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Introduccion

Los nematodos entomopatdgenos (NE) de las familias Steinernematidae y
Heterorhabditidae son parasitos obligados en la naturaleza, ya que requieren de un
hospedero adecuado para completar su ciclo. Para matarlo utilizan bacterias que coexisten
en simbiosis. El tercer estadio emerge del cadaver de hospedero y puede permanecer por
meses en el suelo hasta que encuentra un nuevo hospedero (Kaya y Koppenhofer, 1996).

Para que los nematodos entomopatogenos logren matar a las larvas de las plagas del suelo,
primero deben penetrar a través del integumento para llegar al homocele. Los insectos
resisten la infeccion de los nematodos entomopatogenos por medio de estrategias de
comportamiento, barreras fisicas o adaptaciones fisioldgicas (Tanada y Kaya, 1993).

Dentro de las estrategias de comportamiento el insecto evade o repele activamente a los
nematodos. Las larvas de mosquitos mas activos tienen menos probabilidades de ser
atacados por Reesimermis neilseni (Petersen, 1975), mientras que las larvas de escarabeidos
pueden "limpiar" de su boca los nematodos antes de que entren (Akhurst, 1986). Algunas
barreras fisicas incluyen el integumento, el cual se endurece con la edad de la larva; placas
criba bloqueando los espiraculos y el tamafio de los nematodos con relacion al orificio de
entrada (Gaugler y Molloy, 1981). Por medio de mecanismos fisiologicos, la larva puede
destruir al nematodo invasor con enzimas digestoras o por encapsulacion melanotica
(Nappi y Christiansen, 1987; Jackson y Brooks, 1989).

La mayor parte de los animales y plantas utiles han sido modificados por seleccion artificial
y los mismos procesos han sido aplicados a los nematodos entomopatdgenos con cierto
éxito (Tomalak, 1994; Grewal et al., 1996; Glazer et al., 1997).

El éxito al utilizar NE para controlar plagas depende de una serie de factores, incluyendo
compatibilidad con la plaga y el ambiente, alta virulencia, persistencia y capacidad de
busqueda. La reproduccion de los NE en laboratorio puede afectar dichos atributos debido a
procesos que incluyen erosion genética, endogamia o seleccion involuntaria. Una
alternativa para prevenir el deterioro de dichos atributos es la formacion de lineas
genéticamente uniformes (Gaugler, 2004).

De acuerdo a Segal y Glazer (2000), la genética es una herramienta poderosa para
incrementar los atributos benéficos de los NE. Los métodos de mejoramiento incluyen:
seleccion por tolerancia a estreses, cribado de aislados naturales para resistencia a calor,
hibridizacién y mutagénesis, para lo cual la ingenieria genética es la mejor alternativa.



Sin embargo, Burnell y Dowds (1996) han opinado que antes de intentar la generacion de
nematodos transgénicos, se debe entender mejor la genética y bioquimica de las
caracteristicas que podrian ser alteradas por la transferencia de genes, asi como sus efectos
sobre las bacterias simbiontes. Muchos de los atributos fisiolégicos y de comportamiento,
objetivo del mejoramiento, seguramente estan controlados poligenéticamente, por lo que el
mejoramiento selectivo seria mas adecuado.

El uso extensivo de los nemétodos entomopatogenos esta limitado por su susceptibilidad a
factores como la desecacion, siendo una de las formulaciones mas efectivas la que incluye a
los nematodos en latencia con minerales arcillosos. Si los nematodos fueran mas tolerantes
a la desecacion, podrian prolongar su viabilidad por mas tiempo (Strauch et al., 2004).

Justificacion

La baja tolerancia de los nematodos entomopatégenos a temperaturas mayores de 30 °C y a
contenidos de agua menores a una ay, de 0.85 impide su utilizacion a nivel comercial y
reduce su efectividad para el control de plagas en condiciones de campo.

Hipotesis

1. La exposicion del nematodo a valores de actividad del agua (ay,) menores a 1.0
permitira seleccionar individuos con mayor tolerancia a la desecacion.

2. La exposicion del nematodo a temperaturas altas permitira identificar individuos con
mayores posibilidades de sobrevivir en ambientes calidos.

