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RESUMEN

Los nematodos entomopatégenos (NE) son parasitos obligados en

naturaleza, esto les confiere la posibilidad de ser utilizados como agentes de
biocontrol en ambientes cripticos, por lo que representan una buena alternativa
al uso de insecticidas quimicos para el control de plagas del suelo. Sin
embargo, su eficacia depende de factores como humedad, temperatura, pH,
materia organica y textura del suelo, por lo que se recomienda que se aislen
especies nativas de la regiébn donde deseen utilizarse, para aumentar con ello
las probabilidades de éxito. El presente estudio tuvo como finalidad aislar
nematodos nativos de suelos de los Valles Centrales de Oaxaca y evaluarlos
en laboratorio para determinar su potencial para el control de gallina ciega
(Phyllophaga vetula). Se colectaron 55 muestras de suelo en el periodo de
agosto a octubre de 2008; resultando el 49% aparentemente positivas. De este
total, el 81% correspondié al género Steinernema y el 19% a Heterorhabditis
(de acuerdo con la coloracién que adquirieron las larvas infectadas). Los 27
biotipos colectados, se aplicaron a larvas de Galleria mellonella para
seleccionar los cinco que causaran la mayor mortalidad, seleccionando dos del
género Steinernema y tres del género Heterorhabditis. Once de los biotipos no
produjeron 1J en abundancia o las larvas se descompusieron debido al ataque
de hongos. Cuatro de los biotipos seleccionados se aislaron en Cuilapam de
Guerrero (dos steinernematidos y dos heterorhabditidos) y uno se encontré en
Lachigold, Tlacolula (heterorhabditido). Al evaluar estos cinco biotipos para el
control de gallina ciega (Phyllophaga vetula), se encontraron diferencias
estadisticas para las dosis. En cuanto a dosis letales para eliminar el 50 y el
95% de larvas de gallina ciega, fueron los heterorhabditidos los que requirieron
las menores dosis en ambos casos; la DLsp para los heterorhabditidos varié de
326 a 348 1J por larva, mientras que para los steinernematidos fue de 382 a
405 1J por larva. Las DLgs para los primeros variaron de 602 a 726 1J por larva y
para los segundos de 920 a 998 1J por larva. En el caso de tiempos letales para
eliminar el 50 y el 95% de larvas de gallina ciega, también fueron los
heterorhabditidos los que presentaron los menores tiempos, variando de 2.7 a
3.1 dias para TLso y de 6.2 a 7.1 para TLgs, mientras que los steinernematidos
mostraron TLsp de 4.0 a 4.1 dias y TlLgs de 9.8 a 10.3 dias. Utilizando el



procedimiento de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas
en inglés), se identificaron las especies Heterorhabditis mexicana, Steinernema
carpocapsae y Steinernema feltiae. Esta es la primera referencia a la presencia
de la especie Heterorhabditis mexicana en Oaxaca.

Palabras clave: Nematodos entomopatdégenos, Phyllophaga vetula,

Steinernema, Heterorhabditis.

ABSTRACT

The entomopathogenic nematodes (EPN) are obligate parasites of insects living
in criptic habitats, which render them as alternative to the chemical control of
these pests. However, their control efficacy depends of factors such as
humidity, temperature, pH, and soil organic matter and texture. Therefore it is
advisable to isolate native species to increase success probabilities. This study
was aimed to isolate native EPN from agricultural soils in The Valles Centrales
of Oaxaca Region and to evaluate their potential for control of white grubs
(Phyllophaga vetula), a total of 55 samples were collected from August to
October, 2011. After baiting with Galleria mellonella larvae, twenty seven (49%)
of these were apparently positive for EPN. According to the dead larvae color,
the genus Steinernema represented 81%, while the genus Heterorhabditis
represented 19% of the total. The 27 isolated biotypes were applied to G.
mellonella larvae to select the five isolates causing the largest control. Two
Steinernema and three Heterorhabditis biotypes were selected. Eleven isolates
did not produce 1J's in large numbers or the larvae rot because of fungal
infections. Four of the most effective biotypes (two Steinernema and two
Heterorhabditis) were collected in Cuilapam, Zaachila; while one
Heterorhabditis was collected in Lachigold, Tlacolula. When these isolates were
bioassayed against third instar Phyllophaga vetula larvae, significant differences
(P<0.05) were found for genus and dosages. Regarding the lethal dosages to
obtain 50 and 95% control, the Heterorhabditis species required the smaller
dosages as the DLz for them ranged from 326 to 348 1J per larva, while for the

Steinernematidae it was 382 to 405 1J per larva. Also, the DLgs for the first



group were 602 to 726 |1J per larva, and from 920 to 998 IJ per larva for the
second. Lethal times to control 50 and 95% of the larval population were also
smaller for the Heterorhabditidae, which showed TLso values from 2.7 to 3.1
days and TLgs values from 6.2 to 7.1 days; the steinernematidae showed TLsg
values of 4.0 to 4.1 days and TLgs of 9.8 to 10.3 days. Using PCR techniques,
the species Heterorhabditis mexicana, Steinernema carpocapsae and
Steinernema feltiae were identified. This is the first report of H. mexicana in
Oaxaca.

Key words: entomopathogenic nematodes, Phyllophaga vetula, Steinernema,
Heterorhabditis.
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1. INTRODUCCION

El uso indiscriminado de plaguicidas en los cultivos, ha causado diversos
problemas de contaminacién en los suelos, aire y cuerpos de agua, ademas de
gue muchas plagas se han vuelto resistentes, lo que ha obligado a aumentar
cada vez mas las dosis de aplicacion o a hacer mezclas de varios plaguicidas,
haciendo incosteable el cultivo, y cada vez mas resistentes a las plagas, con el
consecuente aumento en el deterioro del ambiente. Ante esta situacion se han
buscado alternativas para el control de plagas, que sean mas amigables con el
medio ambiente y que no resulten en un costo demasiado alto; una de ellas es
el control biolégico, que consiste en determinar qué enemigos naturales posee
la plaga, y estudiar todo lo relacionado con estas para poder aplicarlos como
control. En el caso especifico de la plaga de suelo gallina ciega (Phyllophaga
spp), dafa las raices de una gran variedad de plantas, al alimentarse de ellas,
tiene como uno de sus enemigos naturales a los nematodos entomopatégenos
(NE) de las familias Steinernematidae y Heterorhabditidae, los cuales son
parasitos obligados en la naturaleza, es decir, requieren de un hospedero para
completar su ciclo, y la gallina ciega es uno de ellos. El tercer estadio emerge
del cadaver del hospedero y puede permanecer por meses en el suelo hasta
encontrar un nuevo hospedero, esto les da la posibilidad de que con una
aplicacion que se haga puedan establecerse de manera permanente; sin
embargo, no se puede generalizar en el sentido de que cualquier especie de
NE puede ser efectiva para controlar cualquier especie de gallina ciega, puesto
qgue su eficacia depende de factores como humedad, temperatura, pH, materia
organica y textura del suelo, por lo tanto, se requiere de experimentar para
determinar, cual especie de NE es la mas efectiva para controlar la plaga de
interés; es por ello que cuando un nuevo nematodo es aislado de muestras de
campo, es Iinevitable evaluarlo en laboratorio, antes de aplicarlo como
biocontrol. La efectividad de los nematodos entomopatégenos para el control
de plagas depende también de factores como la compatibilidad con la plaga y
el ambiente, grado de virulencia, capacidades de persistencia y de busqueda,;
es por ello recomendable que para controlar determinada plaga, su enemigo
natural pueda aislarse del mismo medio en que esta se desarrolla para que

presente las mejores condiciones de adaptacién y compatibilidad con la plaga y

1



no genere alteraciones en el equilibrio ecologico existente en el area. En el
presente trabajo se aislaron nematodos entomopatégenos de muestras de
suelo colectadas en los Valles Centrales de Oaxaca, los cuales fueron
evaluados en diferentes formulaciones para determinar su potencial para el
control de la gallina ciega (Phyllophaga vetula Horn), se determind el
porcentaje de mortalidad que causaron a la larva y mediante el andlisis Probit
(SAS, 1988) se determinaron dosis y tiempos letales; de tal manera que se
genero la informacion necesaria para poder utilizarlos para el control de la
plaga mencionada en la region de los Valles Centrales de Oaxaca. Utilizando el
procedimiento Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en
inglés), se identificaron los cinco biotipos con mayor potencial en el control de
la mencionada plaga. También se analizd la correlacién existente entre la
presencia de nematodos entomopatégenos en las muestras de suelo y los
factores pH, materia organica, porcentaje de arena, arcilla y limo.

2. ANTECEDENTES

El control biolégico moderno estd claramente basado en el fenédmeno
interespecifico de poblacion y se apoya en el hecho de que la poblacion de una
especie permanece en una inmediata y funcional relacién para otra especie
(Dout, 1982); en el caso de los nematodos entomopatdgenos (NE) de las
familias Steinernematidae y Heterorhabditidae son parasitos obligados en la
naturaleza, y necesitan de un hospedero para reproducirse (Kaya y
Koppenhofer, 1996). Sus hospederos son escarabajos del complejo “gallina
ciega” (Coleoptera: Scarabeidae) que en su gran mayoria son plagas de la raiz
de diversos cultivos de importancia comercial (Koppenhofer, et al., 2005) Esta
caracteristica les ha conferido el potencial de agentes de control bioldgico,
puesto que matan a su hospedero del cual emergen en estado infectivo juvenil

(IJ) para buscar otras presas.

La definicion clasica de control biologico es “el uso de depredadores,
parasitoides y organismos patdégenos para reducir la densidad de poblacion de

organismos plaga, y por lo tanto el dafio causado por éstos a un nivel mas bajo



qgue el que se presentaria si no estuviera presente el enemigo natural” (Garcia
et al., 1988).

La transmisidon de los organismos patdgenos entre los individuos de las
poblaciones de insectos se da mediante dos tipos de transmision: horizontal y
vertical; la horizontal ocurre entre miembros del mismo estado de vida y
usualmente entre miembros de la misma generacion. El inoculo u organismo
patogeno se distribuye por el aire, por efecto de la lluvia, por contacto con
insectos infectados, por consumir plantas contaminadas con el indculo, etc. La
transmision vertical ocurre entre miembros de dos generaciones sucesivas e
incluye pasar el inoculo o el organismo patdégeno de padres a hijos (Van y
Bellows, 1996).

Varias caracteristicas del organismo patdégeno influyen en el éxito que presente
en la reduccién del organismo plaga, dentro de ellas se encuentran:
infectividad, virulencia, produccion de toxinas, naturaleza del ciclo de vida del
patégeno, densidad del indculo, distribucion y persistencia (Van y Bellows,
1996).

El éxito que presentan algunos NE en condiciones de laboratorio, en ocasiones
no es el mismo cuando se llevan a condiciones de campo, puesto que en este
caso existen factores ecoldgicos que pueden restringir el contacto del NE con
su hospedero, por esa razén es necesario validar los datos obtenidos en

laboratorio, llevandolos a campo (Van y Bellows, 1996).

Es necesario tener claro que en la naturaleza la densidad de las poblaciones
de insectos o de organismos plaga no solo estan en funcion de la interrelacion
con sus enemigos naturales, sino que también son afectados por factores
exdgenos que pueden afectar su poblacion tales como heladas, lluvias,

incendios, etc. (Van y Bellows, 1996).

Cuando las condiciones le favorecen al patdgeno (como podria ser el caso de
los NE) pueden permanecer en el suelo o en el medio en donde fueron

aplicados y establecerse ahi de tal manera que pueden afectar nuevas
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generaciones de la plaga, si esto sucede, es bastante benéfico pues se elimina
la necesidad de estar aplicando el agente de control nuevamente,
disminuyendo costos de manera importante. Esto es lo que se buscaria

idealmente al aplicar el control biolégico (Van y Bellows, 1996).

En el uso de NE como agentes de control biol6gico no se puede generalizar en
el sentido de que tal o cual especie de NE es la que puede controlar cualquier
tipo de escarabajo, sino que mas bien se requiere de experimentar para
determinar cual especie de NE es mas adecuada para controlar determinada

especie de escarabajo (Koppenhofer, et al., 2005).

Los nematodos entomopatégenos de los géneros Heterorhabditis vy
Steinernema (Rhabditida: Heterorhabditidae y Steinernematidae) existen en
suelos con vegetacion natural y en suelos agricolas alrededor del mundo
(Hominick, 2002) y son usados para control biolégico de plagas de insectos

(Koppenhofer y Fuzy, 2006).

Cuando un nuevo NE es aislado de muestras de campo, es inevitable evaluarlo
en laboratorio, antes de aplicarlo en campo (Wang y Grewal, 2002). Sin
embargo, el mantenerlo en laboratorio en otro tipo de hospedero (cominmente
en Galleria mellonella) puede causar pérdida de caracteristicas de adaptacion a
su habitat natural, lo cual puede significar falta de efectividad para controlar la
plaga de interés cuando nuevamente sea liberado en campo (Roush, 1990).
Una forma que Roush (1990) sugiere para minimizar la pérdida de
caracteristicas de adaptacion es conservar los aislados de NE en laboratorio

las menos generaciones posibles.

Todas las formulaciones de NE son hechas con |J debido a que en este estado
de vida el nematodo no se alimenta y puede permanecer en latencia en espera

de encontrar un hospedero (Shapiro-Llan et al., 2001).

La larva de Galleria mellonella es el insecto mas comunmente utilizado para la

produccion in vivo de NE (Grewal y Georgis, 1998) porque este produce



grandes cantidades de nematodos, comercialmente esta altamente disponible y
es muy susceptible a la infeccién (Woodring y Kaya, 1988).

El almacenamiento y aplicacion de NE en cadaveres infectados es un método
prometedor para el combate de plagas de suelo, ademas, la aplicacion en
cadaveres infectados podria reducir los costos de produccion en la produccion
de NE in vivo porque se eliminan los pasos de cosecha y concentracion del
nematodo (Shapiro-Llan et al., 2001).

Los NE de las familias Heterorhabditidae y Steinernematidae tienen gran
potencial como agentes de control biolégico de muchas plagas de insectos
(Grewal et al., 2005). Estos nematodos poseen muchos atributos deseables
incluyendo amplio rango de hospederos, seguridad para organismos no blanco
y el medio ambiente, excepcién de registro en muchos paises, facil produccién
masiva y aplicacion, habilidad para buscar la plaga, potencial de establecerse

en el medio ambiente y reciclarse, entre otros (Kaya y Gaugler, 1993).

