a su
huésped activamente y penetran hasta llegar al hemocele del insecto, ambas
familias estdn asociadas mutualistamente a las bacterias Xenorhabdus spp., y
Photorhabdus spp., respectivamente, que las conlleva a ser de mayor virulencia

para ambas familias (Arredondo et al., 1999).

Los estadios infectivos de estos nematodos presentan atributos tanto parasitos
como entomopatdgenos. Cuando actlan como parasito les ayuda los
quimiorreceptores que ellos tienen y son moviles, como patdégenos tienen la
capacidad de ser muy virulentos, matando a sus huéspedes rapidamente (Kaya y
Gaugler, 1993). El uso de los nematodos entomopatdgenos en la agricultura son
seguros ya que estos no causan ningun dafio a las plantas, vertebrados y otros

invertebrados (Poinar, 1989).



Caracteristicas del género Heterorhabditis

Segun Poinar (1976) clasifico a Heterorhabditis como género, perteneciendo al
orden Rhabditida, familia Heterorhabditidae. Guzman y Alatorre (1999) reportaron
que la familia Heterorhabditidae son patégenos obligados de insectos que matan a
su huésped. Desarrollando dos generaciones en el insecto. Siendo hermafroditas
en la primera generacién, amfimicticos (particion de machos y hembras) en la
segunda generacion. Esta familia fue establecida con H. bacteriophora como

especie tipo.

Morfologia

Los infectivos juveniles, tienen localizado el poro excretor posterior al anillo
nervioso. Los machos presentan Bursa, espiculas apareadas y separadas, nueve
pares de papilas genitales y gubernaculo presente. Tienen seis labios que pueden
estar parcialmente fusionados en la base, cada labio con una Unica papila labial.
Los Heterorhabditis spp., presentan una asociacion mutualista con la bacteria
Photorhabdus luminescens. Tienen una alta capacidad de parasitar la mayor parte
de ordenes y familias de insectos considerados plaga, se pueden cultivar de forma
in vivo o in vitro de manera masiva sobre medios de cultivos artificiales y los estadios
infectivos tienen la capacidad de conservar infectividad cuando son almacenados

por un largo tiempo (George y Poinar, 1979).



"W 4 Cuticula

Figura 1. A), juvenil infectivo de tercer estadio de Heterorhabditis spp., B), juvenil infectivo
conservando la cuticula del J2 (INIAP, 2014).

Ciclo de vida y Patogenicidad

Los Heterorhabditidos inician la infeccidén en el tercer estado juvenil (J3), este esta
adaptado morfolégicamente y fisiologicamente para permanecer en el medio
ambiente sin alimentarse durante periodos largos. Durante las adaptaciones
morfologicas se hace mencion el aparato digestivo, el cual no es funcional la boca
y el ano estan cerrados. La bacteria simbiodtica Photorhabdus luminescens presenta
un papel nutricional importante dentro del huésped, ademéas de matar rapidamente
al insecto plaga, permite a los nematodos tener un amplio rango de huéspedes
(Poinar, 1979). El estado infectivo del nematodo est4d adaptado para buscar y
sobrevivir en el suelo, pero existe unas limitantes que dificultad el movimiento del
mismo, esto se basa por el tipo de suelo donde se encuentre y la humedad micro-
ambiental. Se reportd que H. bacteriophora realiza la busqueda de su huésped

cerca de la superficie del suelo (Alatorre y Kaya, 1990).

Los infectivos juveniles tienen la capacidad de buscar activamente a su huésped,

ocurriendo esta en respuesta a estimulos fisico, quimicos producidos por el huésped
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(gradientes de COg2, temperatura del hospedero, producto de excreciones del
huésped) (Gaugler et al., 1991).

Choo et al. (1989) propusieron en base a la habilidad para localizar a su huésped,
que los Heterorhabditidos tienen mayor habilidad que los Steinernamatidos, pero
cabe mencionar que dicha habilidad de busqueda se puede incrementar

seleccionando poblaciones de nematodos a través de varias generaciones.

La forma de penetracion al huésped son por la boca, ano y espiraculos sin embargo
Heterorhabditis spp., posee un diente dorsal el cual utiliza para romper la cuticula

del insecto y poder entrar directamente al hemocele (Guzman y Alatorre, 1999).

La reproduccion de (juvenil a juvenil) tarda 12 dias. El J3 abandona el cadaver en
busca de nuevo huésped, los juveniles infectivos no se alimentan pero pueden
sobrevivir varias semanas de la sustancia que tienen almacenadas como reservas

y por varios meses al entrar en estado anhidrobiético (Womersley y Gaugler, 1990).

Como actla dentro del insecto

Los infectivos juveniles que invaden el hemocele del huésped liberan la bacteria
simbidtica Photorhabdus luminescens que coloniza rapidamente al insecto,
derivandole la muerte por septicemia durante un periodo de 48 a 72 horas. Al mismo
tiempo la bacteria produce antibioticos dentro del cuerpo del insecto para evitar la
colonizacion de otras bacterias contaminantes. Estas bacterias y sus subproductos
le ayudan al nematodo para su desarrollo, poniendo al nematodo como vector que

este ayuda que la bacteria llegue al insecto (Woodring y Kaya, 1988).

Sintomatologia
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Los cadaveres del huésped de Heterorhabditis spp., se tornan de un color rojo,
rojizo, rojo ladrillo, purpura, naranja oscuro, café, café oscuro o rara vez de color
verde, otra caracteristica para identificar la sintomatologia que presenta
Heterorhabditis spp., es la presencia de luminiscencia en la oscuridad (Woodring y
Kaya, 1988).

Especies de Heterorhabditis y bacteria mutualista

Boemare et al., (1993) mencionaron que el género estd compuesto por ocho
especies, todos ellos asociados mutualistamente a la bacteria Photorhabdus

luminescens.