3. La cruza de individuos tolerantes a la desecacion y tolerantes a la desecacion producira
nematodos con mayor vida de anaquel y efectividad para el control de plagas del suelo
en condiciones semicontroladas.

4. La formulacion y procesamiento mecanico adecuados de los nematodos, mejora su
tolerancia al a desecacion, aumentando su viabilidad.

Objetivos

1. Generar una linea de nematodos entomopatdgenos resistente a la desecacion
2. Generar una linea de nematodos entomopatdgenos resistente al calor

3. Producir un hibrido resistente al calor ya la desecacion.

4. Incrementar la viabilidad de los nematodos en formulacion de pellets

o utilizando cadaveres de galeria como vehiculos portadores.

Producto final (descripcion)

Un bioinsecticida a base de nematodos entomopatdgenos con mayor efectividad para el
control de plagas del suelo en condiciones de alta temperatura y/o baja humedad.

Materiales y métodos

META 1: Generar una linea de nematodos entomopatogenos resistente a la desecacion y
altas temperaturas.



Se utilizaran 3 especies de nematodos: Heterorhabditis bacteriophora, Steinernema
carpocapsae y Steinernema feltiae. Los infectivos juveniles seran sometidos a diferentes
niveles de desecacion y temperatura.

Los niveles de desecacion se obtendran aplicando distintas concentraciones de poliethylen
glicol (PEG 600) para bajar la a,, de la suspension de nematodos a 0.95, 0.90 y 0.85,
manteniéndola por 50 horas al cabo de las cuales se evaluara el porcentaje de sobrevivencia
y capacidad de infeccion de los nemdtodos. La capacidad de infeccion se evaluara
empleando larvas de Galleria mellonella de tercer estadio, previamente tratadas para evitar
su pupacion. La progenie producida serd sometida a los mismos tratamientos de desecacion
por 6 ocasiones mas, con lo cual se obtendria una linea de nematodos tolerantes a la
desecacion.

Los niveles de tolerancia a calor se aplicarian exponiendo a los nematodos a temperaturas
de 25, 30 y 35 °C por un periodo de 50 horas, al cabo del cual se evaluaria el porcentaje de
sobrevivencia y capacidad de infeccion de los nemétodos por un procedimento semejante al
ya descrito anteriormente. En este caso, al cabo de 6 ciclos, se obtendria una linea de
nematodos tolerante a temperaturas altas.

META 2: Producir un hibrido resistente al calor ya la desecacion.

Para la producciéon de un hibrido de ambas lineas, se utilizaran larvas de G. mellonella a las
cuales se les inyectara la bacteria especifica de la especie de nematodo y posteriormente se
inoculard cada una con 25 1J's resistentes al calor y 25 resistentes a la desecacion. La
progenie obtenida se sometera a pruebas de sobrevivencia a distintas combinaciones de
temperatura y a,, en laboratorio y a pruebas de efectividad de control de larvas de
Phyllophaga sp. en campo utilizando formulados a base de bentonita y también cadaveres
de galleria como vehiculos portadores de los infectivos juveniles mejorados y sin mejorar.

En el experimento de campo, a realizarse en el segundo afio, se estableceran plantas de
maiz en bolsas de 15 litros de capacidad llenas con suelo esterilizado a las cuales se les
adicionaran 5 larvas de Phyllophaga sp. en la etapa V5 del maiz. Una semana después, se
aplicaran los nematodos "mejorados" y "normales" en formulacion de pellets a base de
bentonita y utilizando los cavaveres de galeria como portadores, evaluando 3 semanas
después los porcentajes de control logrados.

Se tendran 18 tratamientos, resultantes de la combinacion de las tres especies de nematodos
x 2 niveles de mejoramiento x 3 formulaciones, en un disefio completamente al azar con 6
repeticiones: Los resultados se analizaran por medio del paquete estadistico SAS, utilizando
la prueba de Tukey al 0.05 de probabilidad para la separacion de medias.

En un experimento independiente, se evaluara el % de sobrevivencia de las distintas
formulaciones almacenadoa a temperatura ambiente por 1, 2 y 3 meses,

META 3. Incremento de la eficacia de control por medio de distintas formulaciones

Se contemplan dos submetas, ambas relacionadas con formulacién de nematodos.



