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RESUMEN

Los bioplaguicidas granulares (pellets) con nematodos entomopatégenos (NEP)
han demostrado ser una alternativa viable para el almacenamiento y supervivencia de
los NEP, sin embargo un inconveniente es la liberacion de los NEP del pellet. El
objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la disgregacion mecanica (DM) y nivel
de rehidratacion (NR) del pellet en la emergencia de NEP Steinernema glaseri
encapsulados mecanicamente. Para la DM se evaluaron cuatro energias de
disgregacion (0.2, 0.4, 0.6 y 0.8 m). ElI NR del pellet se realiz6 mediante cinco tiempos
de permanencia en una camara nebulizadora de 50x50x50 cm, determinando asi
mismo su capacidad de absorcion (CA) maxima de agua y la evaluacion de su
cohesién microestructural ("C) en funcion de su NR. La emergencia de los NEP fue
evaluada mediante un disefio experimental de dos factores (DM y NR) y las pruebas de
infectividad y patogenicidad se realizaron con larvas del ultimo instar de Galleria
Mellonella y del tercer estadio de Phyllophaga spp. Los resultados mostraron que el
pellet necesita un NR minima de 326.2 + 13.66 mL de agua para su disgregacion,
teniendo una CA maxima de agua del 90.90%. Las energia de DM de 0.2 y 0.4 m no
provocaron una DM significativa del pellet, pero las energia de 0.6 y 0.8 m fueron
capaces de lograr una DM. La 'C del pellet sin rehidratar fue 0.75 g/mm2 la cual se
incrementa con forme se rehidrata, alcanzando una ‘C maxima de 0.81 g/mm? y
disminuye con forme se sigue rehidratando hasta llegar una ‘C de 0.45 g/mm?. La
maxima emergencia de los NEP solo por el factor NR fue de 876 NEP. La interaccion
de un NR del 50% y una DM de 0.6 m provoco una emergencia de 1016 NEP
equivalentes al 100%. La prueba de infectividad demostré que la DM y NR del pellet no
tienen efecto negativo sobre la infectividad de los NEP logrando una infectividad y
patogenicidad maximas del 95% y 20% respectivamente, ambas con el tratamiento de
DM de 0.6 m y un NR del 50%. El bajo porcentaje de patogenicidad puede ser atribuido
a la pérdida de virulencia de los NEP al ser constantemente reproducidos en larvas de
Galleria mellonella.

Palabras clave: Disgregacion. Liberacion. Pellets. Rehidratacion. Steinernema glasetri.




ABSTRACT

Granular bioplaguicides (pellets) with entomopathogenic nematodes (EPN) have shown
to be a viable alternative for storage and survival of EPN, however one drawback is the
release of the EPN from the pellet. The objective was to evaluate the effect of
mechanical disintegration (MD) and level of rehydration (LR) of the pellet in the
emergence of EPN Steinernema glaseri mechanically encapsulated. The degree of MD
of four energies was evaluated (0.2, 0.4, 0.6 and 0.8 m). The pellet’'s LR was completed
in five residence times in a spray chamber of 50x50x50 cm, also determining the
absorption capacity (AC) and the evaluation of the microstructural cohesion ('C)
according to their LR. The emergence of the EPN was evaluated using an experimental
design of two factors (MD and LR) and infectivity and pathogenicity test were performed
with last instar larvae of Galleria Mellonella and third stage larvae of Phyllophaga spp.
The results showed that the pellets need a minimum LR of 326.2 + 13.66 mL of water for
their dispersion, having a maximum AC of 90.90%. The MD energy generated at 0.2 and
0.4 m did not cause a significant effect, but the energy at 0.6 and 0.8 m was able to
achieve a MD. The pellet without rehydration had a 'C = 0.75 g / mm? which increased
with rehydration to reach a maximum ‘C of 0.81 g/mm? but afterwards, even with
continuous rehydration, decreased to ‘C = 0.45 g/mm?. The maximum emergence of
EPN associated to the LR factor only was 876 EPN on average. The infectivity test
demonstrated that MD and LR of the pellet have no negative effect on infectivity of EPN,
achieving maximum infectivity and pathogenicity of 95% and 20% respectively, both with
treatment MD = 0.6 m and LR = 50 %. The low percentage of pathogenicity can be
attributed to the loss of virulence of EPN which was constantly reproduced in larvae of
Galleria Mellonella.

Keywords: Disaggregation. Pellets. Rehydration, Release, Steinernema glaseri.
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CAPITULO 1

PLANTEAMIENTO DE LA
INVESTIGACION




1.1 INTRODUCCION

La exigencia de cultivos con rendimientos cada vez mayores, el incremento de
las utilidades de la produccién agricola y las previsiones de una produccion insuficiente
de alimentos para satisfacer la demanda mundial, han encaminado al uso
indiscriminado, no selectivo y excesivo de plaguicidas para el control de plagas
(Dhaliwal et al, 2010), que no solo se caracterizan por una alta toxicidad para las
especies plagas, sino que también pueden ser toxicos, a un grado distinto, para el
medio ambiente y otras especies, incluyendo a los seres humanos (Bolognesi 2003;
Bolognesi y Merlo 2011). La exposicibn humana a los pesticidas puede ocurrir
directamente en el uso profesional, la agricultura y en los hogares, e indirectamente a
través de la dieta, ya que los pesticidas en el suelo pueden ser absorbidos por las
raices de las plantas y ser trasladados a otros tejidos vegetales, incluyendo la fruta

(Bolognesi y Merlo, 2011) dando lugar a efectos agudos y retardados.