Cuadro 2. Especies de Heterorhabditis y bacteria mutualista

Especie de Heterorhabditis Bacteria asociada
Heterorhabditis argentinensis Photorhabdus luminescens
Heterorhabditis bacteriophora(=Heliothidis) Photorahabdus luminescens
Heterorhabditis brevicaudis Photorhabdus luminescens
Heterorhabditis hawaiiensis Photorhabdus luminescens
Heterorhabditis indicus Photorhabdus luminescens
Heterorhabditis marelatus Photorhabdus luminescens
Heterorhabditis megidis Photorhabdus luminescens
Heterorhabditis zelandica Photorhabdus luminescens

Caracteristicas del género Steinernema

Segun Chitwood (1937) clasificé a Steinernema como género, perteneciendo
al orden Rhabditida, Familia Steinernematidae. Nguyen y Smart (1996) reportaron
gue los Steinernematidos son patdégenos obligados de insectos que logran matar a
su huésped cuando penetran y llegan al hemocele del insecto. Se producen dos o

tres generaciones dentro del cadaver, Steinernema spp., presenta machos y
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hembras (no hermafroditas) la copula se debe generar entre hembra y macho para

la reproduccion.

Morfologia

Una de las caracteristicas con la que se puede distinguir a los juveniles inefectivo
de los Steinernema spp., es la presencia de un poro excretor localizado en posicién
anterior al anillo nervioso. Los machos no poseen Bursa y tienen de 21 a 23 papilas
genitales. El estoma es corto y ancho, el eséfago compuesto de un cuerpo cilindrico,
espiculas apareadas y separadas y gubernaculos presentes. También muestran
una asociacion mutualista con bacterias del género Xenorhabdus spp., las cuales

se encuentran localizadas en su intestino del nematodo (George y Poinar, 1979).

Figura 2. B), Juvenil infectivo del tercer estadio de Steinernema carpocapsea A), muestra
la cuticula del segundo estadio (arriba) (INIAP, 2014).

Ciclo de Vida y Patogenicidad
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La infeccion por Steinernematidos es dada por el J3, esta adaptado
morfologicamente y fisiologicamente para establecerse en el medio ambiente sin
poder alimentarse por un tiempo largo. Xenorhabdus spp., es la bacteria simbiética
relacionada con Steinernema spp., que le brinda beneficios al nematodo como
matar en menor tiempo al huésped, importancia nutricional y un rango alto de

hospederos (Poinar, 1979).

De igual forma que los Heterorhabditidos estan adaptados para buscar a su
huésped y sobrevivir en el suelo, seguin reportes S. carpocapsae, S. glaseri tiene la
facilidad de buscar a sus huéspedes cerca o sobre la superficie del suelo (Alatorre
y Kaya, 1990).

Cada estado subsiguiente se alimenta y muda hasta el proximo estado, de J2 a J3
y luego a J4 vy finalmente al estado adulto, tienen la tendencia de buscar a su
huésped por los estimulos fisicos y quimicos que este produce, las vias mas
comunes de entrada al huésped es por la boca, ano y espiraculos. La reproduccién
de los Steinernematidos consta de alrededor de 10 dias, periodo en que se completa
el ciclo de vida. Y finalmente el J3 abandona el cadaver en busca de nuevos
huéspedes y de igual manera que los Heterorhabditis spp., pueden vivir por varias

semanas o meses (Womersley y Gaugler, 1990).

Como actlan dentro del insecto

Se sabe que el infectivo juvenil transporta la bacteria Xenorhabdus spp., En la
porcién ventricular de su intestino. Una vez que el nematodo penetro y alcanzo el
hemocele, la bacteria es liberada dentro de la hemolinfa donde se propaga,
causando la muerte del hospedante por septicemia dentro de 48 horas.
Principalmente al multiplicarse la bacteria produce enzimas proteoliticas
(destructoras de proteina). EI nematodo se alimenta de la bacteria y tejidos del
hospedante, estas bacterias proveen los componentes necesarios para Su

desarrollo, principalmente en su sistema reproductor. La bacteria depende del
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nematodo para poder penetrar hasta la hemolinfa y parasitar al huésped. Estando
el nematodo adentro del insecto huésped este inhibe sus defensas antibacterianas.
La bacteria genera toxinas que matan al huésped y produce antibiéticos para evitar

la proliferacién de otras bacterias contaminantes (Akhurst, 1989).

Sintomatologia

El cadaver del insecto huésped infectado por Steinernema spp., cambia de color
crema, naranja, amarillo, amarillo oscuro rara vez negro y este no presenta
luminiscencia en la oscuridad caracteristica para identificar por cual familia fue

infectado el hospedante. (Woodring y Kaya, 1988).

Especies de Steinernema y bacteria asociada

Guzman y Alatorre (1999). Mencionaron que existen 16 especies descritas del
genero Steinernema spp., encontradas infectando de forma natural a insectos con

una relacion mutualista con la bacteria del género Xenorhabdus spp.

Cuadro 3. Especies de Steinernema y bacteria asociada

Especies de Steinernema Bacteria asociada

Steinernema affinis Xenorhabdus bovienii
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Steinernema anomali Xenorhabdus spp.

Steinernema bicornutum No identificada
Steinernema carpocapsae Xenorhabdus nematophilus
Steinernema Filipjev Xenorhabdus bovienii
Steinernema glaseri Xenorhabdus poinarii
Steinernema intermedia Xenorhabdus bovienii
Steinernema kraussei No identificada
Steinernema kushidai No identificada
Steinernema longicaudatum No identificada
Steinernema neocurtilis No identificada
Steinernema puertoricensis No identificada
Steinernema rara No identificada
Steinernema riobravis No identificada
Steinernema ritteri No identificada
Steinernema scapterisci No identificada

Métodos de produccion de nematodos entomopatégenos

La produccion masiva de agentes de control microbiano para el uso de
bioplaguicidas en el mercado estd denominado por antagonistas, artrépodos,
nematodos y microorganismos (bacterias y hongos). Los nematodos
entomopatdgenos tiene la caracteristica de ser cultivados de manera facil in vitro o
in vivo. El insecto utilizado como reactor biolégico es la polilla mayor de las
colmenas Galleria mellonella. Este se utiliza para una produccién en menor escala
de manera in vivo, inoculando al nematodo en larvas de tercer estadio de G.
mellonella, teniendo una produccion de 200,000.00 a 400,000.00 juveniles infectivos
por larva, con emergencia de juveniles infectivos de tercer estadio a los 10 dias de
la inoculacion. Para la produccion de manera in vitro en escala de mayor produccion,
existe el método en medio solido dimensional o método de fermentacion liquida y
meétodo solido tridimensional. Donde usan espuma de poliuretano poliéster como

medio nutritivo, inoculando primero la bacteria simbionte y después los nematodos,
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produciendo un aproximado de 7,500 a 8,000 millones de juveniles infectivos por
litro con estos métodos (Bedding, 1984; Saenz, 2000; Shapiro et al., 2003).