3.1 Evaluacion de tres nematodos en distintas formulaciones y porcentaje de agua en el suelo

Utilizando vasos plasticos de 200 ml llenos con 200 g de suelo estéril con dos niveles de
humedad, se evaluard la capacidad de control de tres nematodos entomopatdgenos sobre larvas
de tercer estadio de Phyllophaga vetula.

Los nematodos a utilizar seran Steinernema feltiae var. Oaxaca, Steinernema glaseri y
Heterorhabditis bacteriophora. Una semana después del depositadas las larvas en cada
vaso, se adicionaran los nemdatodos sin formular, formulados en pellets de bentonita 6
formulados en cadaveres de galleria. Las dosis aplicadas, asi como otros tratamientos
adicionales, se muestran en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Tratamientos experimentales evaluados en condiciones de laboratorio. 2005.

Tratamiento Nematodo Formulacion Humedad
1 S. feltiae Pellet Moderada
2 S. glasieri Pellet Moderada
3 H. bacteriophora Pellet Moderada
4 S. feltiae Pellet Alta
5 S. glasieri Pellet Alta
6 H. bacteriophora Pellet Alta
7 S. feltiae Cadaver Moderada
8 S. glasieri Cadaver Moderada
9 H. bacteriophora Cadaver Moderada
10 S. feltiae Cadaver Alta
11 S. glasieri Cadaver Alta
12 H. bacteriophora Cadaver Alta
13 S. feltiae Sin formular Moderada
14 S. glasieri Sin formular Moderada
15 H. bacteriophora Sin formular Moderada
16 S. feltiae Sin formular Alta
17 S. glasieri Sin formular Alta
18 H. bacteriophora Sin formular Alta
19 0 0 Moderada
20 0 0 Alta

La unidad experimental estuvo constituida por 10 vasos, a los cuales se les aplico agua
periddicamente para mantener la humedad dentro de un rango del 20-25 % de la planeada.
La humedad alta equivale a un contenido de humedad del 20.5 % (.0.8 MPa), mientras que
la moderada a 11.8 % (0.6 Mpa) en un suelo de textura de migajon arenoso. Asi, para
mantener al suelo con humedad alta, se le aplicaron inicialmente 41 g de agua por vaso,
reponiendo 10 g de agua cuando esta cantidad se perdia segun el pesado perioddico realizado
en una balanza electrdnica.

Se establecieron cuatro repeticiones por tratamiento en un disefio experimental
completamente al azar. Cada semana se registrd el numero de larvas vivas, vaciando
totalmente el contenido del vaso para una mejor revision.



3.2 Determinacion de la mejor combinacion de variables de operacion para la elaboracion
mecanica de pellets con nematodos entomopatdgenos.

Se utilizara una maquina encapsuladora cuyo principio de funcionamiento es el flujo de
material granular a través de un cono de alojamiento de nematodos en suspension. La
compactacion de los pellets en formacion se lleva a cabo en un transportador tipo sinfin y,
posteriormente, en un disco giratorio. Las variables de operacion de este proceso son: V :
velocidad lineal del flujo granular, v : velocidad lineal de transporte en el sinfin y w :
velocidad angular del disco compactador. Sus niveles se obtendran mediante ajustes a la
maquinay seran: V':3,2, 1 cm/s; v: 12,8, 4cm/sy w: 60, 50, 40 rpm.

Los experimentos se realizardn probando cada nivel con tres repeticiones. Se produciran
100 pellets para cada repeticion, teniendo un total de 2 700 pellets. Los pellets seran
caracterizados por su coeficiente de esfericidad, peso y coeficiente de homogeneidad segliin
el método propuesto por Espinosa (2005). Solo los pellets con un coeficiente de
homogeneidad mayor a 0.95 pasaran a las pruebas de viabilidad y capacidad de infeccion
de los nematodos.

El mejor proceso serd el que produzca mayor cantidad de pellets homogéneos, con mayor
porcentaje de sobrevivencia y mayor capacidad de infeccion.

Productos esperados

e Titulacion de un tesista a nivel maestria

» Una residencia profesional

e Asistencia a dos congresos cientificos

e Elaboracion de dos articulos cientificos

e Una entrevista en radio y/o tres nematodos entomopatogenos television local.
Participantes y actividades

Dr. Rafael Pérez Pacheco; hibridizacion de nematodos, analisis de datos

M. C. Teodulfo Aquino Bolafios; reproduccién de galerias, apoyo en campo

M. C. Maria Eugenia Silva Rivera; hibridizacion de nematodos

Dr. Pastor Matadamas Ortiz; Formulacion de nematodos en maquina peletizadora.