Los problemas ambientales asociados al uso de pesticidas como consecuencia
de su persistencia en el tiempo, y la no biodegradacion ocasiona que se acumulen en el
suelo, donde se filtran hacia las aguas subterraneas contaminandolas, asi como la
descarga masiva, y la concentracion de compuestos toéxicos en el ambiente natural van
creando mecanismos de adaptacion en insectos, malezas o bacterias, aumentando la
resistencia de las plagas, mitigando la poblacion de los organismos no objetivo, es
decir, la reduccion de insectos benéficos (Davis, 1993), y favoreciendo la proliferacion

de plagas secundarias.

El uso de productos quimicos llamado también (i) control tradicional, es solo uno
de tantas variedades de métodos que existen para el control de plaga, dentro de los
cuales se encuentran: (ii) el control mecanico que comprende las técnicas mas antiguas
y simples de la lucha contra los insectos, consisten en atrapar manualmente a la plaga
y ponerle barreras o trampas, interrumpir su reproduccion usando aspiradoras y arando
la tierra, la aplicacion de estas técnicas demanda mucha mano de obra por lo que

tienden a desaparecer de las grandes y medianas areas de cultivo; (iii) el control




génico o legal que consiste en esterilizar un gran numero de insectos para que se
apareen con los insectos-plaga, asi esta ve reducida o perdida su capacidad de
reproduccion, otra técnica de este método es la introduccion de plantas transgénicas
con propiedades insecticidas (Bernal y Quezada, 1999) resistentes a plagas, este
meétodo ha tenido grandes avances en la lucha contra las plagas, pero no siempre ha
sido un éxito total, en muchos casos los insectos, hongos o bacterias evolucionan
rapidamente y pueden volver a convertirse en plaga de la variedad que era resistente;
(iv) el control cultural ejecuta acciones como la rotacion de cultivos interrumpiendo el
ciclo de vida de muchas plagas. En Estados Unidos de América la informacion
meteorolégica también se utiliza para predecir la actividad de estas, o bien la
modificacion de las fechas de siembras y cosechas, todas estas técnicas no afectan al
medio ambiente y a los seres humanos pero no son efectivas a la hora de controlar las

plagas.

Por ultimo y no menos importante método es el (v) control biolégico, De Bach
(1964) lo define como la accion de parasitoides, entomopatdgenos y depredadores para
controlar la poblacién de plagas, dentro de sus ventajas se encuentra: la nula
resistencia de las plagas al agente del control bioldgico, no existen problemas con
intoxicaciones, y la relacidn costo/beneficio es muy favorable ya que segun Del Rincon
(2012) en términos economicos los beneficios del control biolégico han sido
espectaculares, estimandose que por cada délar que se invierte en control bioldgico de
una plaga se ganan treinta, mientras que con el uso de quimicos la relacion se reduce
de 5 a 1. El control biolégico hace uso de amplia gama de organismos para el control de
insectos, entre los que se incluyen los entomopatdégenos, que son microorganismos con
la habilidad de parasitar, multiplicarse y matar insectos, para posteriormente
diseminarse a otros individuos. Dentro de este grupo se encuentran los virus, bacterias,

hongos y nematodos (Wilson y Huffaker, 1976).

Los nematodos entomopatdégenos (NEP) representan un grupo de invertebrados
no segmentados, de la clase Secernentea, del orden Rhabditida, familia Steinermatidae

que cuenta con tres géneros Steinernema spp., Heterorhabditis spp., y Neosteinernema




(San-Blas, 2012) contando con un aparato excretor, sistema nervioso, aparato
reproductor y sistema muscular (Martinez, 2000). Los NEP del genero Steinernema
spp., son portadores de la bacteria Xenorhabdus que es liberada una vez que el NEP
entra al organismo del insecto plaga por alguno de sus orificios naturales y es causante
de su muerte debido a una grave infeccidon (Burnell y Stock, 2000). Una vez realizada
dicha funcion y agotada la energia del cadaver, los NEP de la tercera generacion
llamados infectivos juveniles (l1J) son los que se diseminan a otros organismos y repiten

el ciclo (Stock y Camino, 1996) (Figura 1).

WIS S S S
PRIVERA GENERACION DE ADULTOS:
Stenemema: Doca (machos y embras)
t Monoca

SALIDA FORMAS INFECTIVAS

SEGUNDA GENERACION DE ADULTOS

Figura 1. Ciclo de vida del nematodo entomopatdgeno Steinernema spp y Heterorhabditis spp.

Dentro del género Steinernema spp., Garcia del Pino (1996) reporta la existencia
de 33 especies de NEP, de las cuales, cuatro son de interés comercial: S. feltiae, S.
carpocapsae, S. riobravis y S. glaseri. De estas especies Steinernema glaseri,
descubierta por Glaser y Fox (1930), es la que posee formas infectivas de mayor
tamano y alta movilidad lo que incrementa su comportamiento intensivo de busqueda
de huéspedes en capas inferiores del suelo (Garcia del Pino, 1996), ademas esta
exenta de registro por la agencia de proteccion del medio ambiente de los Estados
Unidos (EPA), ya que esta comprobado que no representa riesgo para el ser humano o
al medio ambiente (Peng y Black, 1976; Nickle et al, 1998), lo que lo hace excelente
candidato para la formulacion de bioplaguicidas. Sin embargo el uso de los NEP no se