Varios factores edaficos tales como textura, humedad y pH, han sido
reportados que influyen en la presencia de NE en el suelo (Lacey y Kaya,
2000). Los parametros tales como pH, estructura y fertilidad pueden ayudar a
predecir la existencia de nematodos en determinados suelos. Es muy probable
encontrar estos organismos en suelos con relativamente alto contenido de
arena, bajo pH y relativamente alta fertiidad en términos de nutrientes
disponibles. La interaccion de estos factores con las actividades de manejo
pueden influenciar no solo la presencia natural de estos organismos, Sino

también su persistencia en determinado sitio (Alumai, et al., 2005).



3. JUSTIFICACION

La diversidad de especies de insectos y sus enemigos naturales tales como
depredadores, parasitoides y organismos patdgenos es alta en el estado de
Oaxaca. En el caso especifico de nematodos entomopatdgenos, era necesario
realizar una colecta intensiva de muestras de suelo en la region Valles
Centrales para detectar, aislar e identificar posibles especies, ademas de
evaluar su potencial para el control de gallinas ciegas (Phyllophaga spp.).
También debieron evaluarse distintas formulaciones de estos organismos, de
tal manera que se garantizara su maxima viabilidad en cuanto a infectividad y
virulencia, aunada al mayor tiempo posible de vida de anaquel y persistencia
en el suelo. Fue fundamental también analizar la correlacion existente entre la
presencia de nematodos entomopatégenos en las muestras de suelo y los
factores pH, materia organica, porcentaje de arena, arcilla y limo, de tal manera
que pudiera establecerse algun tipo de modelo de prediccion de la presencia

de NE, en funcion de los factores mencionados.

4. HIPOTESIS

Es posible aislar e identificar especies nativas de nematodos entomopatdégenos
en los Valles Centrales de Oaxaca y aplicarlos en formulaciones adecuadas

para el control eficaz de la plaga gallina ciega (Phyllophaga vetula Horn).

La presencia de nematodos entomopatdgenos en el suelo esta correlacionada
con los factores edaficos pH y porcentajes de materia organica, arena, arcilla y

limo.



5. OBJETIVOS

Aislar e identificar especies de nematodos entomopatogenos nativos de los

Valles Centrales de Oaxaca.

Determinar en laboratorio las cinco mejores especies nativas de nematodos
entomopatdgenos en funcion de la mortalidad causada al hospedero Galleria

mellonella.

Determinar en laboratorio las dosis y tiempos letales medios de las cinco
mejores especies nativas de nematodos entomopatéogenos (previamente
seleccionadas con el hospedero Galleria mellonella), utilizando como

hospedero a Tenebrio mollitor.

Determinar en laboratorio las dosis y tiempos letales medios de las cinco
mejores especies nativas de nematodos entomopatéogenos (previamente
seleccionadas con el hospedero Galleria mellonella), utlizando como
hospedero a Phyllophaga vetula Horn.

Evaluar para el control de Phyllophaga vetula Horn las formulaciones cadaver
infectado de Galleria mellonella, pellets de arcilla y aplicacién en medio acuoso
de las cinco especies nativas de nematodos entomopatdégenos seleccionadas

con el hospedero Galleria mellonella, e identificar la mejor formulacién.

Evaluar el tiempo de vida de anaquel de las cinco especies nativas de
nematodos entomopatdégenos seleccionadas con el hospedero Galleria
mellonella, formuladas en cadaver infectado de Galleria mellonella, pellets de

arcilla y medio acuoso.

Evaluar en un experimento semicontrolado de campo las tres especies nativas
de nematodos entomopatdgenos (previamente seleccionadas en laboratorio
por presentar las mejores dosis y tiempos letales), aplicadas en formulaciones
de cadaver infectado de Galleria mellonella, pellets de arcilla y medio acuoso

en cuanto al control de Phyllophaga vetula.



Evaluar la capacidad de persistencia en el suelo de las tres especies nativas de
nematodos entomopatégenos (previamente seleccionadas en laboratorio por
presentar las mejores dosis y tiempos letales), identificando la formulacién que

propicie mas su persistencia.

Determinar la correlacion existente entre las variables pH y porcentajes de
materia organica, arena, arcilla y limo y la presencia de nematodos

entomopatdégenos en las muestras de suelo.



6.1 REVISION DE LITERATURA

6.1 La plaga de “gallina ciega” (Phyllophaga spp.)

Como “gallina ciega” se conocen las larvas de diversas especies de
escaradbidos de los géneros Phyllophaga, Macrodactylus, Euetheola,
Cyclocephala, Anomala y otras que causan serios dafios al maiz en el centro
de México (Villalobos, 1992); pero, la distribucién de “gallina ciega” abarca

practicamente todo el pais (SARH, 1988).

En algunas entidades, como Jalisco, se han calculado pérdidas de 920 a 1,600
kg ha™ de grano por causa del complejo de insectos rizéfagos. La distribucion
de esta plaga abarca todas las zonas productoras de maiz, con variacion en la
predominancia de especies en las distintas regiones, su ocurrencia se ha
registrado en las siguientes entidades: Sonora, Sinaloa, Nayarit, Jalisco,
Colima, Michoacan, Guanajuato, Zacatecas, Durango, Tamaulipas, Chihuahua,
Morelos, México, Puebla, Veracruz, Oaxaca y Chiapas. Algunas de las
especies mencionadas atacan también a sorgo, cafia de azlcar, cafetales,

pastos y algunos cultivos horticolas y ornamentales (SARH, 1988).

En México, el género Phyllophaga se ubica dentro de los mas importantes por
el dafio que causan al sistema radicular de diversos cultivos (Morén, 1983). Se
tienen reportadas para este género mas de 250 especies (Mordn, 1986). El
area que afectan se ha estimado que alcanza altas densidades, causando
dafos en cultivos en 500,000 hectéreas, las cuales estan distribuidas en toda la
Republica Mexicana (Romero, 1980). Afectan de manera particular la
produccion de maiz, las pérdidas en este cultivo son estimadas en 400 a 1,300
kg ha™ (Villalobos, 1992).

Morén (1986) menciona que las especies de Phyllophaga spp. muestran una
compleja distribucion en las montafas y planicies mexicanas, derivada de sus
propios movimientos de invasion, de su tolerancia climética y de sus activos

procesos de diversificacion.



6.1.1 Taxonomia de Phyllophaga

Reino: Animal

Clase: Insecta

Orden: Coleoptera
Familia: Melolonthidae
Subfamilia: Melolonthinae
Tribu: Melolonthini
Subtribu: Rhizotrogina
Género: Phyllophaga
Especie: spp.

Clasificacion segun Moron, 1986.

6.1.2 Descripcién y biologia

Las “gallinas ciegas” presentan variantes en su ciclo de vida, encontrandose de

ciclo anual (Figura 1), bianual o trianual, dependiendo de la especie. En el

estado de Oaxaca predominan diferentes especies de Phyllophaga. Los adultos

aparecen en los meses de mayo, junio y julio, son de habitos nocturnos, por lo

que en las noches se les observa apareandose y alimentandose del follaje o

volando alrededor de lamparas luminosas (SARH, 1988).
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Figura 1. Ciclo de vida anual de “gallina ciega” (Phyllophaga sp)
(Tomado de Entomology, 2000)

Al amanecer regresan al suelo, donde las hembras ponen sus huevecillos, que
son esféricos, de color blanco aperlado (Figura 2), con un tamafio de 1.5 a 3
mm de diametro. Estos son depositados en los suelos himedos (de siete a 28
huevecillos por insecto), donde permanecen enterrados hasta su eclosion; la

incubacion dura 15 dias, aproximadamente (Metcalf y Flint, 1982).
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Figura 2. Huevecillos de Phyllophaga sp.

Una vez emergida la larva, inmediatamente empieza a causar dafio a las raices
de las plantas (aunque es importante mencionar que algunas especies son
saprofitas en sus primeros estadios). El cuerpo de la larva es robusto y curvado
(Figura 3), con gran cantidad de pliegues transversales, excepto en la region
trasera que es casi lisa y brillante, a través de cuya piel se observa una
coloracion oscura debido al suelo que ingiere junto con las raices (SARH,
1988).

La larva de primer estadio es de color blanco cremoso y mide alrededor de 5
mm de largo, la de segundo estadio mide aproximadamente 26 mm y la de
tercer estadio oscila entre los 30 a 40 mm. Los gusanos de primer estadio se
alimentan de raices y materia organica durante un periodo que varia entre 20 y
60 dias hasta aumentar de 10 a 15 veces su peso inicial antes de la ecdisis
para el segundo estadio, durante el cual incrementan de cinco a siete veces su
biomasa en el transcurso de 30 a 60 dias. De esta manera la ecdisis para el
tercer estadio larval ocurre entre agosto y octubre dando origen a la fase mas
longeva y voraz de esta especie, que en las zonas tropicales o subtropicales se
alimenta durante cuatro a ocho meses y en las zonas templadas y frias durante

siete a 14 meses hasta aumentar de seis a ocho veces su peso antes de iniciar

12



la etapa de prepupa. En estas zonas las larvas de tercer estadio cesan de
alimentarse y se inactivan durante parte del otofio y el invierno profundizando
hasta 30-40 cm en el suelo para protegerse de las bajas temperaturas y la
resequedad (Moron, 1986). En la primavera suben a la superficie del suelo para

alimentarse y completar su desarrollo (Metcalf y Flint, 1982).

Figura 3. Larva, pupas y adulto de Phyllophaga sp.

El estado larvario dura alrededor de nueve meses o mas segun la especie
(SARH, 1988). Durante la primavera las larvas de tercer estadio delimitan una
celda o camara ovoide, compactando con sus excrementos las particulas del
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suelo a una profundidad de 15 a 20 cm, en la cual expulsan todo el contenido
del aparato digestivo y se inmovilizan como prepupa durante una o dos
semanas antes de la ecdisis que da origen a la pupa exarada. El color de la
pupa es blanco cremoso (Figura 3), amarillo o marron. La etapa de pupa dura
de tres a seis semanas al cabo de la cual emerge el adulto. (Morén, 1986). El
imago permanece dentro de la celda en tanto madura su aparato reproductor y
se incrementan la humedad y la temperatura para realizar sus primeras
actividades en el exterior. La longevidad de los adultos varia entre ocho y 30
dias aun cuando las hembras de algunas especies pueden sobrevivir mas de
dos meses. Los adultos son conocidos comunmente como escarabajos,
presentan un color brillante rojizo- marron (Figura 3) a negro, miden de 19 a 26

mm de largo, con cuerpo ovalado y robusto (Moroén, 1986).

6.1.3 Dafos causados

La gallina ciega se encuentra entre los insectos del suelo mas destructores y
problematicos. Los adultos son una plaga importante que ataca el follaje de
numerosas plantas frutales, forrajeras y de ornato, alimentdndose también de
flores, néctar y polen. Las larvas tienen aun mayor importancia econdémica,
puesto que se alimentan de numerosas especies de plantas, causando su
deterioro en grandes areas. Entre los muchos ejemplos de cultivos afectados
estan los pastos, rosales, plantulas de vivero, fresa, maiz, camote, durazno,
manzano, betabel y espinaca (Morén, 1986). Afecta también a otros cultivos de
importancia econdmica como frijol, sorgo, trigo, jitomate y chile (Saunders,
1998). Se ha reportado como plaga en café (Gonzéalez, 1989) y en la cafa de
azucar (Wilson, 1969). Cuando se siembran con maiz los campos infestados
con gallina ciega, generalmente brotan las plantas pero dejan de crecer
después de alcanzar una altura de 20 a 60 cm. El maiz mostrard un
crecimiento poco uniforme con areas de tamafio variable, donde las plantas
estan muertas o secandose, debido a que las larvas se alimentan de las raices
(Metcalf y Flint, 1982). Las plantas de maiz presentan amarillamiento de las
hojas, retraso en el crecimiento y pérdida de vigor; ademas, las heridas
producidas en la raiz son vias de entrada de diversos microorganismos
causantes de enfermedades (SARH, 1988).
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En los Valles Centrales de Oaxaca se cultivan anualmente unas 110,000
hectareas de maiz, siendo la “gallina ciega” una de las principales plagas del
suelo en este cultivo. El dafio se presenta en manchones desde las etapas
tempranas de desarrollo, adquiriendo las plantas coloraciones violetas debido a
la deficiencia inducida de fésforo por dafio radicular y mostrando poco vigor y
marchites (Ruiz et al., 1998). La mayoria de los campesinos producen para
autoconsumo, por lo que deben buscarse alternativas de control de bajo costo
y ambientalmente inocuas. El control biolégico de la plaga a base de
nematodos y hongos entomopatdogenos es una alternativa al uso de

insecticidas sintéticos (Ruiz et al., 2000).

En los Valles Centrales de Oaxaca, Ruiz et al. (1998) aislaron dos cepas de
nematodos entomopatégenos de los géneros Heterorhabditis y Steinernema,

concluyendo que tienen potencial para el control de “gallina ciega”.

6.2 Alternativas para el control de plagas

El desarrollo de resistencia de los insectos a los plaguicidas ha estimulado el
interés de usar medios biologicos para reducir las poblaciones de plagas. A
partir de la década de los afios 1980, se reconoce el potencial de los
nematodos entomopatdégenos para el control microbiano, similar al de las

bacterias, virus, protozoarios y hongos (Aguirre y Salazar, 1999).

6.2.1 Nematodos entomopatbégenos

Entre las alternativas de manejo de plagas mas amigables con el ambiente se
cuenta hoy en dia con los agentes entomopatdgenos, es decir,
microorganismos que causan enfermedades a los insectos, como son las
bacterias, hongos, virus y nematodos; siendo los nematodos los organismos
que en la ultima década han cobrado gran importancia por su facilidad para ser
aplicados en el suelo, su alta virulencia y patogenicidad y su relativa facilidad

para ser multiplicados en forma masiva y comercializados (Larriva, 2002).

15



6.2.1.1 Taxonomia de los nematodos entomopatdgenos

Los nematodos se encuentran ubicados en el Phylum Nematoda, el cual se
subdivide en las clases Secernentia y Adenophoria (Poinar, 1975, 1990). Los
nematodos entomopatdégenos conocidos, o bien los que tienen posibilidades de
control biolégico se encuentran en cuatro 6rdenes, por importancia, Rhabditida,

Mermitida, Tylenchida y Aphelenchida (Smart y Nguyen, 1994).

Dentro del orden Rhabditida se encuentra la mayoria de nematodos de vida
libre incluyendo a las familias Steinernematidae y Heterorhabditidae, parasitos
facultativos de insectos (Tanada y Kaya, 1993). La familia Steinernematidae
comprende dos géneros; Steinernema Travassos, 1927 (Hominick et al., 1997)
y Neosteinernema Smart y Nguyen, 1994 (Smart y Nguyen, 1994). La familia

Heterorhabditidae comprende el género Heterorhabditis.