Produccién de nematodos entomopatdgenos usando a Tenebrio molitor

como reactor biolégico

El insecto que obtiene el segundo lugar como reactor biolégico para la produccion
de nematodos entomopatdgenos (NEPs) es Tenebrio molitor, su cria es
sustancialmente més barata en laboratorio, la obtencién del mismo es mas sencilla,
ya que es criado en tiendas de mascotas para la alimentacion de otros seres vivos.
Por los grandes beneficios que se obtiene al consumir este insecto, son criados por
mas compafias que cualquier otro insecto. La susceptibilidad que tiene con las
especies de NEPs es alta.

Para proceder la produccidon de nematodos principalmente se tiene que infectar a
las larvas de T. molitor Por ejemplo, las tasas de aproximadamente 100-600
juveniles infectivos por insecto-larva suelen ser suficientes (dependiendo de las
especies de nematodos y el método de inoculacién) para infectar a T. molitor.
Infectada la larva es colocada en trampas White, consiste en un plato o bandeja
(caja Petri) en la que se colocan los cadaveres, el plato esta rodeado de agua, que
esta contenida por un papel whatman. Todos los laboratorios de NEPs usan ese
método aunque con algunas modificaciones, especialmente para produccion,
experimentos y para mantenimiento de colecciones de nematodos. Otro método
utilizado son las camaras humedas. Con este insecto como reactor biolégico se
obtiene un aproximado de 80,000.00 a 100,000.00 juveniles infectivos por larva, con
un tiempo de emergencia de los cadaveres de las larvas a los 11 dias de la
inoculacion (Kaya y Stock, 1997). El rendimiento de nematodos también varia
proporcionalmente al tamafio del hospedador, la cantidad de juveniles infectivos

inoculados, la temperatura, la humedad y la aireacion manejada en el proceso. Al
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menos se tienen 13 especies de NEPs activas como bioplaguicidas comercialmente
(Lacey, 2017).

Virulencia

Se comprende como la capacidad de generar enfermedad en términos de grado o
velocidad de dafio, los NEPs poseen esa capacidad hacia un hospedante insecto.
La alta virulencia es una caracteristica esencial que debe contener todo agente
microbiano que se quiera utilizar en estrategias de control a corto plazo, lo cual les

permite tener:

a) Capacidad para matar mas rapidamente

b) Reducir los dafios al cultivo, ya que tendria la capacidad de reducir la
poblacién del insecto por debajo del umbral econémico o de dafio (Vazquez,
2006).

Importancia de las plagas del suelo

El suelo no solo constituye la capa superficial de la corteza terrestre. Es el medio
natural en donde se da el desarrollo de la vida vegetal, el suelo es el que alimenta
los cultivos y al mismo tiempo constituye la base de la rentabilidad de la agricultura.
El estudio de los insectos subterraneos es importante a nivel mundial debido a los
dafios econdmicos que causan a numerosas especies vegetales. En México existen
muchas especies de insectos que viven en el suelo, particularmente de los 6rdenes
Coledptera y Lepidoptera, que causan perjuicios considerables a los cultivos, el
dafio que las larvas ocasionan a la planta es irreversible por alimentarse de las
partes subterraneas y la base del tallo. Las larvas de las plagas del suelo raspan,
cortan o atraviesan los tallos a altura del suelo, debilitando la planta por otra parte

hay larvas que atacan los tubérculos en el suelo, Permitiendo la entrada de
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patdbgenos u otros insectos. Las pérdidas en rendimiento y calidad varian de

acuerdo con la plaga, cultivo, manejo agronémico y la region (FAO, 2004).
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion del area del experimento

El presente trabajo se desarrollé en la cAmara bioclimética siete, del Departamento
de Parasitologia agricola, localizado en el campus principal de la Universidad

Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), Buenavista, Saltillo, Coahuila, México.

Reactivacion de cepas entomopatégenas y origen

Las cepas utilizadas fueron donadas de la coleccion del banco de microorganismos
entomopatdégenos de la camara bioclimatica siete (UAAAN), (cepas M5, M6, M18,
Mz6, MZ9 y B7); originalmente fueron colectados de las é&reas agricolas
experimentales de "El Bajio" en la Universidad. Previamente, las cepas utilizadas
fueron identificadas morfoloégicamente por el M.C. Diego Trevifio Cueto. Se realizd
una infeccién previa a los bioensayos de patogenicidad, con la finalidad de contar
con juveniles infectivos (JI) de tercer estadio. Se seleccionaron larvas de T. molitor
de ultimo estadio, de la colonia ya establecida en la misma camara, mantenida con
una dieta artificial de hojuelas de avena y harina. Se prepararon 18 cajas Petri en
total, con cinco larvas y tres repeticiones por cepa. Colocando un circulo de papel
estraza humedecido con agua purificada en cada caja Petri. Se agregaron 500 pl
de solucién agua-nematodo de cada cepa a sus tres repeticiones. Se rotularon las
cepas e incubando a temperatura ambiente y asi confirmar los postulados de Koch
y la patogenicidad de las cepas. Mostrando las larvas sintomatologia de infeccion
por los NEPs; posteriormente se introdujeron en camaras humedas con la finalidad

gue los JI eclosionen del huésped.

Identificacién de género de nematodos
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Con la finalidad de corroborar el género para cada cepa utilizada. Se identificd con
parametros ya establecidos de sintomatologia que muestran los cadaveres de sus
huéspedes de Steinernema spp., y Heterorhabditis spp., Cada larva fue observada
detalladamente de forma visual, verificando que las caracteristicas que definen a
cada género de NEPs estuvieran presentes.