ha podido generalizar como un control de plagas agricolas debido a los altos costos y




diversas limitantes para su reproduccion masiva asi como la baja supervivencia en
condiciones de almacenamiento (Grewal, 2002), transportacion, la competencia con
plaguicidas quimicos ya establecidos y la falta de evaluaciones en campo. Es por eso
que diversas formulaciones de NEP han sido desarrolladas con la finalidad de
conservarlos por periodos de tiempo mas amplios. Aunque el concepto general de las
formulaciones de NEP es similar a las formulaciones de plaguicidas tradicionales, los
NEP presentan desafios unicos, requerimientos de humedad, oxigeno y la sensibilidad
a temperaturas extremas, y el comportamiento de los juveniles infectivos limitan la

eleccion del método de formulacion y los ingredientes.

Los principales objetivos del desarrollo de formulaciones de NEP incluyen el
mantenimiento de la calidad de estos, la mejora de la estabilidad de almacenamiento, la
facilidad y reduccion de los costos de transporte, asi como la mejora de la
supervivencia de NEP durante y después de la aplicacion. Dentro de las formulaciones
desarrollas se encuentran: (i) esponjas que conservan una alta viabilidad pero no
pueden ser envasados en altas densidades y estan limitados en su adecuacion a gran
escala; (ii) soluciones acuosas aplicadas por sistemas de irrigacion o spray (Shapiro-
llan et al, 2006), con la necesidad de consérvalos a bajas temperaturas para su
almacenamiento; (iii) la formulacion en cadaveres que consiste en la supresion de la
plaga por los NEP que emergen de estos, pero para evitar la ruptura o se adhieran
entre si, los cadaveres se recubren con una formulacion de proteccion (Shapiro-llan et

at, 2003), o en insectos de cuerpo duro (Shapiro-llan, 2006).

Un avance en la tecnologia de formulacién fue el desarrollo de granulos
dispersables en agua (WG) como geles, polvos y agregados de material granular, como
una proteccion ante los factores abioticos del medio ambiente como son los rayos UV,
la humedad ambiental y la temperatura. En los WG los NEP entran en un estado
parcialmente anhidrobidtico permitiéndoles sobrevivir hasta seis meses en temperaturas
de 4 a 25 °C (Grewal, 2000a). Las formulaciones granulares llamados pellets ofrecen
varias ventajas entre las que se incluyen: (i) la estabilidad prolongada de

almacenamiento a temperatura ambiente del NEP, (i) una mayor tolerancia a




temperaturas extremas de los NEP permitiendo que su transporte sea mas facil y
menos costoso, (iii) la mejora de la facilidad de uso de NEP por el tiempo y la
eliminacion de los pasos de preparacion de trabajo intensivo, (iv) disminuciéon del
tamano del recipiente y la relacién de cobertura, (v) la disminucién de la eliminacion de
material es decir, pantallas y recipientes, y una apariencia mas aceptable. Esta es la
primera formulacién comercial habilitada para S. carpocapsae con un tiempo de
almacenamiento de mas de seis meses a 25 ° C (Grewal, 2000a).

En el CIIDIR — Oaxaca se encuentra en desarrollo el encapsulamiento mecanico
conocido también como pelletizacion de NEP en agregados granulares de material
arcilloso (tierra diatomea), soluciéon acuosa (agua bidestilada, y mucilago de nopal) y
NEP de la especie Steinernema glaseri con forma esférica (Matadamas et al, 2014)
(Figura 2), como una alternativa para el combate de la plaga de gallina ciega
(Phyllophaga spp.), en cultivos de maiz. Tan solo en Oaxaca existen 542,594 ha
cultivadas de maiz, de las cuales 57,784 ha son afectadas anualmente por la gallina
ciega (Phyllophaga spp.), con una pérdida anual de $ 290.3 millones de pesos
(SAGARPA, 2010). Giron (2008) determiné que S. glaseri es la especie de mayor
efectividad con una dosis letal DLgs de 1035 infectivos juveniles (lJ) para causar la
muerte de larvas de gallina ciega (Phyllophaga spp.).

Nematodos

Exterior del
granulo (Arcilla)

Interior del
granulo (Arcilla)

Figura 2. Agregado granular de material arcilloso, solucion acuosa y nematodos

entomopatogenos.




Sin embargo, aun es necesario desarrollar, perfeccionar y evaluar en campo
dicha formulacién como un bioplaguicida de aplicaciéon directa al suelo, en los tres
aspectos que se estan abordando en la actualidad los cuales son (i) crianza y
reproduccion de NEP en donde se seleccionan los mejores individuos, la formulacion de
estos con requerimientos especificos acorde a cada especie de NEP y por ultimo su
aplicacién en campo la cual es compleja por la cantidad de variables que no se pueden
controlar como son temperatura, humedad relativa, la competencia con otros
organismos del suelo, etc. Las tres lineas de investigacion mencionadas también tienen

sus propias ramas de investigacion las cuales se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Investigaciones sobre bioplaguicidas agricolas con NEP en el CIIDIR-Oaxaca.