6.2.1.2 Morfologia

Los nematodos son definidos generalmente como gusanos invertebrados que
poseen un cuerpo no segmentado, con un tracto digestivo completo. Por “tracto
digestivo completo” se entiende una boca, un canal alimenticio y un ano
(Gaugler, 1999). No tienen una respiracion o sistema circulatorio especializado,
sin embargo, poseen sistemas nervioso y excretor bien desarrollados y un

juego de musculos longitudinales (Georgis, 1991).

6.2.1.3 Comportamiento

Algunas especies de nematodos prefieren buscar sus hospederos cerca de la
superficie del suelo, por ejemplo, S. carpocapsae, pero otras se han adaptado
para buscar en perfiles mas profundos del suelo, como H. bacteriophora (Kaya
y Gaugler, 1993). Una vez que el habitat ha sido seleccionado, los nematodos
entomopatdégenos pueden adoptar una de las dos estrategias de busqueda: a)

emboscar a su presa; b) movilizarse hacia su presa (Kaya y Gaugler, 1993).

16



En el primer caso se trata por lo tanto de nematodos poco mdviles y que
ahorran energia mientras esperan que su presa venga hacia ellas, sin
embargo, presentan el inconveniente de no seguir a su hospedero cuando éste
se encuentra en un estado de desarrollo inmoévil, como en el caso de la pupa,
de ahi que la Unica posibilidad para que se ponga en contacto con el insecto
es cuando éste pasa cerca de él o se alimenta de algun sustrato en el cual se
encuentra presente (Kaya y Gaugler, 1993). En cambio, los nematodos que
buscan a su presa son altamente moviles y responden fuertemente a los
estimulos quimicos emitidos por el hospedero, funcionando éstos como
atrayentes; estas especies estarian mejor adaptadas para parasitar hospederos

subterraneos sedentarios (Kaya y Gaugler, 1993).

Al respecto, Cui et al. (1993) mencionan que los juveniles de S. glaseri y H.
bacteriophora son altamente méviles y buscan activamente a los hospederos,
siendo més eficaces contra presas subterraneas sedentarias (Gaugler et al.,
1989). En contraste, los juveniles de S. carpocapsae parecen tener una
estrategia emboscadora (posarse y esperar) y son mas efectivos contra presas
moviles que habitan la superficie (Kaya y Gaugler, 1993). Sin embargo, estas
especies acechadoras tendran mas dificultad en localizar los hospederos,
principalmente a los sedentarios, tales como los gusanos blancos (Lewis et al.,
1992). Mientras que S. feltiae presenta caracteristicas intermedias, entre
buscadores y emboscadores, es decir, comparte caracteristicas con ambos
grupos (Grewal et al., 1994).

6.2.1.4 Ciclo biolégico

Tanto los steinernematidos como los heterorhabditidos tienen un ciclo de vida
similar (Figura 4). El ciclo biolégico de los nematodos y la bacteria simbionte
inicia cuando los nematodos juveniles infectivos (que no se alimentan) emergen
del cuerpo de su hospedero (insecto) para localizar otro hospedero susceptible
e iniciar una nueva infeccion. Los nematodos con capacidad de busqueda se
guian por las emisiones de CO, del hospedero, mientras que los que tienen
una reducida capacidad de desplazamiento se ubican en sitios por los que

puede pasar la presa para “emboscarla”. Cuando el futuro hospedero ha sido
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localizado, el nematodo se adhiere a él y después penetra en el hemocele del
insecto; lo que hace usualmente por las aberturas naturales del cuerpo como la
boca, el ano, los espiraculos, asi como por las partes delgadas de su cuticula.
Los géneros de bacterias asociados con los nematodos son Xenorhabdus en el
caso de los steinernematidos y Photorhabdus en heterorhabditidos (Akhurst,
1980).

Una vez en el hemocele (cavidad interior del cuerpo del insecto); la bacteria es
liberada desde el intestino del nematodo, misma que se multiplica rapidamente
causando primero una disminucién en la actividad de la larva, incluyendo la de
alimentarse de la planta, y posteriormente la muerte del hospedero en poco
tiempo (24 a 96 horas) debido a una septicemia generalizada; el nematodo se
alimenta después de los desechos del cuerpo del insecto, ingiriendo también
las células bacterianas; alcanzando alli su estado maduro (Gaugler, 1999). Los
estados juveniles infectivos de los steinernematidos pueden llegar a ser
machos o hembras, a diferencia de los heterorhabditidos que se desarrollan en
el interior como hermafroditas; no obstante, la subsiguiente generacion dentro
de un hospedero produce machos y hembras; el ciclo bioldgico es completado
en pocos dias y cientos de miles de nuevos juveniles infectivos emergen del
cadaver del hospedero (Kaya y Gaugler, 1993). Cuando los nematodos
infectivos juveniles (1J) salen del hospedero, se mueven dentro del suelo
buscando una nueva presa para infectarla. La textura, humedad y temperatura

de éste afectan su dispersion e infectividad (Marh, 2001).
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Figura 4. Ciclo de vida de los nematodos entomopatdégenos (Tomado de Dirt
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1. MATERIALES Y METODOS

7.1 Muestreo de suelos

Se llevd a cabo un muestreo de suelos en trece comunidades de la region de
Los Valles Centrales de Oaxaca (ver anexo 1) para detectar y aislar posibles

especies de nematodos entomopatdgenos.

El periodo de muestreo fue en los meses de julio-agosto, que fue cuando se
tuvo plenamente establecido el cultivo de maiz, y coincidié con la aparicion de
los primeros estadios de la gallina ciega y por consiguiente, por lo menos

tedricamente, la presencia de nematodos.

Se muestrearon 55 sitios, los factores que guiaron la localizacién del sitio
fueron: cultivo de maiz y presencia de gallina ciega en ciclos de cultivo
anteriores -de acuerdo con el conocimiento de los productores-, y sintomas
visibles en el cultivo que indicaran la posible presencia de la plaga de gallina

ciega (método opinatico o intencional de Azorin, 1972).

De manera natural, en el medio en donde existe determinada plaga, existe
también su enemigo natural, es por ello que en el muestreo se consideré como
un factor guia la presencia de la plaga de gallina ciega en los cultivos de maiz.

Un sitio correspondié a una parcela de maiz, en cada sitio se tomaron tres
muestras distribuyéndolas espacialmente en tres bolillo, a lo largo de la

parcela.

La muestra (1 kg de suelo aproximadamente) se tomo6 a 10 cm de la base del
tallo de la milpa, utilizando una pala recta, a una profundidad entre 10 y 30 cm,
se depositd en una bolsa de plastico para evitar la pérdida de humedad,
colocandola enseguida en la sombra para que no se elevara su temperatura, lo
gue afectaria al nematodo en caso de estar presente en la muestra. La pala se
lavé con agua después de la toma de cada muestra para evitar la mezcla de

posibles nematodos entre muestras.
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Una vez en el laboratorio, cada muestra de suelo fue depositada en una
charola de plastico de 20x15x7 cm debidamente etiquetada, colocandole a
diferentes profundidades cinco larvas de Galleria mellonella, bajo una
distribucién “cinco de oros”, una vez introducidas las larvas, la charola se cubrio
con papel aluminio para evitar que se perdiera rapidamente la humedad,

haciéndole pequerios orificios al aluminio para permitir el intercambio gaseoso.

Cada dos dias durante un periodo de dos semanas, se revisaron las charolas
para determinar si existian larvas muertas, si era el caso, éstas se colocaban
en trampas White y se les daba seguimiento, si existia emergencia de
nematodos, éstos se cosechaban y se almacenaban en frascos de cultivo
debidamente etiquetados a una temperatura de refrigeracion entre 8 y 12
grados centigrados. Si no habia emergencia, la larva se diseccionaba para

determinar la presencia de nematodos en su interior.

7.2 Experimento 1.- Seleccién de cinco biotipos por mortalidad causada a
Galleria mellonella

A nivel laboratorio se estableci6 un experimento para seleccionar de los
biotipos aislados en el muestreo de suelos, los cinco que causaran el mayor

porcentaje de mortalidad a larvas de Galleria mellonella.

Procedimiento experimental:

En cajas de petri con papel filtro en el fondo se colocaron 10 larvas de Galleria
mellonella, en éstas se inocularon los biotipos aislados de las muestras de
campo, considerandose cuatro cajas de petri por cada biotipo. Diariamente se
afiadi6é a cada una de las cajas de petri 200 microlitros de agua destilada para
evitar la muerte del nematodo por falta de humedad. A los cinco dias se
revisaron las cajas de petri para determinar porcentaje de mortalidad de las
larvas, promediandose la mortalidad de las cuatro cajas de petri para cada

biotipo.
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Una vez que se determiné el porcentaje de mortalidad, se procedié a colocar

las larvas muertas en trampas White para que emergieran los nematodos.

La emergencia de nematodos fue un factor que corroboro la muerte de la larva

por causa de éstos.

En este experimento se seleccionaron los cinco mejores biotipos en cuanto a
porcentaje de mortalidad causado en Galleria mellonella, para evaluarlos

posteriormente con Tenebrio mollitor y Phyllophaga vetula.

7.3 Experimento 2.- Evaluacion de los cinco biotipos por mortalidad

causada a Tenebrio mollitor

Los cinco biotipos sobresalientes en el experimento uno, se evaluaron en
laboratorio en cuanto a porcentaje de mortalidad causada a Tenebrio mollitor,

dosis y tiempos letales.

El experimento se establecié bajo un disefio experimental completamente al
azar con arreglo factorial 5x5+1= 26.

Factores: biotipos y dosis de aplicacion de nematodos.

Niveles: cinco biotipos seleccionados en el experimento uno y cinco dosis de
aplicacién de nematodos (50, 100, 200, 500 y 1000 nematodos por larva).

Un testigo con fines de comparacion (el testigo tuvo larva de Tenebrio mollitor
pero no se le aplicaron nematodos)

26 tratamientos.

Se utiliz6 como hospedero a la larva de Tenebrio mollitor.

La unidad experimental estuvo constituida por 10 vasos de plastico de 100 mL,
conteniendo 200 g de suelo esterilizado.

Se establecieron cuatro repeticiones.

Variable respuesta: porcentaje de mortalidad de larvas de Tenebrio mollitor.

Se determinaron las dosis y tiempos letales para causar el 50 y 95% de

mortalidad en las larvas de Tenebrio mollitor.
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En la etapa de analisis de resultados se realizé la normalizacion de los datos
expresados como porcentaje, con el procedimiento raiz cuadrada y arcoseno,
para posteriormente proceder con los analisis de varianza y de separacion de
medias, este Ultimo con la prueba de Tukey, con un a = 0.05 (SAS, 1988). Con
el andlisis Probit (SAS, 1988), se determinaron las dosis y tiempos letales para

causar el 50 y 95% de mortalidad en las larvas de Tenebrio mollitor.

Procedimiento experimental:

Los vasos de plastico de 100 mL de capacidad, se llenaron con 200 g de suelo
gue previamente habia sido esterilizado durante dos horas en una autoclave
para eliminar la influencia de otros microorganismos patdgenos en el desarrollo
del experimento. Se agregd agua para alcanzar la humedad deseada (-0.60
MPa), posteriormente se coloc6 una larva de Tenebrio mollitor en la superficie
del suelo de cada vaso, enseguida se aplicaron los nematodos en suspension
acuosa en cinco diferentes dosis. Con el fin de evitar una pérdida rapida de
humedad en los vasos, se cubrieron con papel aluminio al que se le hicieron
pequefias perforaciones con un palillo para permitir el paso de oxigeno. Cada

tres dias se ajusto la humedad a las condiciones iniciales.

Cada dos dias, durante dieciséis dias, se revisaron los vasos para determinar
el nimero de larvas muertas, las cuales se pusieron en una trampa White para
la emergencia de los nematodos del cadaver de la larva, lo cual confirmé la
muerte por infeccibn de nematodos; cuando no hubo emergencia, se
diseccionaron las larvas para determinar si en su interior habia nematodos y
corroborar por lo tanto que la muerte de la larva habia sido por causa de éstos.
Con los datos correspondientes al dia diez después de iniciado el experimento
se determind la dosis letal, mientras que con todos los datos recabados durante
el mes se determind el tiempo letal, ambos indicadores se establecieron para
cada uno de los biotipos de nematodos seleccionados previamente en el

experimento 1 y para el 50% y 95% de mortalidad de Tenebrio mollitor.
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7.4 Experimento 3.- Evaluacion de los cinco biotipos por mortalidad
causada a Phyllophaga vetula

Los cinco biotipos sobresalientes en el experimento uno, se evaluaron en
laboratorio en cuanto a porcentaje de mortalidad causada a Phyllophaga vetula,

dosis y tiempos letales.

El experimento se establecié bajo un disefio experimental completamente al
azar con arreglo factorial 5x5+1= 26.

Factores: biotipos y dosis de aplicacion de nematodos.

Niveles: cinco biotipos seleccionados en el experimento uno y cinco dosis de
aplicacién de nematodos (50, 100, 200, 500 y 1000 nematodos por larva).

Un testigo con fines de comparacion (el testigo tuvo larva de Phyllophaga
vetula pero no se le aplicaron nematodos)

26 tratamientos.

Se utiliz6 como hospedero a la larva de Phyllophaga vetula.

La unidad experimental estuvo constituida por 10 vasos de plastico de 100 mL,
conteniendo 200 g de suelo esterilizado.

Se establecieron cuatro repeticiones.

Variable respuesta: porcentaje de mortalidad de larvas de Phyllophaga vetula.
Se determinaron las dosis y tiempos letales para causar el 50 y 95% de

mortalidad en las larvas de Phyllophaga vetula.

En la etapa de andlisis de resultados se realizé la normalizacion de los datos
expresados como porcentaje, con el procedimiento raiz cuadrada y arcoseno,
para posteriormente proceder con los analisis de varianza y de separacion de
medias, este ultimo con la prueba de Tukey, con un a = 0.05 (SAS, 1988). Con
el analisis Probit (SAS, 1988), se determinaron las dosis y tiempos letales para

causar el 50 y 95% de mortalidad en las larvas de Phyllophaga vetula.
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Procedimiento experimental:

Los vasos de plastico de 100 mL de capacidad, se llenaron con 200 g de suelo
que previamente habia sido esterilizado durante dos horas en una autoclave
para eliminar la influencia de otros microorganismos patdgenos en el desarrollo
del experimento. Se agregd agua para alcanzar la humedad deseada (-0.60
MPa), posteriormente se coloc6 una larva de Phyllophaga vetula en la
superficie del suelo de cada vaso, enseguida se aplicaron los nematodos en
suspensién acuosa en cinco diferentes dosis. Con el fin de evitar una pérdida
rapida de humedad en los vasos, se cubrieron con papel aluminio al que se le
hicieron pequefias perforaciones con un palillo para permitir el paso de

oxigeno. Cada tres dias se ajust6 la humedad a las condiciones iniciales.