Bioensayo de patogenicidad y virulencia in vitro contra Tenebrio molitor

Se realizé un conteo de nematodos para determinar las concentraciones. Aplicando
a cada cepa la dosis de Jl requerida. De la solucion madre se tomaron tres muestras
de 5 pl, contabilizando visualmente el promedio de JI por muestra en el microscopio
compuesto. Posteriormente se ajusto para determinar la cantidad de JI por mililitro

y ajustar la dosis requerida en concentraciones/ml (Shapiro et al., 2016).

En la realizacion del bioensayo se utilizaron seis aislamientos; Steinernema spp.,
(cepas M6, M5, B7) y Heterorhabditis spp., (cepas M18, MZ9, MZ6). Se utilizaron
larvas de ultimo instar. La unidad experimental estuvo constituida por cajas Petri de
100 x 15 mm. Colocando un circulo de papel estraza himedo por caja Petri y un
grupo de 10 larvas de T. molitor, aplicando dosis de 10, 25, 50, 100, 200 JI/ larva de
Tenebrio. Se estableci6 un total de 30 tratamientos (seis cepas con cinco
dosis/cepa) y 10 repeticiones con un testigo de 10 larvas tratadas con agua
purificada sin nematodos. Se establecié un disefio completamente al azar. Una vez
efectuada la inoculacion equitativamente con la solucion agua-nematodo
(concentracion), se registré la mortalidad de larvas cada 24 horas por 72 horas.
Verificando que las larvas muertas no presentaran movilidad (Beavers y Calkins,
1984; Finney y Bennet, 1984).
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Analisis de datos

Con los datos obtenidos en el bioensayo se realiz6 correccién de mortalidad con la
férmula propuesta por Abbott (1925); posteriormente se determind la curva de
respuesta dosis-mortalidad mediante un analisis Probit (Finney, 1971). Para obtener
la dosis letal media (DLso), se utilizé el programa estadistico computacional SAS
(1988). Se realiz6 un analisis de varianza para las mortalidades por tiempos y dosis
y se aplico la prueba de Tukey para la separacion de las medias en el programa R

studio.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Todas las cepas reactivadas fueron capaces de multiplicarse, reproducirse y al
mismo tiempo los JI, pudieron desarrollarse de manera aparentemente normal
sobre las larvas de T. molitor. La reactivacion de cepas (M5, M6, M18, MZ6, MZ9 y
B7) se manifest6 de manera adecuada confirmando en su totalidad la patogenicidad
y los postulados de Koch. Lo cual coincide con Glaser que investigo la patogenicidad
de nematodos entomopatdgenos y los clasific6 como agentes de control bioldgico
contra insectos plagas (Glaser, 1932). Desde la inoculacion de las cepas en las

larvas hasta obtener JI transcurrié un periodo aproximado de 17 dias.

Sintomatologia observada en la reactivacién de cepas corroborando la

identificacion

En el cuadro 4 se observa la sintomatologia que presentaron las larvas infectadas
con cada cepa, determinando la sintomatologia ya establecida para cada género de
NEPs, confirmando la cepa con el género utilizado en el experimento. De acuerdo
con Woodring y Kaya el color obtenido para el género Steinernema spp., €s
amarillento, café o negruzco; se presenta ausencia de luminiscencia de la bacteria
Xenorhabdus spp. Por otra parte, Heterorhabditis spp., genera un color rojizo-café
oscuro, o color vino, causado por la bacteria Photorhabdus spp. Sin embargo en
nuestro trabajo no se observd la bioluminiscencia reportada para este género
(Woodring y Kaya, 1988).
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Cuadro 4. Sintomatologia observados en Tenebrio molitor para confirmar el género

de la cepa evaluada

Cepa Género Sintomatologia Origen Foto
observada

M5 Steinernema Color amarillo — Coahuila

Spp.

crema presencia

de sintomatologia

alas 48 horas

M18 Heterorhabditis

spp. oscuro

Coahuila

Color rojizo - café

sintomatologia a

las 72 horas

MzZ6 Heterorhabditis  Color rojizo - café  Coahuila
spp. oscuro presencia

de sintomatologia

alas 72 horas
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Bioensayo de patogenicidad y virulencia

Todas las cepas evaluadas presentaron mortalidad en un rango de 15.16% a 100%
en tiempos de 24 a 72 horas. La cepa que obtuvo la mayor virulencia fue M5
Steinerema spp. Ehlers (2001) menciona que la actividad larvicida que generan los
NEPs, se debe al mutualismo entre las bacterias que poseen las familias
consideradas NEPs. Debido a la bacteria (Xenorhabdus spp.) que posee el género
Steinernema spp., aparentemente en este caso actué con mayor virulencia en las
larvas de T. molitor por lo que se considera la cepa M5 (Steinernema spp.,) mas

virulenta, patogénica y con mayor efecto larvicida.

Dosis letal media de las cepas evaluadas contra larvas de Tenebrio molitor

Es importante mencionar que las cepas evaluadas mostraron rapidamente altos
niveles de mortalidad (a veces a las 24 horas) en las condiciones utilizadas y a las
dosis aplicadas. Por esta razon, el andlisis Probit no determiné los limites fiduciales
(intervalos de confianza). Lo cual se debié posiblemente a la poca diferencia de
mortalidad entre las dosis y los tiempos de incubacion, y a la competencia intra-
especifica; entre mayor presencia de individuos la competencia es alta,
posiblemente esto genera una invasién menor o menos acentuada por cual dosis
altas presentaron resultados similares de mortalidad respecto a las dosis mas bajas.
Alatorre y Kaya (1990) mencionaron que la competencia intra-especifica se da entre
nematodos entomopatégenos, como en cualquier poblacién de seres vivos. Por lo
tanto, es factible que la infeccién (mortalidad) no es creciente al aumentar la dosis,
sino que se mantiene estable o al contrario puede incluso disminuir, como se
observé en algunos tratamientos del trabajo presente. Posiblemente una relaciéon
mas clara entre dosis y mortalidad se hubiera visto si se hubieran utilizado dosis

aun mas bajas (menos de cinco Jl/larva).
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Los resultados obtenidos del analisis Probit se muestran en los apéndices del 1al 6,
cabe mencionar de nuevo que no son informativos porque la mortalidad no aumenta
perceptiblemente al incrementar las dosis. En el cuadro 5 se pueden observar las
dosis letales para un tiempo de 48 h. La menor dosis letal media fue en la cepa MZ9
(Heterorhabditis spp.,) con DLso de 4 Jl/larva de T. molitor. Doucet et al. (1992)
reportan para la especie H. bacteriophora una dosis letal media (DLso) de 4 a 9
Jl/larva de G. mellonella. Coincidiendo con la cepa MZ9 Heterorhabditis spp.