Colaboracion interinstitucional

El Dr. Harry K. Kaya de la Universidad de California, Davis (hkkaya@ucdavis.edu) sera el
asesor técnico del proyecto.



RESULTADOS
1. Incremento de la resistencia a calor y sequia.

Los bioensayos preliminares realizados en el Laboratorio de Bioinsecticidas del CIIDIR
Unidad Oaxaca durante junio y julio del 2005. indicaron que a medida que la Aw fue
menor, la sobrevivencia de todos los nematodos disminuyd, siendo aparentemente S.
glasieri el mas tolerante a la desecacion, seguido por S. riobravis (Cuadro 2). En cuanto a
tolerancia a altas temperaturas, también se observo una tendencia similar en la disminucion
del % de sobrevivencia (Cuadro 3), siendo S. riobravis el mas tolerante a altas
temperaturas. Shapiro-Llan et al. (2005) detectaron a este nematodo como el mas tolerante
a calor y a deficiencias de oxigeno. Los menos tolerantes fueron H. bacteriophora'y S.
carpocapsae. Este ultimo solo ha resistido seis h a 35 °C (Cheng y Hou, 1997).

Se continuara con el proceso de seleccion de individuos resistentes para eventualmente
producir un nematodo con caracteristicas de resistencia a sequia y/o calor.

Cuadro 2. Sobrevivencia de tres nematodos entomopatdgenos a distintas condiciones de
disponibilidad de agua. 2005.

Tratamiento Aw Nematodo Sobrevivencia
%
1 1.0 S. carpo 87.0
2 0.9 S. carpo 33.5
3 0.7 S. carpo 36.7
4 0.5 S. carpo 16.2
5 0.3 S. carpo 6.6
6 1.0 S. glaseri 87.0
7 0.9 S. glaseri 76.6
8 0.7 S. glaseri 68.2
9 0.5 S. glaseri 24 .4
10 0.3 S. glaseri 4.4
11 1.0 S. riobravis 61.9
12 0.9 S. riobravis 55.0
13 0.7 S. riobravis 38.8
14 0.5 S. riobravis 23.4
15 0.3 S. riobravis 6.5

Cuadro 3. Sobrevivencia de tres nematodos entomopatogenos a distintas temperaturas.

2005.
Tratamiento Temperatura Nematodo Sobrevivencia

°C %

1 25 Sc 61

2 25 Sr 50.3

3 25 Hb 61.3

4 30 Sc 41

5 30 Sr 36.2

6 30 Hb 51.65

7 35 Sc 10.55

8 35 Sr 13.3

9 35 Hb 0




2. Evaluacién de formulaciones

El nematodo mas sobresaliente fue S. glasieri, ya que sin formular y aplicado en
condiciones de humedad moderada logré un 75 % de control a los 35 dias de aplicado
(Cuadro 4). Sin embargo, no difiri6 estadisticamente del % de control logrado aplicando
cadaveres conteniendo al nematodo, lo cual implica que estos ultimos son una
"formulacion" adecuada para esta especie de nematodos.

Cuadro 4. Porcentaje de control de larvas de Phyllophaga vetula con nematodos
entomopatogenos aplicados en distintas formulaciones y humedad del suelo. 2005.

Tratamien- Nematodo Formulacion Humedad del  Control
to suelo (%)
14 S. glasieri 0 Moderada  75.0 a*
8 S. glasieri Cadaver Moderada 55.0a
17 S. glasieri 0 Alta 300 b
12 H. bacteriophora Cadaver Alta 22.5 be
19 0 0 Moderada  15.0 cbd
20 0 0 Alta 10.0 cbd

* Prueba de Tukey al 0.05 de probabilidad.

Meta 3.1. Determinacion de l1a mejor combinacion de variables de operacion para la
elaboracion mecanica de pellets con nematodos entomopatogenos

Responsable: Dr. Pastor Teodoro Matadamas
2.1 Conos de cobertura

Se realizaron pruebas de funcionamiento del sistema de cobertura del prototipo de
peletizador. El sistema de cobertura consta de una serie de conos truncados dispuestos en
forma proporcional a lo largo de la circunferencia de un disco, cuya funcion es dar
movimiento radial al proceso de cobertura.