Cada dos dias, durante dieciséis dias, se revisaron los vasos para determinar
el nimero de larvas muertas, las cuales se pusieron en una trampa White para
la emergencia de los nematodos del cadaver de la larva, lo cual confirmé la
muerte por infeccion de nematodos; cuando no hubo emergencia, se
diseccionaron las larvas para determinar si en su interior habia nematodos y
corroborar por lo tanto que la muerte de la larva habia sido por causa de éstos.
Con los datos correspondientes al dia diez después de iniciado el experimento
se determind la dosis letal, mientras que con todos los datos recabados durante
el mes se determind el tiempo letal, ambos indicadores se establecieron para
cada uno de los biotipos de nematodos seleccionados en el experimento 1 y

para el 50% y 95% de mortalidad de gallina ciega.

7.5 Experimento 4.- Evaluacion de los cinco biotipos en tres

formulaciones y dos humedades

Los cinco biotipos seleccionados en el experimento uno, se evaluaron en
laboratorio aplicandolos en tres formulaciones y dos niveles de humedad para

el control de gallina ciega.

El experimento se establecié bajo un disefio experimental completamente al

azar con arreglo factorial 5x3x2+2= 32.
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Factores: biotipos, formulaciones y niveles de humedad.

Niveles: cinco biotipos seleccionados en el experimento uno, tres formulaciones
de nematodos (pellets de arcilla, cadaver infectado de larva de Tenebrio
mollitor y aplicacion en medio acuoso) y dos niveles de humedad: moderada (-
0.60 MPa) y alta (-0.08 MPa).

Dos testigos a los cuales se les deposito larva de Phyllophaga vetula pero no
se les aplic6 nematodos, uno con humedad moderada y otro con humedad alta.
32 tratamientos.

Se utiliz6 como hospedero a la larva de Phyllophaga vetula.

La unidad experimental estuvo constituida por 10 vasos de plastico de 100 mL,
conteniendo 200 g de suelo esterilizado.

Se establecieron cuatro repeticiones.

Variable respuesta: porcentaje de mortalidad de larvas de Phyllophaga vetula.

En la etapa de andlisis de resultados se realizé la normalizacion de los datos
expresados como porcentaje, con el procedimiento raiz cuadrada y arcoseno,
para posteriormente proceder con los andlisis de varianza y de separacion de

medias, este ultimo con la prueba de Tukey, con un a = 0.05 (SAS, 1988).

Procedimiento experimental:

A los vasos de plastico de 100 mL, se les agregé 200 g de suelo que
previamente habia sido esterilizado durante dos horas en autoclave para
eliminar la influencia de otros microorganismos patégenos en el desarrollo del
experimento. Se agregd agua para alcanzar las dos condiciones de humedad

(alta y moderada).

Con el objeto de presentar las dos condiciones de humedad (alta y moderada)
en unidades universales, se hizo uso de la curva de humedad presentada por
Hamblin, (1981); la cual presenta en el eje de las abscisas los porcentajes de
contenido de humedad y en el eje de las ordenadas la tension del agua
expresada en MPa; de tal manera que al interceptar en la curva la humedad

alta (20.5% de humedad) correspondio a -0.08 MPa en el eje de las ordenadas,
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mientras que la humedad moderada (11.8% de humedad) correspondi6 a -0.6
MPa.

Se coloc6 una larva de gallina ciega en la superficie del suelo de cada vaso, si
después de 30 minutos la larva no se introducia en el suelo, se reemplazaba
por otra, para asegurar con ello que estuviera en buenas condiciones.
Enseguida se sembré en cada vaso una semilla de maiz para que al germinar
sirviera de alimento a la larva. Con el fin de evitar una rapida pérdida de
humedad en los vasos, se cubrieron con papel aluminio al que se le hicieron
pequefias perforaciones con un palillo para permitir el paso de oxigeno. Cada
tres dias se ajusto la humedad a las condiciones iniciales. Al dia siguiente de
colocadas las larvas de gallina ciega, se aplicaron los nematodos en sus tres
formulaciones (pellet, cadaver y medio acuoso), la dosis aplicada fue en el caso
de pellet de arcilla uno por vaso, en el caso de cadaver infectado uno por vaso

y en el caso de aplicacion en medio acuoso 1000 nematodos por vaso.

Diez dias después de aplicados los tratamientos de nematodos, las gallinas
ciegas fueron extraidas de los vasos y contadas como vivas o muertas. Las
muertas fueron puestas en trampa White para la emergencia de los nematodos
infectivos juveniles, lo cual confirmd la muerte de la larva por efecto de éstos,
cuando no hubo emergencia, se diseccionaron las larvas para corroborar que
efectivamente las larvas hubieran muerto por accién de los nematodos, en cuyo

caso éstos se encontraban en el interior de la larva.

7.6 Experimento 5.- Evaluacion de la vida de anaquel de los cinco biotipos

en tres formulaciones

Experimento de laboratorio para evaluar la vida de anaquel (porcentaje de
sobrevivencia) de los cinco biotipos sobresalientes en el experimento uno, bajo
las formulaciones cadaver infectado, pellet de arcilla y aplicacion en medio

acuoso, almacenadas a temperatura ambiente por 0.5, 1, 2 y 3 meses.
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El experimento se establecié bajo un disefio experimental completamente al
azar con arreglo factorial 5x3= 15.

Factores: biotipos y formulaciones.

Niveles: cinco biotipos seleccionados en el experimento uno, tres formulaciones
de nematodos (pellets de arcilla, cadaver infectado de larva de Galleria
mellonella y aplicacion en medio acuoso)

15 tratamientos.

Se utilizé como hospedero a la larva de Galleria mellonella.

La unidad experimental estuvo constituida por 16 cajas de petri, conteniendo la
formulacion correspondiente.

Se establecieron cuatro repeticiones.

Variable respuesta: porcentaje de sobrevivencia de los nematodos a los 0.5, 1,

2y 3 meses.

En la etapa de andlisis de resultados se realizé la normalizacion de los datos
expresados como porcentaje, con el procedimiento raiz cuadrada y arcoseno,
para posteriormente proceder con los andlisis de varianza y de separacion de

medias, este Ultimo con la prueba de Tukey, con un a = 0.05 (SAS, 1988).

7.7 Experimento 6.- Evaluacion de tres biotipos en experimento

semicontrolado

Los tres biotipos de nematodos entomopatdgenos mas sobresalientes en
laboratorio (por causar la mayor mortalidad a Phyllophaga vetula y presentar
las menores dosis y tiempos letales) se evaluaron en campo en un experimento
semicontrolado, aplicandose en tres formulaciones para el control de

Phyllophaga vetula

El experimento se establecid bajo un disefio experimental completamente al
azar con arreglo factorial 3x3+1=10.

Factores: biotipos y formulaciones.
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Niveles: tres biotipos seleccionados en laboratorio (por causar la mayor
mortalidad a Phyllophaga vetula y presentar las menores dosis y tiempos
letales) y tres formulaciones de nematodos (pellets de arcilla, cadaver infectado
de larva de Galleria mellonella y aplicacion en medio acuoso).

Un testigo al cual se le deposito larva de Phyllophaga vetula pero no se le
aplicaron nematodos.

Se utilizé como hospedero a la larva de Phyllophaga vetula.

La unidad experimental estuvo constituida por una bolsa de plastico de 15 litros
de capacidad conteniendo suelo esterilizado, a la que se le depositaron cinco
larvas de Phyllophaga vetula.

Se establecieron cuatro repeticiones.

Variable respuesta: porcentaje de mortalidad de larvas de Phyllophaga vetula.

En la etapa de analisis de resultados se realizé la normalizacion de los datos
expresados como porcentaje, con el procedimiento raiz cuadrada y arcoseno,
para posteriormente proceder con los analisis de varianza y de separacion de

medias, este Ultimo con la prueba de Tukey, con un a = 0.05 (SAS, 1988).

Procedimiento experimental:

Se establecieron plantas de maiz en bolsas de 15 litros de capacidad llenas
con suelo esterilizado, a las cuales se les adicion6 cinco larvas de Phyllophaga
vetula cuando la planta de maiz tenia cinco hojas (V5). Una semana después,
se aplicaron los nematodos en las diferentes formulaciones, evaluando tres
semanas después los porcentajes de mortalidad de Phyllophaga vetula. Se

establecio un testigo que contuvo larvas, pero no se le aplicaron nematodos.

Para la evaluaciéon de la persistencia de los nematodos entomopatégenos, se
utilizaron las bolsas del experimento semicontrolado, a las cuales después de
un riego ligero, se les aflojo el suelo y se les depositaron 10 galerias por bolsa
para la recaptura de los nematodos sobrevivientes a los 2, 4 y 6 meses de

aplicados.
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7.8 Identificacion de biotipos

Los cinco biotipos de nematodos entomopatdégenos que resultaron mas
efectivos para el control de Phyllophaga vetula fueron identificados por técnicas
de PCR (polymerase chain reaction) en el Laboratorio de Nematology de la
University of California, Davis, aplicando el procedimiento creado por Ellis et al.,

(1986); Zhou et al., (1998) el cual se describe enseguida.

Extraccion de DNA. Se obtuvieron nematodos adultos a partir de la diseccién
de cadaveres infectados de G. mellonella, los cuales fueron cortados a la
mitad y depositados en una mezcla de 20 pl de resina ‘Chelex 100’ (5%, Bio-
Rad, Hercules, CA) y 1 ul de solucion de proteinasa K (20 mg/ml; Sigma, St.
Louis, Missouri). La mezcla se incub6 a 56°C por 1 h, después a 100°C por 8
min, y enfriada a 40°C por 30 s. Después de agitarla mecéanicamente por 30 s,
las muestras se almacenaron a -17°C. En algunos casos no se encontraron

nematodos adultos, por lo cual se utilizaron los 1J disponibles.

Condiciones de la PCR. Las regiones ITS-1 y ITS-2 del DNA ribosomal fueron
amplificadas usando los “primers” 18S 'y 28S (no. 93, 5
TTGAACCGGGTAAAAGTCG y no. 94, S5TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT)
disefiados por Nadler et al. (2000). La amplificacion de la PCR se realiz6 en un
volumen de reaccion de 25 pl, conteniendo 2.5 ul de 10xPCR-buffer, 14.6 ul de
H,O, 3 ul de MgCl, (25mM), 0.5 ul de dNTPs (10 mM), 0.4 ul de Taq
polymerase (5 units/ul, Gene choice T-18), 1.25 ul of Primer Forward (10 puM),
1.25 pl de Primer Reverse (10 uM), y 1.5 ul de DNA. Todas las reacciones de la
PCR se realizaron en en un termociclador marca Applied Biosystems 2720 con
un perfil de: 1 ciclo a 94°C por 2 min, seguido por 35 ciclos de 94 °C por 30 s,
60 °C por 30 y 72 °C por 50 s. El ultimo paso fue una extension post-
amplificacion a 72°C por 4 min.

Secuenciacion. Los productos amplificados fueron purificados por medio de un
tratamiento enzimatico con la exonucleasa | y fosfatasa alcalina de camaron

(PCR product pre-sequencing kit, USB Corporation). Los “primers” usados para
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secuenciar fueron los mismos usados para la PCR. Los “Contigs” fueron
ensamblados usando el “Codon Code Aligner” (ver. 3.6.1) y una busqueda
BLAST realizada en secuencia consensada final. Solo las coincidencias
(“matches”) arriba del 99% de identidad se consideraron positivas (Stock et al.,
2001).

7.9 Andlisis de correlacion y regresiones

Se determind la correlacion existente entre la presencia de nematodos
entomopatdgenos en las muestras de suelo y los factores pH y porcentajes de

materia organica, arena, arcilla y limo.

Se seleccionaron las 10 muestras de suelo de donde se aislaron los biotipos de
nematodos entomopatdgenos que causaron el mayor porcentaje de mortalidad
a las larvas de Galleria mellonella en el experimento uno, se les colocaron 10
larvas de Galleria Mellonella, después de cinco dias se determiné el porcentaje
de larvas muertas, las cuales se colocaron en trampas White, para corroborar

su muerte por nematodos.

Para determinar pH, y porcentajes de materia organica, arena arcilla y limo las
10 muestras seleccionadas se analizaron en el laboratorio de suelos del CIIDIR
IPN Oax.

Para determinar la correlacion existente entre los factores mencionados y la
presencia de nematodos en el suelo, se hizo uso de la prueba de correlacién
de Pearson (SAS, 1988), posteriormente se hicieron analisis de regresion
lineal, exponencial, logaritmica, polinomica y potencial entre el porcentaje de
mortalidad de larvas y cada uno de los factores edaficos mencionados para
determinar el modelo de prediccién de la existencia de nematodos en el suelo

que presentara la mayor R?.
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8. RESULTADOS

8.1 Muestreo de suelos

En el Anexo 1 se muestran los resultados del muestreo de suelos realizado en
los Valles Centrales de Oaxaca, con fines de localizar y aislar especies nativas

de nematodos entomopatdégenos.

Las columnas que posee el anexo mencionado son: numero de muestra, lugar,
paraje, cultivo, género probable (en este apartado se menciona el género
probable de nematodo, este se definié de acuerdo a la coloracién de la larva
después de haber sido muerta por nematodos, ya que el género
Heterorhabditis produce una coloracion roja, mientras que el Steinernema
produce una coloracion negra, o bien mantiene el color original de la larva) y
finalmente una columna en donde se menciona si hubo o no presencia de

nematodos.

De las 55 muestras colectadas (Anexo 1), 27 resultaron aparentemente
positivas, es decir, en éstas se encontraron nematodos, lo cual representé un
49% del total. De las 27 muestras aparentemente positivas (de acuerdo con la
coloracion adquirida por la larva), 22 fueron infectadas por el género
Steinernema (81%) y cinco por Heterorhabditis (19%).

Sin embargo, no en todas las muestras infectadas, la emergencia de
nematodos fue adecuada, presentandose sobre todo la invasion de la larva por

hongos, lo cual evito la emergencia.
De las 27 muestras infectadas, s6lo en 16 se dio una emergencia adecuada de
nematodos, 11 muestras correspondieron a Steinernema y cinco muestras a

Heterorhabditis; lo que equivale a 69% y 31% respectivamente.

Fue clara la predominancia que presentd el género Steinernema comparado

con Heterorhabditis.
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8.2 Experimento 1.- Seleccién de cinco biotipos por mortalidad causada a

Galleria mellonella

Los 16 biotipos de nematodos entomopatégenos obtenidos de las muestras de

campo se sometieron a este experimento; los resultados se muestran en el

Cuadrol.

Cuadro 1.- Mortalidad de Galleria mellonella causada por los biotipos de
nematodos entomopatdégenos aislados de las muestras de suelo.