APLICACION EN
CAMPO

CRIANZA Y
REPRODUCCION

FORMULACION

Seleccion de los
mejores individuos para
ser pelletizados

Evaluacién en campo

Comparacién con
plaguicidas quimicos

Estandarizacion como
bioplaguicida

Dentro de los avances importantes que se han tenido en el CIIDIR-Oaxaca se
encuentra el incremento de la supervivencia de los NEP pelletizados: (i) Mendoza
(2012) evalud la influencia que tiene la resistencia ultima a la compresién del pellet en
el tiempo de supervivencia de los NEP S. glaseri, asi mismo valoré la combinacion de
distintos materiales arcillosos como son TD y atapulguita, distintas soluciones acuosas
dentro de las cuales se encuentran el glicerol, grenetina estandar y mucilago de nopal
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todos ellos en distintos porcentajes, con el objetivo de mantener y disminuir la pérdida
de humedad del pellet, en condiciones ambientales no controladas, para obtener un
incremento en la supervivencia de los NEP, (ii) Cruz-Martinez (2013) propuso el
recubrimiento del nucleo contenedor de NEP con mucilago de nopal y el recubrimiento
superficial del pellet con aceite de oliva como una pelicula protectora que recubre al
pellet, la cual tiene como propdsito sellar los canales y capilares dentro de la estructura
del pellet para minimizar la perdida de humedad, en humedades relativas controladas,
obteniendo una supervivencia del 50% en un periodo de 40 dias, superando los 7 dias
obtenidos por Mendoza (2012) con el mismo porcentaje de supervivencia.

Una vez alcanzado las metas de aumentar el tiempo de supervivencia de los
NEP existe un factor de suma importancia a la hora de su aplicacién especificamente
en las formulaciones de aplicacién directa al suelo como son pellets, WG y cadaveres
que es la liberacion de los NEP. Bedding (1988) menciona que un factor que puede
retrasar o impedir las funciones fisiologicas naturales de los NEP en la fase de
aplicacion es la oportuna liberacion de los NEP de la formulacion para que logren
emerger, buscar, infectar y matar a la plaga. Es por ello que se han desarrollado
distintas tecnologias para provocar la liberacion de los NEP las cuales se mencionan a
continuacion: (i) agregar una semilla de tomate o crucifero al WG en el proceso de
formacion para que provoque la fractura de su estructura, como consecuencia de la
germinacion de las semillas (Kaya et al, 1987), (ii) Kaya y Nelsen, 1985 elaboran un
WG comestible a base de alginato de calcio para el insecto plaga, asi los NEP fueron
liberados dentro de ellos, una vez que estos hayan comido el WG, sin embargo existe la
posibilidad de que ocasionen dafios a insectos benéficos mismos que como la plaga
ingieren el WG, ocasionado un dafio colateral a la poblacion benéfica, (iii) Hiltpold
(2012) evalud el impacto del proceso de la elaboracion de WG de diferente grosor, en la
capacidad de liberacion de los NEP. Las capsulas se forman al dejar caer una gota de
solucion de calcio contenedora de NEP en un bafio de alginato, que al contacto con
esta se polimeriza formando una esfera, los distintos tiempos de polimerizacion
determina el grosor de las capsulas, teniendo como resultado el tiempo o6ptimo de

polimerizacién de siete minutos.




1.2 PROBLEMA TECNICO DE LA INVESTIGACION

Hasta ahora, las técnicas de liberacién de NEP en formulaciones de aplicacion
directa al suelo necesitan de recursos adicionales, lo que provoca incrementos en su
costo, mayores problemas y/o pasos en el proceso de elaboracion, haciéndose éste
mas complicado. Por ello es necesario el desarrollo de tecnologias mas simples de
liberacidn que no incrementen los costos de elaboracién y de requerimientos minimos
en su aplicacién, por ejemplo con la disgregacion mecanica a consecuencia del impacto
del pellet sobre el suelo y su posterior rehidratacion para la reactivacion de los NEP
formulados, sin embargo en la actualidad se desconoce la influencia que tiene la
disgregacion mecanica y los porcentajes de rehidratacion sobre las propiedades
mecanicas de cizalladura del pellet, su disgregacion estructural y la infectividad de los
NEP, es por ello que se hace necesario estudiar y conocer estos fendmenos para poder
determinar la emergencia de los NEP en funcién de la disgregacidon mecanica y la
rehidratacion del pellet, para que los NEP logren emerger y su posterior proliferacion
para la busqueda, infeccion y muerte del insecto plaga.

1.3 JUSTIFICACION

Con la presente investigacion se estudiara, conocera y evaluara el efecto de la
disgregacion tanto mecanica como por rehidratacion del pellet en la emergencia de los
NEP S. glaseri encapsulados mecanicamente y el comportamiento mecanico la
microestructura del pellet al ser rehidratado, con lo que se contribuira a favorecer el
disefio de reservorios granulares, especificamente contribuyendo a las especificaciones
de disefio de pellets. Se aprovecha un recurso natural como lo son los NEP para el
control de plagas agricolas como lo es la gallina ciega (Phyllophaga spp.) lo que
conllevaria a disminuir los danos al ser humano y ambientales provocados por el uso
indiscriminado de plaguicidas quimicos. Un factor importante a considerar es que los
NEP estan exentos del registro por la agencia de proteccion del medio ambiente de los
Estados Unidos (EPA), ya que no representa riesgo para el ser humano o al medio

ambiente, mientras que la norma mexicana NOM-037-FITO-1995 autoriza su aplicacion




como agente de control de plagas, teniendo como consecuencia una tecnologia de
liberacion de NEP economica y de minimos requerimientos, eliminado el uso de

componentes adicionales para dicha accion.