El principio de esta maquina se basa en que a través de una corriente concéntrica, se cubra
una gota de solucion, dicha corriente es generada a través de un cono truncado invertido, el
cono es llenado por la parte superior que es el acceso de mayor didmetro y se mantiene
tapada la salida, que es el orificio de menor didmetro, al liberarla genera una corriente en el
centro del cono, creando una caida de material de las paredes del cono, siendo éste
aprovechado para cubrir una gota que se depositard en su parte superior; al ser expuesta la
gota a dicha corriente quedara cubierta por material generando asi una capsula
semiesférica.

2.2.- Disco de conos de cobertura
Hasta este punto la maquina peletizadora ha logrado cumplir con su objetivo, pero aun no

esta totalmente terminada porque el proceso de elaboracion no estd totalmente
automatizado. Para lograr lo anterior es necesario proponer un concepto que es generar una



serie de conos dispuestos en un plato giratorio entorno a un eje fijo, con lo cual se obtendria
una produccién continua y ciclica.

No obstante no debemos olvidar que el material con el cual estamos trabajando es bentonita
la cual es de tamafio granular poco superior a las 2 um o mas pequefio, es un dato

importante pues es un factor que puede evitar su flujo en un dado caso si se encuentra muy
compactado.

Esto nos introduce las primeras variables a considerar asi como las constantes y
limitaciones que se poseerdn en la méaquina, es decir no podemos permitirnos un tiempo
muy prolongado en la conformacion de un pellet ya que hay una produccion que alcanzar
que es de 1000 pellets por hora es decir debemos ajustar lo mas posible estos tiempos;
posteriormente tenemos la limitante de 200/ los cuales son los apropiados por su

concentracion de nematodos por porcidn, la altura debe ajustarse ala conveniencia de la
conformaciodn de la capsula, asi como la velocidad de avance del mismo.

Es importante determinar estas variables pues ellas nos dardn en este caso para el
mecanismo de dosificacion la altura a la que debe estar situado y la frecuencia con que debe
de dosificar y en un punto mas lejano la velocidad a para efectuar la dosificacion.

Variables a considerar

Tiempo de inyeccion

Tiempo de vibrado

Tiempo de descarga

Tiempo de compactacion
Tiempo total del experimento
Volumen inyectado

Altura de inyeccion

Altura de descarga
Profundidad de marca

XA B WD =

Objetivo a alcanzar
Produccion de 1000 capsulas por hora

Objetivo parcial
Produccion de 600 capsulas por hora

Los experimentos fueron realizados por el estudiante en residencia profesional C. Pascual
Gabriel Alejandro, con la asesoria del Dr. Pastor Matadazas Ortiz, participante del
proyecto. Los resultados se discuten a continuacion.

Nomenclatura de las tablas
No = Numero del experimento y cajon de muestras

TI= Tiempo de inyeccion
TV = Tiempo de vibracion



TD = Tiempo de descarga

TS = Tiempo en el sinfin

V= Volumen

Al= Altura de inyeccion

AT = Altura de caida de la tolva al sinfin
H= Profundidad de marca

X, Y, Z= Ejes a medir en la capsula

%= Coeficiente de esfericidad

TT = Tiempo total del experimento

La viabilidad la definimos en funcion de que las cépsulas se encuentren completamente
selladas, esto es que los nematodos se encuentren en perfecto aislamiento, pues nuestro
objetivo principal es lograr la supervivencia de la mayor cantidad de los microorganismos
en su interior.

El color indicado en las celdas indican cuantas de las cépsulas se encontraron totalmente
selladas después de el periodo de desecacion al aire ambiente, aunque los procesos de
conservacion para los nematodos sea el mantenerlos siempre hidratados mediante la
permanecia en una recamara fria.

Posteriormente tenemos la esfericidad en combinacion del hermetismo y esto lo indicamos
en un porcentaje en la ultima columna, en los futuros experimentos no solo se necesitara
que las capsulas se encuentren totalmente selladas sino que también se encuentren con una
esfericidad adecuada.