La cepa que obtuvo la dosis letal media con numero alto de JI fue la cepa MZ6
(Heterorhabditis spp.,) con DLso de 600,350 Jl/larva de T. molitor. Alvarado (2012)
determino para el género Steinernama spp., DLso de 7,174 Jl/larva de G. mellonella.
Corroborando con los resultados obtenidos en el cuadro 5 y en comparacién con lo
reportado por Alvarado se determina que no existe tendencia a mayor mortalidad
en las dosis observadas, entre nuestros aislamientos de los dos géneros. Aun
perteneciendo ambos géneros (Steinernema spp., y Heterorhabditis spp.,) a familias
de NEPs.

Cuadro 5. Efectividad bioldgica en dosis letal media sobre Tenebrio molitor por cepa

Cepa Genero X h DLso pendiente Pr >
JI/L
M6 Steinernema spp. 48 797.10 0.3214 0.0938
B7 Steinernema spp. 48 227.45 0.9256 0.0079
M5 Steinernema spp. 48 52.27 0.5818 0.0781
MZ6 Heterorhabditis spp. 48 600353 0.0446 0.7194
MZ9 Heterorhabditis spp. 48 3.75 0.2887 0.0496
M18 Heterorhabditis spp. 48 114.76 0.0853 0.4899

Pr >: probabilidad al 95% Tukey, X: media de las horas utilizadas (24, 48y 72 h)

Mortalidad sobre Tenebrio molitor causada por las cepas de nematodos

entomopatdgenos

Comparando las cinco cepas evaluadas en base a los resultados de porcentaje de

mortalidad, la cepa que presenté mejor actividad larvicida fue M5 Steinernema spp.,
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con 100%, cepa M6 Steinernema spp., con 97%, cepa MZ9 Heterorhabditis spp.,
con 92.52%, cepa M18 Heterorhabditis spp., con 80.61%, cepa B7 Steinernema
spp., con 71.72% y cepa MZ6 Heterorhabditis spp., con 62.23% de mortalidad. Y
con mortalidad mas baja fue la cepa MZ9 género Heterorhabditis spp., con 15.16%

en dosis de 50 Jl/larva en tiempo de 24 h.

En el cuadro 6 se observa que hubo diferencia significativa entre dosis y hora de la
mortalidad de la cepa M5 Steinernema spp., Mostrando tres niveles de significancia
y desviacion estandar. Se observa un 100% de mortalidad en larvas de T. molitor a
partir de las dosis 25 a 200 Jl/larva en 72 h. Demostrando que en la dosis 25 Jl/larva
es eficiente al igual que la dosis 200 Jl/larva. Cabe detallar a las 48 h con la dosis
200 Jl/larva genera el 98% de mortalidad. Por lo que no existe diferencia significativa

en el uso de las diferentes dosis de Jl/larva con respecto al tiempo.

Cuadro 6. Mortalidad de la cepa M5 Steinernema spp., sobre Tenebrio molitor

Mortalidad de la cepa M5 Steinernema spp.

Dosis Jl/larva 24 h 48 h 72 h
(media +- SD) (media +- SD) (media +- SD)
10 30.75+-19.04 ¢ 66.55 +-20.41 b 83.94 +- 13.15b
25 56.80 +- 17.97 a 80.33 +- 16.86 ab 100 +- 0.00 a
50 40.44 +-9.41 bc 92.44 +- 10.47 a 100 +- 0.00 a
100 45.49 +- 17.42 bc 84.66 +- 12.76 a 100 +- 0.00 a
200 7216 +-17.16 ¢ 98.00 +-4.21 a 100 +- 0.00 a

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas, SD: desviacién
estandar.

La figura 3 muestra los porcentajes de mortalidad en diferentes dosis en tres
tiempos causados por la cepa M5 Steinernema spp., El cual redujo poblaciones del
100% en larvas de T. molitor en dosis de 25, 50, 100 y 200 Jl/larva en 72 h.
Concertando con lo reportado por Doucet et al. (1992) que menciond que para
especie S. carpocapsae causo el 100% de mortalidad en larvas de G. mellonella en
72 h.
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Figura 3. Porcentaje de mortalidad cepa M5 Steinernema spp.

En el cuadro 7 se presenta los niveles de significancia, desviacion estandar de la
cepa M6 Steinernema spp. La cual mostré diferencia significativa entre dosis por

hora con dos niveles de significancia. Resaltando en el tiempo de 24 h no hubo
diferencia significativa en ninguna dosis.

Cuadro 7. Mortalidad de la cepa M6 Steinernema spp., sobre Tenebrio molitor

Mortalidad de la cepa M6 Steinernema spp.

Dosis Jl/larva 24 h 48 h 72 h
(media +- SD) (media+- SD) (media +- SD)
10 24.02 +-14.25 a 58.83+- 17.83 b 77.09 +-19.11 ab
25 35.36 + 16.20 a 76.14 +- 13.61 ab 87.19 +- 9.18 ab
50 31.33+ 18.15a 79.41 + 1494 ab 95.55 +- 7.76a
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100 47.52 +- 15.12 a 89.66 +- 10.79 a 97.00 +- 4.83a
200 36.19+-27.31a 59.97+- 3887 b 65.55 +- 37.30b

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas, SD: desviacién
estandar.