No. de Lugar Género Mortalidad
muestra Causada a
Galleria
mellonella (%)
1 Cuilapam Steinernema 97.5
2 Cuilapam Steinernema 100
5 Cuilapam Heterorhabditis 95.0
8 Cuilapam Heterorhabditis 100
17 Guadalupe, Etla Steinernema 67.5
20 CIIDIR Steinernema 80.0
21 CIIDIR Steinernema 55.0
24 Lachigold, Tlacolula Heterorhabditis 100
25 Sn. Dionisio, Ocotlan Steinernema 77.5
39  Sta. Cruz Mixtepec Steinernema 35.0
40  Santa Inés, Ayoquezco Steinernema 75.0
41 Santa Inés, Ayoquezco Steinernema 70.0
44 Sn. Pedro Martir, Ocotlan  Steinernema 40.0
46  Sn. Pedro Matrtir, Ocotlan  Heterorhabditis 72.5
47 Los Ocotes, Ejutla Heterorhabditis 75.0
50 Los Ocotes, Ejutla Steinernema 75.0

En el Cuadro 2 se muestran los cinco biotipos que causaron mayor mortalidad

a Galleria mellonella. Cuatro de ellos correspondieron a la comunidad de

Cuilapam de Guerrero, dos steinernematidos y dos heterorhabditidos y uno de

ellos a Lachigold, Tlacolula (heterorhabditido).
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Cuadro 2.- Biotipos con mayores porcentajes de mortalidad sobre
Galleria mellonellay su c6digo de denominacion.

No. de Lugar Género Mortalidad Cdédigo de
muestra causadaa denominacion
Galleria
mellonella
(%)

1 Cuilapam Steinernema 97.5 Cs1

2 Cuilapam Steinernema 100 CS2

5 Cuilapam Heterorhabditis 95.0 CH5

8 Cuilapam Heterorhabditis 100 CHS8

24 Lachigold,Tlac Heterorhabditis 100 LH24

olula

8.3 Experimento 2.- Evaluacion de los cinco biotipos por mortalidad

causada a Tenebrio mollitor

El analisis de varianza para comparar la mortalidad causada en larvas de
Tenebrio mollitor (un insecto menos susceptible a la infeccién de nematodos
entomopatdégenos que G. mellonella) por los cinco biotipos seleccionados en el

experimento uno, aplicados en cinco diferentes dosis se muestra en el Anexo 2.

De acuerdo con la informacion del analisis de varianza (Anexo 2) se puede
decir que existio diferencia estadisticamente significativa en la mortalidad
causada a Tenebrio mollitor en por lo menos un tratamiento con respecto a los
demas, dado que se rechazoé la hipétesis nula de no significancia al tener un
valor de la Prob > F menor a 0.0001. La proporcién de variabilidad de la
variable dependiente explicada por las variables independientes fue de 96%,

valor adecuado al estar cercano al 100%.

Analizando por factores (Anexo 2), se encontr6 que no existid diferencia
estadisticamente significativa en el porcentaje de mortalidad causado a
Tenebrio mollitor por los diferentes biotipos de nematodos, puesto que el valor
de Prob > F fue mayor a 0.01, mientras que en el caso de la mortalidad
causada por las dosis si existi6 significancia al presentarse un valor de Prob >
F menor a 0.0001.

34



La comparacion de medias entre tratamientos, biotipos de nematodos y dosis
de aplicacion se presentan en los Cuadros tres, cuatro y cinco,

respectivamente.

De acuerdo con los resultados que se muestran en el Cuadro tres, puede
notarse que los porcentajes de mortalidad de T. mollitor mayores o iguales a
90% ocurrieron significativamente (Tukey, a = 0.05) con las mayores dosis (500

a 1000 nematodos por larva).

Cuadro 3.- Comparacion de medias de porcentaje de mortalidad de
Tenebrio mollitor entre tratamientos.

Tratamiento Biotipo Dosis % de mortalidad
(nematodos
por larva)

25 LH24 1000 100 a
10 CS2 1000 100 a
15 CH5 1000 100 a
4 Cs1 500 100 a
5 Cs1 1000 100 a
20 CH8 1000 100 a
9 CS2 500 97.5 ab
14 CH5 500 95.0 ab
24 LH24 500 90.0 ab
19 CH8 500 875 b
3 Cs1 200 47.5 c
8 CS2 200 42.5 cd
23 LH24 200 37.5 cde
18 CH8 200 32.5 cde
13 CH5 200 30.0 cdef
22 LH24 100 22.5 cdefg
7 CS2 100 17.5 defgh
2 Cs1 100 17.5 defgh
12 CH5 100 17.5 defgh
17 CH8 100 15.0 efgh
11 CH5 50 10.0 fgh
6 CS2 50 7.5 gh
16 CH8 50 7.5 gh
21 LH24 50 5.0 h
1 Cs1 50 5.0 h

"Valores con la misma letra en la columna son estadisticamente iguales (Tukey, a =
0.05).
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El Cuadro cuatro muestra que no existio diferencia estadisticamente
significativa (Tukey, a = 0.05) entre los porcentajes de mortalidad causados a
Tenebrio mollitor por los diferentes biotipos de nematodos.

Cuadro 4.- Comparacion de medias de porcentaje de mortalidad de
Tenebrio mollitor entre biotipos.

Biotipo % de mortalidad
CS1 540 a
CS2 53.0 a
CH5 505 a
CHS8 485 a
LH24 46.0 a

"Valores con la misma letra en la columna son estadisticamente iguales (Tukey, a =
0.05).

El porcentaje de mortalidad causado a Tenebrio mollitor presentd diferencia
estadisticamente significativa entre todas las dosis de aplicacién de nematodos
(Cuadro cinco), presentandose los mayores porcentajes de mortalidad en las
dosis de 500 y 1000 nematodos por larva, con 94 y 100% de mortalidad,

respectivamente.

Cuadro 5.- Comparacion de medias de porcentaje de mortalidad de
Tenebrio mollitor entre dosis.

Dosis % de mortalidad
(nematodos

por larva)

1000 100 a

500 94.0 b

200 38.0 c
100 18.5 d
50 7.0 e

" Valores con la misma letra en la columna son estadisticamente iguales (Tukey, a =
0.05).

8.3.1 Dosis y tiempos letales en Tenebrio mollitor
En el Cuadro seis se presentan las dosis y tiempos letales que presentaron
cada uno de los cinco biotipos sobresalientes en el experimento uno, aplicados

a larvas de Tenebrio mollitor.
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Cuadro 6.-Dosis (50 y 95) y tiempos letales (50 y 95) para cada uno de los
biotipos aplicados a larvas de Tenebrio mollitor.

Biotipo Dosis 50 Dosis 95 Tiempo letal Tiempo
50 letal 95
Cs1 202 363 2.5 6.7
CS2 230 449 3.0 8.3
CH5 259 516 3.8 8.1
LH24 265 551 4.0 9.7
CH8 290 583 4.1 9.9

La informacion del Cuadro seis muestra que tanto en dosis como en tiempos
letales, los biotipos steinernematidos (CS1 y CS2) presentaron los menores
valores comparados con los heterorhabditidos (CH5, LH24 y CHS8), lo cual
implica que los primeros presentaron mayor eficacia para el control de Tenebrio

mollitor.

8.4 Experimento 3.- Evaluacién de los cinco biotipos por mortalidad

causada a Phyllophaga vetula

El analisis de varianza para comparar la mortalidad causada en larvas de
Phyllophaga vetula (la especie plaga) por los cinco biotipos seleccionados en
el experimento uno, aplicados en cinco diferentes dosis se muestra en el Anexo
3.

De acuerdo con la informaciéon del analisis de varianza (Anexo 3) se puede
decir que existi6 diferencia estadisticamente significativa en la mortalidad
causada a Phyllophaga vetula en por lo menos un tratamiento con respecto a
los demas, dado que se rechaza la hipétesis nula de no significancia al tener un
valor de la Prob > F menor a 0.0001. La proporcién de variabilidad de la
variable dependiente explicada por las variables independientes fue de 91%,

valor adecuado al estar cercano al 100%.

Analizando por factores (Anexo 3), se encontré6 que no existio diferencia
estadisticamente significativa en el porcentaje de mortalidad causado a
Phyllophaga vetula por los diferentes biotipos de nematodos, puesto que el

valor de Prob > F fue mayor a 0.01, mientras que en el caso de la mortalidad
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causada por las dosis, si existié significancia al presentarse un valor de Prob >
F menor a 0.0001.

La comparacion de medias entre tratamientos, biotipos de nematodos y dosis
de aplicacibn se presentan en los Cuadros siete, ocho y nueve,

respectivamente.

En el Cuadro siete, se muestra que los porcentajes de mortalidad de
Phyllophaga vetula mayores o iguales a 95% ocurrieron significativamente

(Tukey, a = 0.05) con la mayor dosis (1000 nematodos por larva).

Cuadro 7.- Comparacion de medias de porcentaje de mortalidad de
Phyllophaga vetula entre tratamientos.

Tratamiento Biotipo Dosis % de mortalidad
(nematodos
por larva)
25 LH24 1000 100 a
15 CH5 1000 100 a
10 Cs2 1000 97.5 ab
20 CH8 1000 97.5 ab
5 Csi 1000 95.0 b
14 CH5 500 90.0 c
24 LH24 500 90.0 c
19 CH8 500 87.5 cd
18 CH8 200 87.5 cd
4 Csi 500 47.5 e
9 Cs2 500 47.5 e
13 CH5 200 375 f
23 LH24 200 37.5 f
8 Cs2 200 325 g
3 Cs2 100 30.0 g
12 CH5 100 22.5 h
7 Cs1 200 17.5 [
22 LH24 100 15.0 ij
21 LH24 50 15.0 Ij
17 CH8 100 10.0 k
1 Csi 50 7.5 kl
16 CH8 50 5.0 [
2 Csi 100 5.0 I
11 CH5 50 5.0 [
6 Cs2 50 5.0 [

Valores con la misma letra en la columna son estadisticamente iguales (Tukey, a =
0.05).
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El Cuadro ocho muestra que la mortalidad causada a Phyllophaga vetula fue
significativamente diferente, (Tukey, a = 0.05), entre los heterorhabditidos
(CH8, LH24 y CH5) y los steinernematidos (CS2 y CS1), presentando los
primeros los mayores porcentajes de mortalidad (51.0 a 57.5%).

Cuadro 8.- Comparacion de medias de porcentaje de mortalidad de
Phyllophaga vetula entre biotipos.

Biotipo % de mortalidad

CH8 575 a
LH24 51.5 a
CH5 51.0 a
Cs2 42.5 b
Csi 345 c

*
Valores con la misma letra en la columna son estadisticamente iguales (Tukey, a =
0.05).

El Cuadro 9 muestra que el porcentaje de mortalidad causado a Phyllophaga
vetula presenté diferencia estadisticamente significativa entre las dosis de
aplicacion de nematodos, a excepcion de la de 100 y 50 que se agruparon en
un mismo grupo estadistico, la dosis de 1000 nematodos por larva fue la que

causo la mayor mortalidad (98.0%).

Cuadro 9.- Comparacion de medias de porcentaje de mortalidad de
Phyllophaga vetula entre dosis.

Dosis % de mortalidad
(nematodos

por larva)

1000 980 a

500 72.5 b

200 42.5 c
100 16.5 d
50 7.5 d

“Valores con la misma letra en la columna son estadisticamente iguales (Tukey, a =
0.05).

8.4.1 Dosis y tiempos letales en Phyllophaga vetula

El Cuadro 10 muestra las dosis y tiempos letales que presentaron cada uno de
los cinco biotipos sobresalientes en el experimento uno, aplicados a larvas de

Phyllophaga vetula.
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Cuadro 10.-Dosis (50 y 95) y tiempos letales (50 y 95) para cada uno de los
biotipos de nematodos aplicados a Phyllophaga vetula.

Biotipo Dosis 50 Dosis 95 Tiempo letal Tiempo
50 letal 95
CH8 326 726 3.1 7.1
LH24 339 602 2.7 6.2
CH5 348 613 2.8 6.3
CS2 382 920 4.0 9.8
Cs1 405 998 4.1 10.3

De acuerdo con la informacién que se presenta en el Cuadro 10, se tiene que
tanto en dosis como en tiempos letales, los biotipos heterorhabditidos (CH5,
LH24 y CHS8) presentaron los menores valores comparados con los,
steinernematidos (CS1 y CS2) lo cual implica que los primeros presentaron

mayor eficacia para el control de Phyllophaga vetula.

8.5 Experimento 4.- Evaluacion de los cinco biotipos de nematodos en

tres formulaciones y dos contenidos de humedad

El andlisis de varianza para comparar la mortalidad causada en larvas de
Phyllophaga vetula (la especie plaga) por los cinco biotipos seleccionados en
el experimento uno, aplicados en tres formulaciones y dos contenidos de

humedad se muestra en el Anexo 4.

El andlisis de varianza que se presenta en el Anexo 4 muestra que existio
diferencia estadisticamente significativa en la mortalidad causada a
Phyllophaga vetula en por lo menos un tratamiento con respecto a los demas,
dado que se rechaza la hipétesis nula de no significancia al tener un valor de la
Prob > F menor a 0.0001. La proporcion de variabilidad de la variable
dependiente explicada por las variables independientes fue de 86%, de
acuerdo con la experiencia acumulada en la experimentacion, de manera

convencional, valores mayores de 70%, se consideran aceptables.
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Analizando por factores (Anexo 4), se encontrd6 que en los tres (nematodo,
formulacion y humedad) existi6 diferencia estadistica significativa en sus
niveles, en cuanto a la mortalidad que generan en Phyllophaga vetula, puesto

que el valor de Prob > F fue menor a 0.0001 en los tres casos.

La comparacion de medias entre tratamientos, biotipos de nematodos,
formulaciones y contenidos de humedad se presentan en los Cuadros 11, 12 y

13, respectivamente.

Cuadro 11.- Comparacion de medias entre biotipos de nematodos, de
acuerdo con la mortalidad causada a Phyllophaga vetula.

Biotipo % de mortalidad
CHs 625 a
LH24 59.6 a
CH5 579 a
Cs1 42.0 b
CS2 39.6 b

" Valores con la misma letra en la columna son estadisticamente iguales (Tukey, a =
0.05).

En el Cuadro 11 puede observarse que existi6 diferencia estadistica
significativa en el porcentaje de mortalidad causado a Phyllophaga vetula entre
heterorhabditidos (CH8, LH24 y CH5) y steinernematidos (CS1 y CS2),
presentando los primeros los mayores porcentajes de mortalidad sobre
Phyllophaga vetula (57.9 a 62.5%), es decir, éstos presentaron una mayor
eficacia para el control de la plaga. En el experimento dos, en Tenebrio mollitor
fueron los steinernemétidos quienes presentaron mayor eficacia para su

control.