El criterio exigido por el disefiador es de un 85% de esfericidad pero nosotros como nueva
meta tenemos por alcanzar un 90% de esfericidad esto no quiere decir que si se alcanza un
100% de esfericidad estemos tratando con esferas completamente, no, solo quiere decir que
es un cuerpo cercano a la forma esférica admisible para cuestiones de experimentacion.

Ademas cabe mencionar que los criterios de esfericidad son tomados en capsulas con
humanad y que esta forma llega a cambiar al igual que su tamafio, al momento de
desecados.

De los resultados obtenidos en la fase experimental podemos determinar que el 51.72% de
las capsulas formadas resultaron ser viables después del periodo de desecacion es decir que
conservaron su hermeticidad aun después del desecado.

El 27% de las capsulas no solo resultaron ser viables sino que también resultaron con una
forma esférica superior al 90%.

Los anteriores resultados nos dardn la pauta de que es lo que debemos variar y que es lo que
debemos conservar de los experimentos realizados tanto en la etapa del desecado como de
la esfericidad esperada asi pues compararemos los mejores resultados en busca de la
solucion a nuestros dos primeros objetivos y definiéremos nuestras variables y nuestras
constantes.



Eliminado los resultados que no son favorables para nuestro objetivo a seguir, asi como las
constantes que se han manejado hasta el momento, se obtienen los siguientes resultados:

Tabla 2.3 Depuracion de resultados de exploracion

No [T.D|T.S|%
7 11 |35 |87
10 |46 (28 |91
11 |50 [36 |91
12 |90 (32 |91
13 |22 (34 |86
14 |26 (30 |97
15 |20 (26 |91
16 |20 (25 |94
17 |16 [28 |88
18 |11 (25 |93
19 |14 (26 |91
20|14 |26 |86
21 |11 [26 |94
23 |11 |30 (97
24 112 (27 |90
25 |11 [26 |96
26 |13 (27 |88
27 |55 [30 |86
29 |17 (23 |93

De este modo solo tenemos dos variables que son el tiempo de desalojo y el tiempo en el
sinfin y si eliminamos los datos en los cuales no se han obtenido resultados favorables
obtenemos los resultados mostrados en la siguiente.

Tabla 2.4 Datos de alto porcentaje de esfericidad y viabilidad de las capsulas.

No|T.D|T.S |%
14 (26 |30 |97
16 (20 |25 |94
21 |11 26 [94
23 [11 |30 |97
25 [11 ]26 |96

Por lo tanto tenemos que los mejores resultados los encontramos al tener un tiempo cercano
a los 10 segundos para desalojar los conos y un tiempo entre 25 y 30 segundos en el sinfin.



Estos datos seran importantes para las pruebas con nematodos en los cuales serd importante
tanto esfericidad como hermetismo en las capsulas.

Ahora basados en la observacion nos hemos percatado de la existencia de varia zonas de
vibracion en el disco de dosificacion dividiendo asi el mismo en diferentes regiones y
dando lugar a una nueva duda que es la siguiente: la vibracion es benéfica o perjudicial para
la conformacion de las capsulas.

Y para despejar la misma fue necesario la experimentacion en presencia de vibracion y sin
la misma dando los siguientes resultados:

Viabilidad
100
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0
1 2 3 4 5
Fig. 2.¢ ) on
Experimento
Esfericiadad
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Fig. 2.9 Grafica de esfericidad en zona de alta vibracion.
Conclusiones
La vibracion no afect6 en forma importante la viabilidad de las capsulas. No obstante,
también fue apreciable que la esfericidad no fue muy buena cuando no se utiliz6 vibracion,

es decir, la esfericidad estuvo en funcion de la vibracion recibida por los conos.

La continuacion de los experimentos dard por resultados definir el rango 6ptimo de
funcionamiento del prototipo.
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Fig. 2.10 Grafica de esfericidad en zona de baja vibracion.
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Fig. 2.11 Grafica de viabilidad en zona de baja vibracion.

Conclusiones (continuacién)

Existen especies de nematodos mas tolerantes al calor y a la desecacion, pero cada especie
podria tener un rango 6ptimo de temperatura-humedad para mayor sobrevivencia.

La formulacidon en cadaveres fue tan eficiente como la utilizacion del nematodo sin
formular.

El nematodo mas eficaz para el control de Phyllophaga vetula fue S. glaseri.
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