En la figura 4 se muestran los porcentajes de mortalidad en larvas de T. molitor
obtenidos por dosis en tiempos de 24, 48y 72 h. Para la cepa M6 Steinernema spp.,
en comparacion con la cepa M5 Steinernema spp., la mayor mortalidad en el tiempo
de 72 h no hubo mucha diferencia. Generando una mortalidad maxima de 97% en
72 h con dosis de 100 Jl/larva siendo la dosis que actué mejor, una mortalidad
minima de 24.02% en 24 h con dosis de 10 Jl/larva. Ruiz et al. (2017) evaluaron la
mortalidad de la cepa NJ-43 S. glasari en larvas de T. molitor. Obteniendo una
mortalidad del 95% en 96 h, con dosis de 300 Jl/larva. Coincidiendo con la cepa M6

Steinernema spp., en rangos de mayor mortalidad.
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Figura 4. Porcentaje de mortalidad cepa M6 Steinernema spp.
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El cuadro 8 expone la mortalidad con niveles de significancia por dosis en tres
tiempos de la cepa B7 Steinernema spp., el cual no hubo diferencia significativa
entre las dosis aplicadas en los tiempos 24, 48 y 72 h. Por lo tanto las cinco dosis

pueden causar el mismo dafio en los tres tiempos estadisticamente.

Cuadro 8. Mortalidad de la cepa B7 Steinernema spp., sobre Tenebrio molitor

Mortalidad de la cepa B7 Steinernema spp.

Dosis Jl/larva

10

25

50
100
200

24 h
(media +- SD)
43.91 +- 12.48 a
48.00 +- 14.05 a
53.00 +- 18.16 a
40.19 +- 17.29 a
52.66 +- 25.77 a

48 h
(media +- SD)
66.27 +- 15.52 a
65.16 +- 19.33 a
60.55 +- 23.23 a
57.33 +- 24.93 a
67.33 +-29.72 a

72 h
(media +- SD)
71.72 +- 13.85 a
69.38 +- 18.25 a
71.13 +- 22.98 a
60.55 +- 22.78 a
69.05 +- 30.52 a

Letras iguales indican que no hubo diferencia estadisticamente significativa, SD: desviacion
estandar.

La Figura 5 interpreta el porcentaje de mortalidad en larvas de T. molitor de la cepa
B7 Steinernema spp., en intervalos de 40.19 a 71.72% de mortalidad en las cinco
dosis en los tres tiempos. Apreciando en la dosis 10 Jl/larva la mortalidad
sobresaliente de 71.72% en 72 h, contrario a la dosis 100 Jl/larva con porcentaje de
40.19% en 24 h. Cagnolo y Gonzélez (2017) estimaron el comportamiento de
localizacion y eleccion de hospederos de la especie S. rarum cepa OLI en larvas de
G. mellonella. Demostrando mortalidad del 85% con dosis de 150 Jl/larva en 48 h.
Por lo que se demuestra que hay variabilidad entre el control que ejercieron las
cepas. La cual puede ser por diferentes caracteristicas de adaptabilidad, factores
edéaficos, temperatura y la region geografica de la cual se aislaron las cepas
(Trevifio, 2015).
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Figura 5. Porcentaje de mortalidad cepa B7 Steinernema spp.

Se refleja en el cuadro 9 para la cepa MZ9 Heterorhabditis spp., que hay diferencia
significativas entre dosis y horas. Mostrando dos niveles de significancia y la
desviacion estandar. Resaltando en la dosis 50, 200 Jl/larva en 72 h en

comparacion con el género Steinernema spp., cepa M6 en las mismas dosis y hora
no hubo diferencia significativa.

Cuadro 9. Mortalidad de la cepa MZ9 Heterorhabditis spp., sobre Tenebrio molitor

Mortalidad de la cepa MZ9 Heterorhabditis spp.

Dosis Jl/larva 24 h 48 h 72 h
(media +- SD) (media +- SD) (media +- SD)
10 45.16 +-17.95a 58.03 +- 19.28 a 64.16 +-14.79 b
25 36.36 +- 19.11 ab 50.02 +- 13.44 b 69.94 +-15.84 b
50 15.16 +-21.32 b 57.80 +- 18.65 b 73.6+ 1553 b
100 28.52 +- 22.01 ab 82.72 +- 13.87 a 92.52 +-7.03 a
200 21.91 +-15.75 ab 85.94 +-7.89 a 9241 +-7.44 a

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas, SD: desviacién estandar
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En la figura 6 se muestra la mortalidad producida en larvas de T. molitor por la cepa
MZ9 Heterorhabditis spp., en tiempos de 24, 48 y 72 h. Notando que estableci6
mortalidad del 92.41% en dosis de 200 Jl/larva y 92.52% en dosis de 100 Jl/larva
en 72 h, mortalidad de 15.16% en 24 h con dosis de 50 Jl/larva. En contrastes con
lo reportado por Mracek et al. (1999) la especie S. kraussei logré matar el 100% en
larvas de G. mellonella en 265 h. coincidiendo en el porcentaje de mortalidad pero
la cepa MZ9 Heterorhabditis spp., fue mas virulenta con respecto al tiempo.
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Figura 6. Porcentaje de mortalidad cepa MZ9 Heterorhabditis spp.

En el cuadro 10 se observa la desviacién estandar y mortalidad de la cepa M18
Heterorhabditis spp., con diferencia significativa entre dosis y tiempo. Con tres
niveles de significancia, observando una distribucion normal solo en el tiempo 48 h

al incrementar la dosis aumenta la mortalidad.

Cuadro 10. Mortalidad de la cepa M18 Heterorhabditis spp., sobre Tenebrio molitor

Mortalidad de la cepa M18 Heterorhabditis spp.