1.4 HIPOTESIS

“La emergencia e infectividad de los nematodos entomopatdégenos Steinernema glaseri
no es afectada por la energia absorbida en la disgregacion mecanica y nivel de
rehidratacion del pellet”

1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo general

» Evaluar el efecto de la disgregacion mecanica y nivel de rehidratacion del pellet
en la emergencia de NEP Steinernema glaseri encapsulados mecanicamente,

mediante ensayos de laboratorio.

1.5.2 Objetivos especificos

» Determinar el nivel de rehidratacion del pellet para provocar su disgregacion y su
capacidad de absorcion maxima de agua.

» Analizar la cohesiéon microestructural del pellet en funcion de su nivel de
rehidratacion, mediante ensayos de cizalladura.

» Determinar la energia de impacto necesaria del pellet para su disgregacion
mecanica sin adicién de humedad.

» Determinar la energia de disgregacion mecanica y nivel de rehidratacion minimos
requeridos en el pellet para la maxima liberacién de los NEP S. glaseri.

» Evaluar si la infectividad y patogenicidad de los NEP S. glaseri emergidos es
afectado por la disgregacion mecanica y rehidratacion del pellet.
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CAPITULO 2

MARCO TEORICO




2.1 ENSAYO DE CIZALLADURA

La cohesion microestructural ('C) en agregados granulares es una funcion de su
esfuerzo cortante, en estos materiales la resistencia al corte depende de la cantidad de
fluido que rellenen sus poros. El criterio de ruptura de un material granular deriva de la
teoria de Mohr-Coulomb que relaciona tensiones efectivas normales y tangenciales
actuando en cualquier plano. Este criterio establece que la resistencia al corte viene
dada por la ecuacion:

T=C +0 tan6
donde:

t (N/m?): Resistencia al corte
C’ (N/m?): Cohesién
o (N/m?): Tension normal actuando sobre el material granular.

8: Angulo de rozamiento efectivo

Los ensayos de cizalladura para materiales granulares se realizan mediante la
celda de Jenike (1964), un dispositivo especifico para pruebas de corte directo y
formalizado en una norma internacional. En la Figura 3 se muestra la composicion de la
celda de Jenike de acuerdo con la norma ASTM D6128-00.

Figura 3. Celda de corte de acuerdo a la norma ASTM D6128-00: (1) anillo de corte inferior, (2)
anillo de corte superior, (3) tapa de la celda de corte, (4) soporte, (5) perno, (6) percha, (7)

pesas.
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Antes del corte, el anillo superior se pone en una posicion compensada igual
segun lo muestra la Figura 3. Una fuerza vertical F, se aplica a la tapa, y por lo tanto a
las particulas del material dentro de la celda por medio de una percha (6) que contiene
pesas (7). Una fuerza horizontal medida es aplicada al soporte por un vastago
mecanicamente conducido (8). En la Figura 4 se muestra la celda de Jenike empleada

para realizar pruebas de corte directo para materiales granulares.

Figura 4. Celda de Jenike utilizada para pruebas de corte directo en materiales granulares.

2.2 ESTABILIDAD Y FALLA ESTRUCTURAL

La definicion de la estabilidad estructural de cualquier elemento se enuncia a
continuacion: “Es un estado que bajo cualquier alteracion tiende a prevalecer hasta que
un factor externo o interno lleva al componente o sistema estructural a pasar del

dominio estable al dominio inestable.”

Con la definicion anterior y para fines de esta investigacion nos referiremos al
pellet como el elemento que bajo cualquier alteracion tiende a permanecer en su estado
sélido, el factor externo que va alterar su estado sélido seran la humedad absorbida por
el mismo y el dominio inestable sera el momento en el cual el pellet deje su estado

sélido para pasar a un estado de fluido.
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2.3 MIGRACION DE NEMATODOS ENTOMOPATOGENOS.

Grewal (2000b) logro llevar a S. carpocapsae, S. feltiae y S. riobrave a un estado
anhidrobidtico. En el mismo articulo se menciona que S. carpocapsae fue mas facil de
llevar al estado de anhidrobiosis en comparacion de S. feltiae y S. riobrave, esto debido
a que los ultimos tienen un comportamiento de cazador a la hora de buscar a insectos-
plagas, en comparacién con S. carpocapsae que su estrategia de busqueda es de
emboscador (Shapiro-llan et al, 2012), es asi que S. feltiae y S. riobrave tienden a
evitar la desecacion. Al revisar la cantidad de NEP en WG se encontr6 un numero

menor de los originalmente encapsulados.

La perdida de NEP de los WG se atribuye a la estrategia de busqueda, ya que
S. riobrave y S. feltiae al ser cazadores tiene una mayor movilidad dentro del WG lo que
ocasiona que algunos de estos NEP no entren a un estado parcial de anhidrobiosis y
salgan del WG, fendmeno conocido como migracion de NEP. Cabe sefalar que
S. glaseri que es el NEP de estudio en esta investigacion presenta el mismo
comportamiento de cazador al igual que S. feltiae y S. riobrave.