Cuadro 12.- Comparacion de medias entre formulaciones, de acuerdo con
la mortalidad causada a Phyllophaga vetula.

Formulacion % de mortalidad
Cadaver 63.3 a
Medio acuoso 60.7 a
Pellet 34.3 b

" Valores con la misma letra en la columna son estadisticamente iguales (Tukey, a=
0.05).
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Segun la informaciébn del Cuadro 12, no existio diferencia estadistica
significativa en la mortalidad causada a larvas de P. vetula entre La formulacion
en cadaver y aplicacion en medio acuoso; siendo estas dos las mas eficientes
(60.7 a 63.3% de mortalidad) y ambas fueron significativamente diferentes en
porcentaje de mortalidad comparadas con la formulaciébn en pellet quien

presento la menor eficacia para el control de P. vetula (34.3%).

Cuadro 13.- Comparacion de medias entre contenidos de humedad, de
acuerdo con la mortalidad causada a Phyllophaga vetula.

Contenido de % de mortalidad
humedad
Baja (-0.6 MPa) 61.7 a
Alta (-0.08 MPa) 433 b

"Valores con la misma letra en la columna son estadisticamente iguales (Tukey, a =
0.05).

En el Cuadro 13 se muestra que el porcentaje de mortalidad de P. vetula, fue
significativamente diferente, entre los contenidos de humedad bajo y alto,

presentando el primero el mayor valor (61.7%).

De acuerdo con los resultados anteriores se puede establecer que para el caso
especifico de este experimento, significativamente los mayores porcentajes de
mortalidad de P. vetula, se obtuvieron con los biotipos del género
Heterorhabditis, con las formulaciones cadaver y medio acuoso y con humedad
baja (- 0.6 MPa).

8.6 Experimento 5.- Evaluacion de la vida de anaquel de los cinco biotipos

en tres formulaciones

Para la evaluacion en laboratorio de la vida de anaquel se consideraron los
cinco biotipos de nematodos sobresalientes en el experimento uno: LH24,
CH5, CHS8, CS1 Y CS2, tres formulaciones: cadaver, medio acuoso y pellet, y
se midié para cuatro tiempos: 0.5, 1, 2 y 3 meses, todo esto a temperatura

ambiente.
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En el Cuadro 14 se muestran los resultados de la evaluacién de la vida de
anaquel, no se realiz6 analisis de varianza puesto que a excepcion de 0.5
meses, en todas las demas fechas s6lo hubo sobrevivencia en medio acuoso,
ademas, en 0.5 meses la diferencia entre medio acuoso y pellet es notoria,

mientras que en cadaver no hubo sobrevivencia.

Cuadro 14.- Porcentaje de sobrevivencia de cinco biotipos de nematodos
en tres diferentes formulaciones y en cuatro tiempos diferentes.

Biotipo Formulacion 0.5 meses 1mes 2 meses 3
meses
LH24 cadaver 0 0 0 0
LH24 medio acuoso 95 87 48 25
LH24 pellet 2 0 0 0
CH5 cadaver 0 0 0 0
CH5 medio acuoso 97 72 50 22
CH5 pellet 7 0 0 0
CH8 cadaver 0 0 0 0
CH8 medio acuoso 96 83 32 17
CHS8 pellet 5 0 0 0
Csi cadaver 0 0 0 0
Cs1 medio acuoso 99 79 43 15
CS1 pellet 12 0 0 0
CSs2 cadaver 0 0 0 0
CS2 medio acuoso 97 80 38 23
CS2 pellet 8 0 0 0

Puede observarse en el Cuadro 14, que la Unica formulacion que permitié
mantener durante largo tiempo los nematodos a temperatura ambiente,
independientemente de la especie de que se tratara fue el medio acuoso. En el
caso de pellet a medio mes, la sobrevivencia fue minima y en fechas
posteriores ya no hubo sobrevivencia, esto se debié a que el pellet se secé
muy rapidamente y los nematodos murieron. Respecto a la formulacion en
cadaver no hubo sobrevivencia desde los primeros quince dias, esto se debid a
gue una vez que el alimento se termind dentro de la larva (a los cinco dias en
steinernematidos y a los nueve dias en heterorhabditidos, aproximadamente),
los nematodos salieron de ésta y murieron al no encontrar humedad en el
exterior. Haciendo referencia a los steinernematidos tardaron menos en salir de
la larva, empezaron a salir de ésta aproximadamente a los cinco dias de que

fue infectada, fue por ello que a los quince dias practicamente la totalidad
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habia salido, pero murieron al no encontrar suficiente humedad. Se tuvo la idea
de que bafando la larva recién infectada en una solucion al 0.05% de grenetina
y posteriormente pasandola en arcilla se formaria una capa protectora que
impediria que salieran los nematodos y al mismo tiempo evitaria que la larva se
secara rapidamente, sin embargo, debido a la rugosidad de la larva, la pelicula
de arcilla que se formé no fue homogénea quedando espacios sin cubrir,
siendo por ahi donde se salieron los nematodos y donde se perdi6 humedad
mas rapidamente. Las tres formulaciones (cadaver, pellet y medio acuoso) se
colocaron dentro de cajas de petri, cubriéndolas con su tapa para evitar al

maximo la pérdida de agua, pero aun asi, ésta fue muy rapida.

8.7 Experimento 6.- Evaluacion de tres biotipos de nematodos en
experimento semicontrolado en campo

En el Cuadro 15 se presenta la comparacién de medias de mortalidad causada
a P. vetula, en el experimento semicontrolado en campo, considerando las

combinaciones resultantes de tres biotipos por tres formulaciones.

Cuadro 15.- Comparacion de medias de porcentaje de mortalidad de P.
vetula entre tratamientos en el experimento 6.

Tratamiento Biotipo Formulacién % de mortalidad
1 LH24 cadaver 96.7 a
5 CH5 medio acuoso 93.3 a
7 CSs2 cadaver 93.3 a
4 CH5 cadaver 90.0 a
2 LH24 medio acuoso 86.6 a
8 CSs2 medio acuoso 833 a
3 LH24 pellet 16.7 b
6 CH5 pellet 13.3 b
9 CS2 pellet 6.7 b

Valores con la misma letra en la columna son estadisticamente iguales (Tukey, a =
0.05).

Puede observarse en el Cuadro 15, que no existio diferencia estadistica
significativa en el porcentaje de mortalidad de P. vetula obtenida por las

formulaciones cadaver y medio acuoso, siendo éstas las que presentaron
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mayor eficacia en el control de gallina ciega (mas de 80% de mortalidad). La
formulacion pellet fue significativamente diferente de las dos primeras, siendo
poco eficiente para el control de gallina ciega (menos de 20% de mortalidad),

agrupandose en un grupo estadistico diferente a las dos anteriores.

En los Cuadros 16 y 17 se presentan los analisis por biotipo y formulacion

respectivamente.

Cuadro 16.-Porcentaje de mortalidad causada a P. vetula, de acuerdo con
el biotipo de nematodo utilizado en el experimento semicontrolado de
campo.

Biotipo % de mortalidad
LH24 66.7 a
CH5 65.5 a
CS2 61.1 a

" Valores con la misma letra en la columna son estadisticamente iguales (Tukey, a =
0.05).

De acuerdo con la informacion presentada en el Cuadro 16, no hubo diferencia
estadisticamente significativa en el porcentaje de mortalidad causado a P.
vetula por los biotipos de nematodos utilizados en el experimento
semicontrolado, lo cual quiere decir que en el control de la plaga mencionada,
para las condiciones estudiadas, cualquiera de ellos presentd los mismos
resultados, los porcentajes de mortalidad variaron en los tres biotipos de 61.1 a
66.7%.

Cuadro 17.-Porcentaje de mortalidad causada a P. vetula, de acuerdo con
el tipo de formulacion utilizada en el experimento semicontrolado de
campo.

Formulacién % de mortalidad
cadaver 93.3 a

medio acuoso 87.7 a
pellet 122 b

Valores con la misma letra en la columna son estadisticamente iguales (Tukey, a =
0.05).

En el Cuadro 17 se establece que no hubo diferencia estadisticamente
significativa en los porcentajes de mortalidad de P. vetula generados por las
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formulaciones cadaver y medio acuoso, siendo éstos los mas altos (mayores a
85%); sin embargo, el porcentaje de mortalidad generado por la formulacién
pellet si fue significativamente diferente a los dos anteriores, presentando

poca eficacia para el control de P. vetula ( menor a 15% de mortalidad).

8.7.1 Evaluacién de persistencia en el experimento semicontrolado

De acuerdo con el disefio del experimento, la persistencia se evalud, utilizando
las mismas bolsas del experimento semicontrolado, sin embargo, al depositar
las larvas de Galleria mellonella en las bolsas con suelo, no hubo recuperacion
de nematodos a los 2, 4 y 6 meses. Puede considerarse que los nematodos
una vez que ya no encuentran hospedero, se van a una mayor profundidad del
suelo, en donde encuentran una mayor humedad, y pueden sobrevivir en
estado de latencia. Por lo tanto, en el caso de las bolsas de plastico, al no

poder emigrar hacia una mayor profundidad murieron.

Para comprobar esta hipétesis, en el mes de mayo, antes de que se
presentaran las lluvias, se realiz6 un muestreo en campo en los 27 sitios en
donde se obtuvieron muestras positivas de nematodos, a una profundidad de
20 cm, aproximadamente, que fue la profundidad muestreada la primera
ocasion. Se le colocaron a las muestras de suelo, larvas de Galleria mellonella
después de humedecerlas durante 8 dias, pero en ninguna muestra hubo
presencia de nematodos, lo cual reforz6 la idea de que en periodo de secas,
los nematodos emigran a una mayor profundidad para poder sobrevivir, es por
ello que a la profundidad de 20 cm, no hubo presencia de ellos. La razon de
humedecer el suelo antes de colocar las larvas de G. mellonella, fue por el
hecho de que si los nematodos se encontraban en latencia, darles la
oportunidad de que se activaran de nuevo con la humedad y pudieran infectar

al hospedero.
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8.8 Identificacion de los biotipos

Utilizando el procedimiento de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR por
sus siglas en inglés), se identificaron las especies Heterorhabditis mexicana,
Steinernema carpocapsae y Steinernema feltiae. Esta es la primera referencia

a la presencia de la especie Heterorhabditis mexicana en Oaxaca.

Los aislados CH8, LH24, CH5 fueron identificados como Heterorhabditis
mexicana Nguyen, Shapiro-llan, Stuart, McCoy, James & Adams; mientras que
el CS2 fue identificado como Steinernema carpocapsae Filipjev y el CS1 como

Steinernema feltiae Filipjev.

8.9 Andlisis de correlacion y regresiones

Los resultados del analisis de las muestras de suelo, los métodos utilizados v el
porcentaje de larvas de Galleria mellonella infectadas en cada una de ellas se

muestran en el Anexo 6.

A esta informacién se le realizé un analisis de correlaciéon de Pearson, para
determinar hasta que grado y de qué forma (directa o inversamente
proporcional) estaban correlacionadas las variables entre si, los resultados se
muestran en el Anexo 6. En el Cuadro 18 se presenta una sintesis del analisis

de correlacion de Pearson.

Cuadro 18.- Correlacion existente entre el porcentaje de mortalidad de
larvas de Galleria mellonella y los factores pH, materia organica, arena
arcillay limo.

pH Materia Arena Arcilla Limo
organica
% de 0.78658 | 0.92691 -0.91013 0.88726 0.90297
mortalidad | 0.0070 0.0001 0.0003 0.0006 0.0003

Puede verse en el Cuadro 18 que la correlacién existente entre el porcentaje de
mortalidad de larvas y los factores edaficos pH, y porcentajes de materia

organica, arena, arcilla y limo en todos los casos estuvo por arriba de 0.78, lo
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cual indicé una alta correlacion, considerando que idealmente, el méximo valor
que pudiera presentarse es 1. La mayor correlaciébn se presentd con materia
organica (0.92691) y la menor con pH (0.78658). También se observa en el
cuadro 21 que con un a = 0.05, en todos los casos se rechazé la hipotesis nula

que establece que la correlacion entre pares de variables vale cero.

Ante la evidencia de una alta correlacion entre el porcentaje de mortalidad de
larvas y los factores edaficos pH y porcentajes de materia organica, arena,
arcilla y limo, se procedi6 a realizar regresiones entre el porcentaje de
mortalidad y cada uno de los factores mencionados para determinar la
factibilidad de crear modelos de prediccion, los tipos de regresiones que se
realizaron en cada caso fueron lineal, exponencial, logaritmica, polinébmica y

potencial, escogiéndose la que presentara el mayor valor de R?. En el eje “y” se
consider6 el porcentaje de mortalidad de larvas de P. vetula y en el eje “X” cada
uno de los siguientes conjuntos de variables: pH, porcentajes de materia

organica, de arena, de arcilla y de limo. Los resultados se describen enseguida.

8.9.1 Mortalidad de Galleria mellonella con relacion al pH

En el caso de mortalidad de G. mellonella con relacion al pH, la regresion
polinémica fue la que presenté la mayor R? (0.685), quedando la ecuacién de

regresion de la siguiente manera:

y= 7.242X? - 80.80X +265.1, Donde y: representa el valor estimado de la
mortalidad.
x: el valor observado de pH.
Los demés valores son constantes

gue estima la regresion.

En la Figura 5 se presenta la grafica de dispersion, la linea de tendencia
polinémica, la ecuacion de regresion y la R? para la relacién que se da entre las

variables porcentaje de mortalidad de G. mellonellay pH.
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El valor 0.685 de R?, significa que el 68.5% de la variabilidad de la variable
dependiente (en este caso el porcentaje de mortalidad), fue explicado por la
variable independiente pH, lo cual implica que este modelo no seria de utilidad
para predecir la mortalidad de G. mellonella en los suelos, ya que de manera
convencional en la experimentacion, y dependiendo claro esta de las
condiciones particulares de cada caso, un modelo se considera de utilidad para

la prediccion, cuando su valor de R? es por lo menos mayor a 80%.

Figura 5. Gréafica de dispersion, linea de tendencia polinGmica,
ecuacion de regresiéon y R? para la relacion que se da entre las

variables porcentaje de mortalidad de G. mellonellay pH.
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8.9.2 Mortalidad de Galleria mellonella con relacion a materia organica

En el caso de mortalidad de G. mellonella con relacion al porcentaje de materia
organica, la regresién potencial fue la que presenté la mayor R? (0.929),

guedando la ecuacién de regresion de la siguiente manera:
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y = 41.87x%8%°, Donde y: representa el valor estimado de la

mortalidad.

x: el valor observado de porcentaje de
materia organica.
Los demas valores son constantes

gue estima la regresion.