Dosis Jl/larva 24 h 48 h 72 h
(media +- SD) (media +- SD) (media +- SD)
10 22.88+-12.39 b 24.88 +-15.00 c 32.47 +- 15.02 a
25 19.77 +-18.46 b 25.25 +- 15.66 bc 30.36 +- 15.78 ¢
50 39.49+-21.38 b 44,94 +- 21.03 bc 50.72 +- 21.80 bc
100 33.36 +-24.71 b 48.50 +- 24.06 b 59.19 +- 21.41 bc
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200 70.77 +- 13.66 a 75.00 +- 13.88 a 80.61 +- 13.25a

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas, SD: desviacion estandar

La figura 7 representa la mortalidad de T. molitor en dosis por tiempo para la cepa
M18 Heterorhabditis spp., Alcanzando una mortalidad de 80.61% con dosis de 200
Jl/larva en 72 h y una mortalidad de 19.77% con dosis de 25 Jl/larva en 24 h. James
et al. (2017) reportan una mortalidad para la especie H. noenieputensis del 93% en
larvas de Ceratitis capitata con dosis de 200 Jl/larva en 96 h. Teniendo mayor
mortalidad H. noenieputensis por factores antes mencionados. En comparacién con

las otras cinco cepas esta muestra una tendencia normal conforme a los tiempos
por dosis.
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Figura 7. Porcentaje de mortalidad cepa M18 Heterorhabditis spp.
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En el cuadro 11 se muestra la mortalidad en base a los niveles de significancia y la

desviacién estandar. La cepa MZ6 Heterorhabditis spp., ho generd diferencia

significativa entre dosis por tiempo, asiéndola estadisticamente igual de virulenta

que la cepa B7 Steinernema spp., que no presento diferencia significativa.

Cuadro 11. Mortalidad de la cepa MZ6 Heterorhabditis spp., sobre Tenebrio molitor

Mortalidad de la cepa MZ6 Heterorhabditis spp.

Dosis Jl/larva

10
25
50
100
200

24 h
(media +- SD)
40.16 +- 19.00 a
44.33 +- 19.52 a
42.05 +- 21.56 a
44.55 +- 18.60 a
42.63 +- 14.82 a

48 h
(media +- SD)
51.61 +- 30.30 a
50.66 +- 24.70 a
62.33 +- 26.18 a
56.11 +- 24.89 a
53.08 +- 23.09 a

72 h
(media +- SD)
56.83 +- 17.95 a
55.02 +- 19.11 a
70.44 +- 21.23 a
72.02 +-22.01 a
62.69 +- 15.75 a

Letras iguales indican que no hubo diferencia estadisticamente significativa, SD: desviacién

estandar.

La figura 8 ensefia el porcentaje de mortalidad de T. molitor en los tiempos de 24,

48 y 72 h. De la cepa MZ6 Heterorahbditis spp., con mortalidad mayor de 72.02%

con dosis de 100 Jl/larva en 72 h y menor porcentaje de 40.16% con dosis de 10

Jl/larva en 24 h. Monchan et al. (2011) midieron la infeccién de H. indica cepa T2

con una temperatura de 25 °C en larvas de T. molitor de ultimo instar, determinando

mortalidad de 43% con dosis de 50 Jl/larva en 72 h. Con lo mencionado la cepa

MZ6 Heterorhabditis spp., genera mejor actividad larvicida en la dosis de 100

Jl/larva.
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Figura 8. Porcentaje de mortalidad cepa MZ9 Heterorhabditis spp.

Comparacion de medias de mortalidad sobre Tenebrio molitor

El cuadro 12 se muestra la comparacion de medias de mortalidad en el tiempo de

24 h para todas las cepas evaluadas. Destacando la cepa M5 Steinernema spp.,

con 72.16% en dosis de 200 Jl/larva. Generando la menor mortalidad para la cepa
MZ9 Heterorhabditis spp., de 15.16% con dosis de 50 Jl/larva.

Cuadro 12. Comparacion de medias de la mortalidad sobre Tenebrio molitor entre
cepas evaluadas en tiempo de 24 horas.

Cepas por tiempo de 24 h

Dosis M5 M6 B7 MZ9 M18 MZ6
JI/ Steinernema Steinernema Steinernema Heterorhabditis  Heterorhabditis  Heterorhabditis

larva spp. spp. spp. spp. spp. spp.
(media +- SD) (media +- SD)  (media +- SD) (media +- SD) (media +- SD) (media +- SD)
10 30.75 +-19.04 24.02 +-14.25 4391 +- 12.48 45.16 +- 17.95 22.88 +- 12.39 40.16 +- 19.00
25 56.80 +- 17.97 35.36 + 16.20 48.00 +- 14.05 36.36 +- 19.11 19.77 +- 18.46 44.33 +- 19.52
50 40.44 +- 9.41 31.33 +-18.15 53.00 +- 18.16 15.16 +- 21.32 39.49 +- 21.38 42.05 +- 21.56
100 45.49 +- 17.42 4752 +-15.12 40.19 +- 17.29 28.52 +- 22.01 33.36 +- 24.71 44.55 +- 18.60
200 72.16 +- 17.16 36.19 +- 27.31 52.66 +- 25.77 21.91 +- 15.75 70.77 +- 13.66 42.63 +- 14.82
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En el cuadro 13 se aprecia la maxima mortalidad para la cepa M5 Steinernema spp.,

de 98% con dosis de 200 Jl/larva en tiempo de 48 h. Contrario la cepa M18
Heterorhabditis spp., con 24.88% en dosis de 10 Jl/larva en 48 h.

Cuadro 13. Comparacién de medias de la mortalidad sobre Tenebrio molitor entre
cepas evaluadas en tiempo de 48 horas.