2.4 DISGREGACION POR REHIDRATACION DEL PELLET.

Para el estudio del fenbmeno de la disgregacion del pellet solo por el efecto de la
rehidratacion se empieza por la elaboracion del pellet, el cual al inicio del proceso el
material arcilloso del cual estd compuesto (TD) se encuentra en un estado seco (polvo),
posteriormente al ser procesado para la obtencién de una matriz granular esta obtiene
humedad, llegando al final del proceso como un agregado soélido. La cohesion existente
entre las particulas de TD es lo que mantiene estructurado al pellet y es ocasionado a
las fuerzas electroestaticas que existe entre la TD y a la bipolaridad de las moléculas de
agua (Clare, 2004). Juarez y Rico (2005) mencionan que la superficie de cada particula
de arcilla (TD en el pellet) posee carga eléctrica negativa, es asi que las particulas de
TD atraen a las moléculas de agua, estas moléculas de agua son polarizadas es decir

que en ellos no coinciden los centros de gravedad de sus cargas negativas y positivas,

14




funcionan como dipolos permanentes, por lo tanto las moléculas de agua al unirse a las
particulas de arcilla por su carga positiva, el polo de carga negativa actua como origen
de atraccion de otras moléculas de agua formando puentes de hidrogeno.

La cohesién de un material arcilloso se incrementa hasta un maximo y luego
decrece rapidamente al ir aumentando el contenido de humedad del mismo; esto se
debe a que la cohesion es funcion del espesor de la pelicula de agua conocida como
“film” que rodean a las particulas arcillosas de estudio el pellet en este caso (Figura 5).
La teoria del film menciona que un exceso de agua en los materiales arcillosos provoca
el incremento del grosor del film, provocando un aumento de las cadena de puentes de
hidrogeno y por ende el espacio entre las particulas de TD (Push, 1979), ocurriendo un
deslizamiento de las particulas de TD unas sobre otras debido al distanciamiento entre
ellas, es asi como la masa de las arcillas se vuelve viscosa y fluye. Esta teoria permite

una explicacion del fendmeno de la disgregacién por rehidratacion del pellet.

- L= ]

/////// /////// e, //////
/////// /////// ///////////
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Pelfculas de agua

Figura 5. Pelicula de agua "film" rodeando particulas de arcilla.

2.5 DISGREGACION MECANICA DEL PELLET

Un choque o colisién es un proceso en el que dos cuerpos interaccionan en un
intervalo de tiempo muy breve, ejemplo sencillo de choque es una pelota que revota
con el suelo o algo mas complejo es la colisione de atomos (Hayakawa y Kuninaka,
2002), en este fendmeno siempre se cumple el principio de la conservacion de la
cantidad de movimiento y de la energia, caracterizandose por el parametro de
restitucion R (Han et al, 2010). Existen dos tipos de choques (Aryaei et al, 2010) los

elasticos en cual la energia cinética previa al choque se mantiene como tal después de
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él (R > 1). Sin embargo los choques elasticos son una idealizacion ya que en la realidad
solo se producen choques parcialmente elasticos, es decir una parte de la energia se
pierde en calor o deformacion y la otra se mantiene como energia cinética. En el caso
de los choques inelasticos (R < 1), toda la energia puesta en juego se transforma en
calor o deformacion y no se recupera para el movimiento. En el caso particular de un
pellet que se deja caer a una cierta altura, éste posee energia potencial la cual se
convierte en energia cinética, el momento en el cual colisiona con el suelo, mencionado
la teoria descrita anteriormente se produce un choque inelastico es asi que toda la
energia cinética se consume en mayor cantidad en deformar al pellet, produciéndose
una disgregacion mecanica y en una menor cantidad en forma de calor, cumpliendo asi

el principio de la conservacion de la energia.

2.6 EMERGENCIA DE NEMATODOS ENTOMOPATOGENOS.

Uniendo y analizando las teorias descritas en los apartados 2.3, 2.4 y 2.5 se
llega a la conclusién de que no es necesario lograr una disgregacion por rehidratacion
completa del pellet para provocar la emergencia de los NEP, sino que es de mayor
importancia determinar el porcentaje de rehidratacién necesario dentro del pellet para
que los NEP reactiven sus funciones de busqueda, ocasionando una migracion de NEP
del pellet, asi mismos determinar la energia de disgregacion mecanica que ocasionado
una pérdida de material granular que rodea al nucleo contenedor de NEP dentro del
pellet, permitiendo una rehidratacion del pellet y reactivacion de los NEP mas rapida
para que exista una migraciéon de NEP, y como consecuencia su emergencia para que

busquen, infecten y maten al insecto plaga.
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Y
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La siguiente figura (Figura 6) se muestra un diagrama de la metodologia seguida
para la evaluacion de la disgregacion mecanica y por rehidratacion del pellet en la
emergencia de los NEP S. glaseri.
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Figura 6. Proceso para la evaluacion del efecto de la disgregacion mecanica y por rehidratacion

del pellet en la emergencia de los NEP Steinernema glaseri.
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3.1 REPRODUCCION DE NEMATODOS ENTOMOPATOGENOS Steinernema

glaseri.

Los NEP S. glaseri utilizados fueron proporcionados por el laboratorio de
Entomologia de la Universidad de California campus Davis. La reproduccion de NEP se
efectud en el Laboratorio de Control Biologico del CIIDIR IPN Unidad Oaxaca a 26.6 +
2.4 °C, con larvas del ultimo instar de Galleria Mellonella (Lepidopteros: Pyralidos)
como hospedero. La obtencién de los NEP se dio a través del método propuesto por
Kaya y Stock (1997), utilizando agua bidestilada para conservarlos antes y durante el
encapsulamiento, debido a que esta libre de CO,, conforme a especificaciones del
fabricante, avaladas por la FEUM (Comision Permanente de la Farmacopea de los
Estados Unidos Mexicanos), asi mismo el grado de esterilidad no causa dafios a los
NEP durante su conservacién (Chen y Glazer, 2005) maxima de 14 dias a 11 £+ 1 °C

antes de ser pelletizados (Mannion et al, 1992; Shapiro et al, 2012).