En la Figura 6 se presenta la grafica de dispersion, la linea de tendencia
potencial, la ecuacién de regresién y la R? para la relacién que se di6 entre las
variables porcentaje de mortalidad de G. mellonella y porcentaje de materia

organica.

El valor 0.929 de R?, significa que el 92.9% de la variabilidad de la variable
dependiente (en este caso el porcentaje de mortalidad), fue explicado por la
variable independiente porcentaje de materia organica, lo cual implica que este
modelo puede ser de utilidad para predecir la mortalidad de G. mellonella en
los suelos, dado que la R* es mayor al 80%, valor convencional que se ha

establecido con base en la experiencia en la experimentacién como aceptable.
En la Figura 6 puede observarse que a medida que el porcentaje de materia

organica aumentod, el porcentaje de mortalidad de larvas aumentd también, es

decir, estas dos variables presentaron una relacion directamente proporcional.
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Figura 6. Gréafica de dispersion, linea de tendencia potencial, ecuacion
de regresion y R? para la relacién que se da entre las variables
porcentaje de mortalidad de G. mellonella y porcentaje de materia

organica.
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8.9.3 Mortalidad de Galleria mellonella con relacién a arena

Considerando el caso de porcentaje de mortalidad de G. mellonella con
relacion al porcentaje de arena, la regresion polindmica fue la que present6 la

mayor R?(0.873), quedando la ecuacién de regresién de la siguiente manera:

y =-0.012x*+ 0.779x + 69.29,  Donde y: representa el valor estimado
de la mortalidad.
x: el valor observado
de porcentaje de arena.
Los demés valores son
Constantes que estima

la regresion.

En la Figura 7 se presenta la gréfica de dispersion, la linea de tendencia
polinémica, la ecuacion de regresién y la R? para la relacion que se di6 entre

las variables porcentaje de mortalidad de G. mellonella 'y porcentaje de arena.
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El valor 0.873 de R?, significa que el 87.3% de la variabilidad de la variable
dependiente (en este caso el porcentaje de mortalidad), fue explicado por la
variable independiente porcentaje de arena, lo cual implica que este modelo
puede ser de utilidad para predecir la mortalidad de G. mellonella en los
suelos, dado que la R? es mayor al 80%, valor convencional que se ha

establecido con base en la experiencia en la experimentacién como aceptable.

En la Figura 7 puede observarse que a medida que el porcentaje de arena
aumento, el porcentaje de mortalidad de larvas disminuy0; es decir, se tuvo una

relacion inversamente proporcional entre estas dos variables.

Figura 7. Gréafica de dispersion, linea de tendencia polindmica,
ecuacion de regresién y R? para la relaciéon que se da entre las

variables porcentaje de mortalidad de G. mellonella y porcentaje de

arena.
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8.9.4 Mortalidad de Galleria mellonella con relacién a arcilla

Analizando la relacion entre porcentaje de mortalidad de G. mellonella y
porcentaje de arena, la regresion logaritmica fue la que presenté la mayor R?
(0.887), quedando la ecuacion de regresion de la siguiente manera:
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y = 20.31In(x) + 6.213, Donde y: representa el valor estimado
de la mortalidad.
x: el valor observado de porcentaje de
arcilla.
Los deméas valores son constantes

gue estima la regresion.

En la Figura 8 se presenta la grafica de dispersion, la linea de tendencia
logaritmica, la ecuacion de regresion y la R? para la relacién que se di6 entre
las variables porcentaje de mortalidad de G. mellonellay porcentaje de arcilla.

El valor 0.887 de R?, significa que el 88.7% de la variabilidad de la variable
dependiente (en este caso el porcentaje de mortalidad), fue explicado por la
variable independiente porcentaje de arcilla, lo cual implica que este modelo
puede ser de utilidad para predecir la mortalidad de G. mellonella en los
suelos, dado que la R? es mayor al 80%, valor convencional que se ha
establecido con base en la experiencia en la experimentacién como aceptable.

En la Figura 8 puede observarse que a medida que el porcentaje de arcilla

aumento, el porcentaje de mortalidad de larvas aumento; es decir, se tiene una

relacion directamente proporcional entre estas dos variables.
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Figura 8. Grafica de dispersion, linea de tendencia exponencial,

ecuaciéon de regresién y R? para la relaciéon que se da entre las

variables porcentaje de mortalidad de G. mellonella y porcentaje de

arcilla.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

% de mortalidad de G. mellonella

y=20.31In(x) +6.213

R?=0.887

¢ Grafica de dispersion

---Linea de tendencia
logaritmica

10

20 30 40

% de arcilla

50

8.9.5 Mortalidad de Galleria mellonella con relacién alimo.

Considerando las variables porcentaje de

mortalidad de G. mellonella y

porcentaje de limo, la regresién polinémica fue la que presenté la mayor R?

(0.817), quedando la ecuacién de regresion de la siguiente manera:

=-0.011x%+ 2.008x +31.77,

Donde y:

representa el valor estimado

de la mortalidad.

x: el valor observado de

porcentaje de limo.
Los demas valores son
constantes que estima la

regresion.

En la Figura 9 se presenta la gréfica de dispersion, la linea de tendencia

polinémica, la ecuacion de regresién y la R? para la relacion que se di6 entre

las variables porcentaje de mortalidad de G. mellonella 'y porcentaje de limo.
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El valor 0.817 de R?, significa que el 81.7% de la variabilidad de la variable

dependiente (en este caso el porcentaje de mortalidad), fue explicado por la

variable independiente porcentaje de limo, lo cual implica que este modelo

puede ser de utilidad para predecir la mortalidad de G. mellonella en los

suelos, dado que la R? es mayor al 80%, valor convencional que se ha

establecido con base en la experiencia en la experimentacién como aceptable.

En la Figura 9 puede observarse que a medida que el porcentaje de limo

aumento, el porcentaje de mortalidad de larvas aumento; es decir, se tiene una

relacion directamente proporcional entre estas dos variables.

Figura 9. Grafica de dispersion,

linea de tendencia polinGmica,

ecuacion de regresién y R? para la relaciéon que se da entre las

variables porcentaje de mortalidad de G. mellonella y porcentaje de

limo
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9. DISCUSION

Muestreo de suelos

El porcentaje de muestras positivas (con presencia de nematodos) obtenido de
la colecta de muestras de suelo en este estudio fue de 29%; Stock, et al.
(1999), mencionan que en un muestreo realizado en diferentes habitats en el
estado de California USA, encontraron 26.3% de muestras positivas; Stock y
Gress, (2006) realizaron un muestreo en cuatro montafias del sureste de
Arizona USA, reportando de un total de 120 muestras el 23.3% positivas;
Khatri-Chhetri, et al., (2007) encontraron en Nepal el 10.50% de muestras
positivas de un total de 276; Ruiz-Vega, et al., (2003), reportaron un 8.9% como
el maximo porcentaje encontrado en territorio oaxaquefio; Argotti et al., (2011)
encontraron en Ecuador 7.8% de muestras positivas. Comparando los
resultados de este estudio con los otros trabajos mencionados el porcentaje
reportado en éste es mas alto en todos los casos y difiere en aproximadamente
20 puntos porcentuales de los dos ultimos; sin embargo, en los otros estudios,
el muestreo fue al azar, considerando diferentes hébitats, mientras que en el
estudio actual, el muestreo no fue al azar, sino que fue dirigido a terrenos
agricolas con cultivo de maiz y a zonas especificas dentro de éste, en donde
ya se sabia de la presencia de la plaga de gallina ciega; normalmente donde
se encuentra la plaga se encuentran sus enemigos naturales. Esta idea se
refuerza por lo mencionado por Ruiz-Vega, et al., 2003, quienes encontraron
que los mayores porcentajes de muestras de suelo con nematodos se

encontraron en donde habia presencia de gallina ciega.

En cuanto a porcentaje por género, el presente estudio reporté 69% para el
género Steinernema y 31% para Heterorhabditis, esto coincide con los
resultados de otros investigadores que también reportan haber encontrado en
muestreos realizados, una mayor proporcion para el género Steinernema
comparado con Heterorhabditis. Stock, et al., (1999), encontraron 80% para
Steinernema y 20% para Heterorhabditis; Stock y Gress, (2006) reportaron
78.5% para Steinernema y 21.5% para Heterorhabditis; Khatri-Chhetri, et al.,
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(2007) en su estudio mencionan 75.86% para Steinernema y 24.14% para
Heterorhabditis; Ruiz-Vega, et al., (2003), encontraron 67% para Steinernema y
33% para Heterorhabditis y Argotti, et al., (2011) reportaron 54% para
Steinernema y 46% para Heterorhabditis. En todos los casos mencionados, se
encontré una mayor proporcion del género Steinernema, comparado con
Heterorhabditis; esto esta relacionado con el hecho de que los hospederos de
los nematodos entomopatdgenos tales como Phyllophaga spp. se encuentran
por lo general en suelos con alto contenido de materia organica y pH acido
(Jackson, 2003) y ahi se encuentran también generalmente sus enemigos
naturales como es el caso de los nematodos entomopatdgenos (Ruiz-Vega, et
al., 2003); sin embargo, los nematodos entomopatégenos del género
Steinernema han generado una mayor tolerancia a la acidez (Argotti, et al.,
2011), lo que les ha permitido encontrarse en una mayor proporcion en los
suelos con las caracteristicas antes descritas. En el presente estudio, el 60%
de las muestras presentaron pH acido, lo cual seguramente esta relacionado
con haber encontrado una mayor proporciéon del género Steinernema (69% de

las muestras positivas).

Las especies identificadas fueron Heterorhabditis mexicana, Steinernema
feltiae y Steinernema carpocapsae. Este es el primer reporte que se tiene para
H. mexicana en el estado de Oaxaca, mientras que Steinernema feltiae y
Steinernema carpocapsae ya habian sido reportados (Ruiz-Vega et al., 2003;
Aquino et al., 2006). S. feltiae fue localizado en una zona de Quercus spp
mientras que S. carpocapsae fue encontrado en una plantacion de Agave

angustifolia Haw.

Evaluacién en laboratorio

De acuerdo con el modelo estadistico general el factor de mayor peso para
generar significancia fue la dosis de nematodos aplicada, seguido por el
biotipo; esto coincide con Rodriguez, et al., (2009), quienes reportan en un
experimento donde aplicaron Heterorhaditis sp. Para el control de Phyllophaga

elenans, que la dosis fue el factor mas importante, notandose claramente que a
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medida que la dosis se incrementé el tiempo letal medio para matar el 50% de
larvas disminuyo, pasando de 17.5 dias para una dosis de 225 nematodos por
larva a 7.5 dias para una dosis de 625 nematodos por larva, al final recomienda
gue habra que probar con dosis mayores, en este estudio se requirid una dosis
de 326 a 348 nematodos por larva del género Heterorhabditis para lograr una
mortalidad de 50% de larvas de Phyllophaga vetula a los diez dias y de 382 a

405 en el caso del género Steinernema.

La mejor dosis de aplicacion de nematodos tanto para steinernematidos como
para heterorhabditidos fue de 1000 nematodos por larva, este dato coincide
con lo encontrado por Athanassiou, et al., (2010), quienes reportaron que al
realizar bioensayos en laboratorio, para el control de larvas de Tribolium
confusum Jacquelin du Val (Coleoptera: Tenebrionidae), aplicando
Steinernema feltiae, la dosis que causé la mayor mortalidad (arriba de 56%) fue
de 1000 nematodos por larva, dosis menores causaron mortalidades menores
de 56%. Trdan, et al., (2009), mencionaron que para el control de larvas del
escarabajo de la papa (Leptinotarsa decemlineata (Coleoptera, Chrysomelidae)

las mejores dosis fueron de 1000 y 2000 nematodos por larva.

En este estudio asi como en los que se citan, las mayores dosis (1000
nematodos por larva) presentaron el mayor control del organismo blanco; esto
se debe a que entre mayor sea la densidad de nematodos entomopatégenos,
hay una mayor posibilidad de que el nematodo entre en contacto con la larva o

sobrepase los mecanismos de defensa de ésta (Rodriguez, et al., 2009).

Los heterorhabditidos se agruparon en un grupo estadistico diferente al de los
steinernematidos, siendo los primeros mas efectivos para el control de

Phyllophaga vetula.

Los heterorhabditidos presentaron las menores dosis letales tanto en 50 como
en 95, en el caso de dosis 50, variaron de 326 a 348 y en dosis 95 de 602 a
726; mientras que los steinernematidos variaron en dosis 50 de 382 a 405y en
dosis 95 de 920 a 998; Rodriguez, et al., (2009) reportaron en el control de
Phyllophaga elenans aplicando Heterohabditis sp, una dosis 50 de 475
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nematodos por larva. Medeiros et al. (2000) encontraron una dosis 50 de 321
nematodos por larva al aplicar Steinernema carpocapsae a larvas de sexto

estadio de Pseudloletia unipunctata (Lepidoptera: Noctuidae).

También en el caso de tiempos letales para el control de Phyllophaga vetula los
heterorhabditidos presentaron los menores valores, variando en tiempo letal 50
de 2.7 a 3.1 y en tiempo letal 95 de 6.2 a 7.1; mientras que los
steinernematidos variaron de 4.0 a 4.1 y de 9.8 a 10.3 en tiempos letales de 50
y 95 respectivamente. Koehler, et al., (1992) reportaron en cuatro tipos de
cucarachas (Dictyoptera: Blattellidae, Blattidae) tiempos letales para alcanzar
un 50% de mortalidad de 3.25, 4.13, 9.86, y 11.38. Ruiz-Vega et al., 2003,
mencionaron tiempos letales 50 de 3 a 7 dias para el caso de Steinernema

carpocapsae y Steinernema feltiae aplicados a larvas de Phyllophaga vetula.

Los nematodos entomopatdgenos poseen diferentes estrategias para encontrar
y parasitar a su hospedero, existen los que son cazadores buscadores, los
cuales son altamente moviles y buscan activamente a su presa, y los
cazadores emboscadores que acechan a su presa y la esperan por donde va a
pasar, éstos tienen poca movilidad (Kaya y Gaugler, 1993); en este estudio,
fueron los nematodos heterorhabditidos los que presentaron mayor eficacia
para controlar la plaga de P. vetula; segun Cui et al., (1993) los nematodos del
género Heterorhabditis son cazadores buscadores y tienen una alta movilidad,
por su parte, S. carpocapsae posee una estrategia emboscadora que consiste
en posarse y esperar al hospedero, y S. feltiae posee -caracteristicas
intermedias entre buscador y emboscador, Kaya y Gaugler, (1993); esto influy6
seguramente para que los heterorhabditidos tuvieran mayor eficacia en el
control de P. vetula, plaga que segun Lewis et al., (1992), tiene poca movilidad

en el suelo dificultando el ser encontrada por los nematodos emboscadores.
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Correlacién entre la presencia de nematodos en el suelo y los factores pH

y porcentajes de materia organica, arena, arcillay limo

Los resultados de este estudio, mostraron que hay una alta correlacion entre la
presencia de nematodos entomopatdgenos en el suelo y los factores pH y
porcentajes de materia organica, arena, arcilla y limo; Kaya y Gaugler, (2003),
mencionan que varios factores edaficos tales como textura, humedad y pH,
influyen en la presencia de nematodos entomopatdégenos en el suelo. Segun
Jackson (2003), los pardmetros tales como pH, estructura y fertilidad pueden
ayudar a predecir la existencia de nematodos en determinados suelos. Es muy
probable encontrar estos organismos en suelos francos, bajo pH vy

relativamente alta fertilidad en términos de nutrientes disponibles.