Cepas por tiempo de 48 h

Dosis M5 M6 B7 MZ9 M18 MZ6
Ji/ Steinernema Steinernema Steinernema  Heterorhabditis  Heterorhabditis  Heterorhabditis
larva spp. spp. spp. sSpp. spp. spp.
(media +- SD) (media +- SD) (media +- SD)  (media +- SD) (media +- SD) (media +- SD)
10 66.55 +- 20.41 58.83 +- 17.83 66.27 +- 15.52 58.03 +- 19.28  24.88 +- 15.00 51.61 +- 30.30
25 80.33 +- 6.86 76.14 +- 13.61  65.16 +- 19.33 50.02 +- 13.44  25.25 +- 15.66 50.66 +- 24.70
50 92.44 +-10.47 79.41 +- 1494  60.55 +- 23.23 57.80+-18.65 44.94 +- 21.03 62.33 +- 26.18
100 84.66 +-12.76 89.66 +- 10.79 57.33 +-24.93 82.72 +-13.87  48.50 +- 24.06 56.11 +- 24.89
200 98.00 +-4.21  59.97 +- 38.87 67.33+-29.72 85.94 +- 7.89 75.00 + 13.88 53.08 +- 23.09
En el cuadro 14 se observa la comparacion de medias en tiempo de 72 h para las
cepas evaluadas. Especificando que las dosis de 25, 50, 100, 200 Jl/larva causaron
el 100% de mortalidad en la cepa M5 Steinernema spp., Contrario en la cepa M18
Heterorhabditis spp., obtuvo mortalidad menor de 30.36% con dosis de 25 Jl/larva.
Cuadro 14. Comparacion de medias de la mortalidad sobre Tenebrio molitor entre
cepas evaluadas en tiempo de 72 horas.
Cepas por tiempo de 72 h
Dosis M5 M6 B7 MZ9 M18 MZ6
Jl/ Steinernema Steinernema Steinernema Heterorhabditis Heterorhabditis = Heterorhabditis
larva spp. spp. spp. spp. spp. spp.
(media +- SD)  (media +- SD) (media +- SD) (media +- SD) (media +- SD) (media +- SD)
10 83.94 +-13.15 77.09 +-19.11  71.72 +- 13.85 64.16 +- 14.79  32.47 +- 15.02 56.83 +- 17.95
25 100 +- 0.00 87.19 +- 9.18 69.38 +- 18.25 69.94 +- 15.84  30.36 +- 15.78 55.02 +- 19.11
50 100 +- 0.00 95.55 +- 7.76 71.13 +- 22.98 73.6 +- 15.53 50.72 +- 21.80 70.44 +- 21.23
100 100 +- 0.00 97.00 +- 4.83 60.55 +- 22.78 92.52 +- 7.03 59.19 +- 21.41 72.02 +- 22.01
200 100 +- 0.00 65.55 +- 37.30  69.05 +- 30.52 92.41 +- 7.44 80.61 +- 13.25 62.69 +- 15.75

36



En el cuadro 15 se presenta la comparacion de las medias en porcentajes de
mortalidad. La cepa que actud con mejor actividad larvicida fue M5 Steinernema
spp., alcanzando mortalidad del 100% en 72 h. Coincidiendo con Andalo et al.
(2014) que definieron la mortalidad para la especie H. amazonesis cepa RSC5 en
larvas de G. mellonella con 100% en 72 h. Con respecto a la dosis de 25 Jl/larva
con relacion al tiempo mostro 100% en 72 h, en el tiempo 48 h con relacion a la
dosis de 200 Jl/larva caus6é 98% de mortalidad. Por lo tanto obteniendo un rango
optimo con relacién tiempo-dosis se considera para la dosis de 50 Jl/larva que causé
mortalidad de 92.44% en 48 h. Lo antes mencionado se observo en la cepa M5
Steinernema spp.

Cuadro 15. Comparacion de medias de la mortalidad sobre Tenebrio molitor en
dosis por tiempos de 24, 48, 72 horas

24 h % Mortalidad 48 h % Mortalidad 72 h % Mortalidad
Dosis Cepa (media +- SD) Cepa (media +- SD)  Cepa (media +- SD)
Jl/larva

10 MZ9 H 45.16 +- 17.95 M5S 6655+ 2041 M5S 8394 +-13.15

25 M5 S 56.80 +- 17.97 M5 S 80.33 +- 6.86 M5 S 100 +- 0.00

50 B7 S 53.00 +- 18.16 M5S 9244 +-1047 M5S 100 +- 0.00

100 M6 S 47.52 +- 15.12 M6S 89.66 +-10.79 M5S 100 +- 0.00

200 M5 S 72.16 +- 17.16 M5 S 98.00 +-4.21 M5 S 100 +- 0.00

CONCLUSIONES

Se determiné la patogenicidad y virulencia de nematodos entomopatégenos nativos
del Noreste de México sobre T. molitor en condiciones in vitro. Destacando con
mayor actividad larvicida la cepa nativa M5 Steinernema spp., contrario con la cepa

MZ9 Heterorhabditis spp., que presenté menor actividad larvicida.
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Se evalué la patogenicidad y virulencia de las seis cepas de nematodos
entomopatdégenos nativas del estado de Coahuila. Obteniendo porcentajes de
mortalidad intermedios las cepas M6 Steinernema spp., M18 Heterorhabditis spp.,

B7 Steinernema spp., MZ6 Heterorhabditis spp.

Se calculd la dosis letal media (DLso Jl/larva) de las seis cepas evaluadas para
eliminar el 50% de larvas de T. molitor siendo la mejor en este caso para la cepa
MZ6 Heterorhabditis spp.

Las larvas de T. molitor son susceptibles a nematodos entomopatégenos, las cepas
evaluadas presentaron diferencias altamente significativas. Mostrando que hay

variabilidad de control entre cepas y géneros debido a diversos factores.

Los resultados muestran alta virulencia en todas las cepas evaluadas indicando que
los nematodos entomopatégenos son muy eficientes como bioplaguicidas.
Determinando que para establecer nematodos entomopatdégenos nativos como
bioplaguicidas en programas de manejo integrado de plagas, es importante evaluar
primero sus propiedades; asi como las caracteristicas, los factores ambientales y
los factores responsables de la efectividad bioldgica que pueda influir en los
nematodos, para controlar plagas; como también conocer las caracteristicas,

mecanismos de defensas, factores biodticos y abidticos del hospedero.
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APENDICE

Apéndice 1.
Analisis PROBIT para determinar dosis letal media (cepa M6 Steinernema spp.)
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Apéndice 2.
Andlisis PROBIT para determinar dosis letal media (cepa M18 Heterorhabditis spp.)
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Apéndice 3.
Analisis PROBIT para determinar dosis letal media (cepa M5 Steinernema spp.)
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Apéndice 4.
Analisis PROBIT para determinar dosis letal media (cepa MZ6 Heterorhabditis spp.)
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Apéndice 5.
Analisis PROBIT para determinar dosis letal media (cepa MZ9 Heterorhabditi spp.)




Apéndice 6.
Analisis PROBIT para determinar dosis letal media (cepa B7 Steinernema spp.)