3.2 ENCAPSULAMIENTO MECANICO DE LOS NEMATODOS
ENTOMOPATOGENOS Steinernema glaseri.

Los NEP S. glaseri se encapsularon en TD (Celite® 209), fabricado por Celite
Corporation debido a que sus caracteristicas fisicas y quimicas del material estan
aprobadas para encapsular organismos vivos (Silver et al, 1995). El proceso de
encapsulamiento mecanico de los NEP se realizé con el prototipo de disefiado por
Espinosa (2005) (Figura 7), con los siguientes parametros: velocidad de rotacion del
disco compactador de 87 rpm, angulo de inclinacion del compactador de 35.7°, tiempo
de permanencia de 90 s del pellet en el disco de compactacion (Matadamas et al.,
2014). Para la elaboracion de los pellet se us6 agua bidestilada como componente
unico la solucion acuosa contenedora de NEP. Esta solucion se dosifica con una
micropipeta, calibrada para originar una descarga de 200 + 5 pL de solucion que
contienen 1000 £ 50 NEP. La formacion del pellet se realiza al dejar caer una gota de la
solucion agua-NEP en cada una de las ocho estructuras coénicas llenas de TD y

montadas en un soporte plano circular, después se abre la tapa de salida de los conos
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para que el material fluya y logre recubrir a la solucién agua-NEP, logrando un pellet
semiesférico. Posteriormente pasa por un sistema compuesto por un tornillo sinfin

transportador-precompactador y al final por el disco compactador.
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Figura 7. Maquina pelletizadora de NEP: 1) Dosificador neumatico de la solucion agua-NEP, (2)
conos de alojamiento del material granular, (3) tornillo sinfin transportador-precompactador y (4)

disco compactador.

3.3 PRUEBA DE DISGREGACION POR REHIDRATACION DEL PELLET.

En una camara nebulizadora (Reyes, 2012) de 50 x 50 x 50 cm (Figura 10), que
tiene una pistola de aspersién con diametro de boquilla de 1 mm y una presién de
operacion 0.061 — 0.12 MPa, para arrojar gotas de agua con un diametro de 50 - 100
MM, se coloco un pellet, para rehidratarlo y proporcionarle porcentajes de humedad.

Los porcentajes estuvieron en base al tiempo de permanecia (Tp) en la camara
nebulizadora. Sobre la camara nebulizadora se colocé una balanza analitica marca
OHAUS con una presion de 0.01g, a la cual se le fijo un anillo de metal de diametro de
10 mm donde se coloco el pellet (Figura 8). La balanza de presion registro la variacion

de peso del pellet debido a la absorcién humedad que se le proporciono.
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Figura 8. Camara nebulizadora utilizada para rehidratar pellets: (1) Balanza de precision, (2)

anillo metalico soportador del pellet.
3.4 CAPACIDAD DE ABSORCION MAXIMA DE AGUA DEL PELLET

A un pellet se le proporcioné6 humedad hasta antes de su disgregacion por
rehidratacion, la cual se conocio con la prueba descrita anteriormente. El pellet ya
humedecido se dejé en reposo a temperatura ambiente durante 90 min (Liang et al,

2007) y posteriormente el pellet humedecido se peso, determinado la capacidad de
absorcion de agua (CA) de gramo por pellet mediante la siguiente ecuacion:

donde:

W = peso del pellet humedecido.

W) = peso del pellet salido de la maquina pelletizadora.
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3.5 EFECTO DE LA REHIDRATACION EN LA COHESION MICROESTRUCTURAL
DEL PELLET

Un pellet se rehidrato en la camara de nebulizacion del aparrado 3.3,
posteriormente en un plano inclinado (Figura 9) se monté un inclinometro y un dado que
simulo la celda de Jenike (ver Figura 3) donde se colocé el pellet salido de la camara
nebulizadora, sobre este se puso otro dado con un peso conocido.

Figura 9. Plano inclinado para determinar la fuerza de cohesion del pellet: (1) Dado inferior fijo,

(2) dado superior movil, (3) inclinometro.

Una camara de video filmo la variacion del angulo de inclinacion del plano 6, para
conocer el momento justo de inminente deslizamiento del dado superior determinando

la fuerza de cohesion del pellet (Fr), mediante la siguiente ecuacion:

> Fy = Wsin) - (F) = (fp) = 0

Para el calculo de la cohesion microestructural se empled la siguiente ecuacion:

22




Donde:

C’ = cohesion microestructural del pellet.
Fr = fuerza de cohesion del pellet.

Ar = area de la seccion transversal del pelle.

Para la prueba se emplearon seis pellets siendo este numero, el doble del
minimo de pruebas que marca la norma ASTM D3080-72 para ensayos de esfuerzo

cortante para materiales granulares.