De acuerdo con los resultados de este estudio, no se encontr0 una
dependencia clara entre la presencia de nematodos entomopatdgenos en el
suelo y los valores de pH, presentando el modelo de regresion polinbmica una
R? de 0.685; sin embargo, el promedio de pH encontrado en los suelos fue de
6.7 lo cual coincide con Aguirre y Salazar, (1999) quienes mencionan que la
mayor efectividad de los nematodos se presenta en suelos con pH ligeramente
acido. Se presentd una relacion directamente proporcional entre el porcentaje
de materia organica y el porcentaje de mortalidad de larvas (con una R? de
0.929, en la regresion potencial) esto coincide con Jackson, (2003), que
establece que a mayor fertilidad de los suelos, mayor probabilidad de
presencia de nematodos, debido a una mayor aireacion y porosidad, condicién
indispensable; asi como la presencia de humedad, para la sobrevivencia de los
nematodos). Los suelos con alto contenido de arena, retienen poca humedad y
por lo tanto, presentan condiciones adversas para la sobrevivencia de los
nematodos entomopatdégenos (Gaugler, 1999), en este trabajo, las menores
mortalidades de larvas se presentaron en suelos con alto contenido de arena,
lo cual fue indicativo de poca presencia de nematodos; la regresién polinémica
fue la que presentd la mayor R? (0.873). Una de las condiciones para la
sobrevivencia de los nematodos es la presencia de humedad (Gaugler, 1999).

La arcilla se caracteriza por alta retencion de humedad, pero también por
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presentar poca aireacion en sus suelos debido a su escasa porosidad. En estos
resultados se reporta que a medida que el contenido de arcilla aumento, la
mortalidad de larvas aumentd, pero solo hasta cierto punto, puesto que la
maxima mortalidad no se da en el maximo valor de arcilla, esto puede deberse
a que a altos contenidos de arcilla, la aireacion es menor y puede afectar de
manera negativa la sobrevivencia de los nematodos; la regresion logaritmica
fue la que presenté la mayor R? (0.887). El limo favorece la retencién de agua y
por lo tanto, la presencia de nematodos; en este estudio a medida que el
porcentaje de limo aumentd, la mortalidad de larvas aumentd; la regresion
polinémica presentd la mayor R? (0.817). Es fundamental entender de que
manera afectan los factores edéaficos la densidad de nematodos
entomopatdégenos en el suelo, para poder utilizarlos con éxito como medio de

control biologico (Smart and Nguyen, 1994).
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10.CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se aislaron e identificaron tres géneros de nematodos entomopatégenos en los
Valles Centrales de Oaxaca; Steinernema feltiae, Steinernema carpocapsae y
Heterorhabditis mexicana.

Heterorhabditis mexicana, presentd mayor eficacia para el control de
Phyllophaga vetula, sin embargo, las especies Steinernema feltiae y
Steinernema carpocapsae también presentaron potencial para el control de
dicha plaga, provocando mas del 90% de mortalidad en laboratorio y mas del

80% en experimento de campo semicontrolado.

El hecho de cribar los biotipos por su capacidad para parasitar a Galleria
mellonella y Tenebrio mollitor, resulté un buen método para determinar los

biotipos mas virulentos.
La dosis de aplicacion de nematodos mas efectiva para el control de
Phyllophaga vetula fue de 1000 nematodos por larva, en las tres especies

identificadas.

Las formas de aplicacion de los nematodos, mas eficaces para el control de
Phyllophaga vetula fueron medio acuoso y cadaver de Galleria mellonella.

El contenido de humedad en el que se presentd un mayor control de
Phyllophaga vetula fue humedad baja (-0.6 MPa).

SoOlo la presentacion en medio acuoso de los nematodos, permitié su

sobrevivencia hasta los tres meses de almacenados a temperatura ambiente.

62



No hubo persistencia de los nematodos en el suelo en el experimento de
campo semicontrolado, cuando se intentd recuperarlos a los dos, cuatro y seis

meses el resultado fue negativo.

Fue posible bajo las condiciones particulares de este estudio generar modelos
de prediccion de la presencia de nematodos en el suelo para el caso de las

variables materia organica, arena, arcilla y limo.

Recomendaciones

Se deben seguir realizando muestreos de suelo en otras regiones para poder
establecer un mapa de la distribucién geogréfica de los nematodos en el estado
de Oaxaca, para posteriormente evaluarlos en laboratorio y en campo en
diferentes cultivos y plagas y poder asi determinar su potencial como agentes

de biocontrol como una alternativa al uso de insecticidas quimicos.
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12. ANEXOS

Anexo 1.-Resultados del muestreo de suelos para aislar nematodos
entomopatdgenos (NE) en los Valles Centrales de Oaxaca en el periodo de
agosto a octubre de 2008.

No. de Lugar Paraje Cultivo | Género Presencia
muestra probable de NE
1 Cuilapam Huamuche | M-C Steinernema Si
2 Cuilapam Llano | M Steinernema Si
3 , Huamuche M No
Cuilapam I
4 Cuilapam Llano Il M Steinernema Si
5 Cuilapam Llano Il M-C Heterorhabditis Si
6 Cuilapam Llano IV M No
7 Cuilapam Llano V M-F-C | = - No
8 , Bajo el M Heterorhabditis Si
Cuilapam
Huamuche
9 Santiaguito, | Junto a la M-F-C | - No
Etla carretera
10 Santiaguito, | Junto al M No
Etla puente
11 Guadalupe, | ElIRio | M No
Etla
12 Cuilapam Llano VI M e No
13 Zaachila CBTA M - No
14 Zaachila CBTAl M-C | - No
15 Zaachila El Centro M-C Steinernema Si
16 Zaachila CBTA Il M-C | - No
17 Guadalupe, | Invernadero M-F Steinernema Si
Etla
18 Guadalupe, | La Barranca M Steinernema Si
Etla
19 Guadalupe, | ElIRioll M No
Etla
20 Frente al M-F Steinernema Si
CIIDIR jardin
botanico
21 Junto al M Steinernema Si
CIIDIR campo de
futbol
22 CIDIR Frente al M No
aula magna
23 San Vivero | M-F-M | - No
Dionisio,
Ocotlan
24 Lachigolo, El Arroyito M Heterorhabditis Si
Tlacolula
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25

San
Dionisio,
Ocotlan

Vivero |l

Steinernema

Si

26

San
Dionisio,
Ocotlan

El Pueblo

No

27

San
Dionisio,
Ocotlan

Vivero Il

No

28

Guadalupe,
Etla

El Rio 11l

No

29

Guadalupe,
Etla

El Rio IV

No

30

Reyes
Mantecon,
San Bartolo
Coyotepec

El Chamizo

M-C

No

31

Reyes
Mantecon,
San Bartolo
Coyotepec

Chalio

M-C

No

32

Reyes
Mantecon,
San Bartolo
Coyotepec

San Antonio

M-C

No

33

Reyes
Mantecon,
San Bartolo
Coyotepec

El Guapo
(bajo el
huamuche)

No

34

Reyes
Mantecon,
San Bartolo
Coyotepec

San
Francisco

M-H

No

35

Reyes
Mantecon,
San Bartolo
Coyotepec

Los Cerritos

M-F

No

36

Reyes
Mantecon,
San Bartolo
Coyotepec

Pantedén

No

37

Reyes
Mantecon,
San Bartolo
Coyotepec

El Maguey

No

38

Santa Cruz
Mixtepec

La Arena |

M-C

Steinernema

Si

39

Santa Cruz
Mixtepec

La Arena ll

Steinernema

Si

40

Sta. Inés,

La Colonia |

No
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Ayoquezco

41

Sta. Inés,
Ayoquezco

La Colonia
1

M-C

Steinernema

Si

42

Sta. Inés,
Ayoquezco

La Colonia
"

M-C

Steinernema

Si

43

San Pedro
Martir,
Ocotlan

La Parada |

Steinernema

Si

44

San Pedro
Martir
Ocotlan

La Parada Il

M-F

Heterorhabditis

Si

45

San Pedro
Martir,
Ocotlan

La Parada
Il

Steinernema

Si

46

San Pedro
Martir,
Ocotlan

La Parada
v

M-C

Steinernema

Si

47

Los Ocotes,
Ejutla

El Llano |

M-C

Steinernema

Si

48

Los Ocotes,
Ejutla

El Llano Il

Heterorhabditis

Si

49

Los Ocotes,
Ejutla

El Llano Il

M-C

Steinernema

Si

50

Los Ocotes
Ejutla

El Llano IV

M-C

Steinernema

Si

51

Sta. Cruz
San Pablo,
Etla

El Mameyal
I

M-F

Steinernema

Si

52

Sta. Cruz
San Pablo,
Etla

El Mameyal
I

M-F

Steinernema

Si

53

Sta. Cruz
San Pablo,
Etla

El Mameyal
1]

M-F

No

54

Sta. Cruz
San Pablo,
Etla

La Lomal

M-F

Steinernema

Si

55

Sta. Cruz
San Pablo,
Etla

La Loma Il

M-F

No

M:Maiz,

M-F:Maiz-Frijol,

M-C:Maiz-Calabaza,

M-CC:Maiz-Cacahuate,

Higuerilla, M-F-C:Maiz-Frijol-Calabaza, M-F-M:Maiz-Frijol-Maguey.

M-H:Maiz
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Anexo 2.- Andlisis de varianza general y por factores del porcentaje de

mortalidad de Tenebrio mollitor debido a la aplicacién de los diferentes

tratamientos

resultantes de la combinacién de cinco biotipos de

nematodos por cinco dosis de aplicacion.

Fuente de Grados de F Prob > F
variacion libertad
Modelo 24 90.96 < 0.0001
Error 75
Total 99
R =0.96 Coeficiente de variacién = 13.55%
Fuente de Grados de F Prob > F
variacion libertad
Tratamiento 24 90.96 < 0.0001
Nematodo 4 2.55 0.0562
Dosis 4 536.76 < 0.0001
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Anexo 3.- Analisis de varianza general y por factores del porcentaje de

mortalidad de Phyllophaga vetula debido a la aplicacion de los diferentes

tratamientos

resultantes de la combinacion de cinco biotipos de

nematodos por cinco dosis de aplicacion.

Fuente de Grados de F Prob >F
variacion libertad
Modelo 24 43.11 < 0.0001
Error 75
Total 99
R°=0.91 Coeficiente de variacion = 14.02%
Fuente de Grados de F Prob > F
variacion libertad
Tratamiento 24 43.11 < 0.0001
Nematodo 14.35 0.0258
Dosis 485.12 < 0.0001
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Anexo 4.- Anadlisis de varianza general y por factores del porcentaje de

mortalidad de Phyllophaga vetula debido a la aplicaciéon de los diferentes

tratamientos

resultantes de

la combinacién de cinco biotipos de

nematodos por tres formulaciones por dos contenidos de humedad.

Fuente de Grados de F Prob >F
variacion libertad
Modelo 29 19.28 < 0.0001
Error 90
Total 119
r’ =0.86 Coeficiente de variacién = 14.34%
Fuente de Grados F Prob > F
variacion de
libertad
Nematodo 4 26.69 < 0.0001
Formulacién 2 93.79 < 0.0001
Humedad 1 110.69 < 0.0001
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Anexo 5.- Resultados del analisis de muestras de suelo de 10 sitios de
comunidades de Valles Centrales de Oaxaca, métodos de analisis
utilizados y porcentaje de larvas de Galleria mellonella infectadas por

nematodos.
No.de pH % materia % de % de % de Textura % de
muestra orgéanica arena arcilla limo larvas
Y infectadas
comunidad
1 5.77 1.466 83.28 6.16 10.56 | Arenoso 50
Cuilapam franco
2 5.55 0.382 93.28 2.16 4.56 Arena 20
Cuilapam
5 7.21 0.956 93.28 6.16 0.56 Arena 40
Cuilapam
8 5.40 1.275 87.28 6.16 6.56 | Arenoso 50
Cuilapam franco
20 6.76 1.338 78.00 12.16 9.84 | Arenoso 50
CIIDIR franco
24 8.00 1.848 36.00 31.08 32.92 Franco 90
Lachigold, arcilloso
Tlacolula
25 8.08 2.358 26.00 41.44 32.56 | Arcilloso 80
San
Dionisio
Ocotepec
40 6.08 1.083 89.28 6.16 4.56 Arena 40
Sta.
Inés,Ayoqu
ezco
47 6.73 1.466 75.28 16.16 8.56 Franco 60
Los arenoso
Ocotes,
Ejutla
50 7.35 1.721 43.28 34.16 22.56 Franco 70
Los arcilloso
Ocotes,
Ejutla
Método Potenci | Walkeyy Boyouc
Utilizado Ometro Black ous

78




Anexo 6.-

Analisis de correlacion de Pearson entre

las variables:

porcentaje de mortalidad de larvas (% de mort.), pH, materia orgénica

(mat. org.), arena, arcillay limo.

% de pH mat. arena arcilla limo
mort org.
% de mort. 1.00000 0.78658 0.92691 | -0.91013 0.88726 0.90297
0.0070 0.0001 0.0003 0.0006 0.0003
pH 0.78658 1.00000 0.71376 | - 0.82155 0.84926 0.75697
0.0070 0.0204 0.0036 0.0019 0.0112
mat. org. 0.92691 0.71376 1.00000 | -0.87629 0.87153 0.84866
0.0001 0.0204 0.0009 0.0010 0.0019
arena - 0.91013 -0.82155 | -0.87629 1.00000 | -0.98564 - 0.97919
0.0003 0.0036 0.0009 0.0001 0.0001
arcilla 0.88726 0.84926 0.87153 | - 0.98564 1.00000 0.93087
0.0006 0.0019 0.0010 0.0001 0.0001
limo 0.90297 0.75697 0.84866 | - 0.97919 0.93087 1.00000
0.0003 0.0112 0.0019 0.0001 0.0001

79