3.6 DISGREGACION MECANICA DEL PELLET.

En esta prueba se utilizé la metodologia de Jinsheng Fu, et al (2005) modificada
la cual se describe a continuacidn: un pellet se le proporciono energia potencial
dejandolo caer a cuatro distintas alturas sobre una muestra de suelo agricola seca
como una simulacién de su aplicacion en campo con la siguiente granulometria: 90.4%
de arena, 5% de limo y 4.6% de arcilla la cual se colocé en un recipiente de 10 x 6 x 7

cm.
El pellet puesto a prueba se pes6 en una balanza analitica marca Ohaus con una

sensibilidad de 0.01 g antes y después del impacto y para determinar su grado de

disgregacion mecanica se empleo la siguiente ecuacion:

Donde:
f = relacion de disgregacion granular.
M = masa del pellet después de impacto.

M, = masa del pellet antes del impacto.
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3.7 EMERGENCIA DE LOS NEMATODOS ENTOMOPATOGENOS Steinernema

glaseri.

En una caja Petri de nueve cm de diametro en cuyo interior se puso papel filtro
Whatman No.1 el cual se humedecido con 1 mL de agua bidestilada, se colocé un
pellet, que previamente se le aplicaron pruebas de disgregacion mecanica y por nivel de
rehidratacion, los NEP que lograron emerger del pellet se deslizaron por el papel filtro
humedecido. Posteriormente la caja de Petri se llevé a un microscopio estereoscopio
para contabilizar los NEP que lograron salir del pellet mediante el método de Chen y
Glazer (2005).

3.8 EVALUACION DE LA INFECTIVIDAD Y PATOGENICIDAD DE LOS
NEMATODOS ENTOMOPATOGENOS Steinernema glaseri.

Determinada la energia de impacto que mayor emergencia de NEP ocasiono, se
eligieron tres puntos de la curva obtenida en la prueba de emergencia de los NEP,
realizando la prueba de infectividad de los NEP con larvas de ultimo instar de Galleria
mellonella y patogenicidad con larvas del tercer estadio de Phyllophaga spp. La prueba
consistidé en colocar un pellet disgregado mecanicamente con una energia de impacto
de 0.6 m y con tres distintos porcentajes de rehidratacion en una trampa White en cuyo
interior en lugar de agua bidestilada se introdujo una larva. Pasadas 72 horas se
contabilizo el numero de larvas vivas y muertas, las ultimas se volvieran a colocar en

una trampa White para verificar que se muerte haya sido a cusa de NEP.
3.9 DISENO EXPERIMENTAL
3.9.1 Experimento 1
Este experimento tuvo como objetivo provocar la disgregacion del pellet (DR), al

variar el nivel de rehidratacion del mismo, mediante cinco tiempos de permanencia (Tp)

en una camara nebulizadora (10, 20, 30, 40 y 50 segundos) mas un testigo que fue un
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pellet sin rehidratar. Se tiene un disefio experimental de 1 factor (tiempo de
permanencia en la camara nebulizadora) con cinco tratamientos y cinco repeticiones
(Tabla 2), para cada tratamiento se emplearon cinco pellets (Liang et al, 2007). La
variable independiente es tiempo de permanencia y las variables dependientes fueron

los microlitros de agua absorbidos (uL) y peso de pellet (g).

Tabla 2. Disefio experimental de la disgregacion por rehidratacion del pellet.

Tiempo de Pellet 1 Pellet 2 Pellet 3 Pellet n
permanencia (Tp) W A W A W A W A
10 seg g L g L g L g uL
20 seg g uL g uL g uL g uL
30 seg g ML g ML g ML g ML
40 seg g ML g ML g ML g ML
50 seg g ML g ML g ML g ML
Testigo g ML g ML g ML g ML

W: peso., g: Gramos. Tp: tiempo de permanencia A: Absorcion de agua. pL:
micro litros

3.9.2 Experimento 2

Se analizé el comportamiento de la cohesién microestructural del pellet ("C) al
variar el nivel de rehidratacion del mismo mediante cuatro TP en la camara
nebulizadora (10, 20, 30, y 40 segundos). Se tiene un disefio experimental de 1 factor
que Tp con cuatro niveles mas el testigo que es un pellet sin rehidratar (Tabla 3). Para
cada tratamiento se emplearon seis pellets (ASTM D3080-72). La variable
independiente es (Tp) y la variable dependiente es la cohesion microestructural del
pellet ('C).
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Tabla 3. Disefio experimental del efecto de la rehidrataciéon en la cohesion microestructural del

pellet.

Tiempo de Cohesién microestructural (g/mm?)
Perrrz_?g()anc:la Pe1llet Pezllet Pe;let Pe;let Pellet 5|Pellet 6
Testigo (02 C’ C’ C’ C’ C’
10 seg (02 C C’ C’ C’ C’

20 seg (02 C C’ C’ C C’
30 seg (02 C C’ C’ C C’
40 seg (02 C’ C’ C’ C C’

C": Cohesion microestructural del pellet

3.9.3 Experimento 3

Este experimento tuvo como objetivo conocer la energia de impacto para

provocar la disgregacion mecanica (DM) del pellet. Se tiene un disefio experimental de

1 factor (energia de impacto) con cuatro tratamientos y cinco repeticiones (Tabla 4),

para cada tratamiento se emplearon 20 pellets (Jinsheng Fu et al, 2005). La variable

independiente es energia de impacto y la variable respuesta es la relacién de

disgregacion granular (f).

Tabla 4. Disefio experimental de la energia de impacto para disgregacion mecanica del pellet.

Energia de Relacion de disgregacion granular
'mfr:;;to Pellet 1 | Pellet 2 | Pellet 3 | Pellet4 | Pellet 5 | Pelletn
0.20 f f f f f f
0.40 f f f f f f
0.60 f f f f f f
0.80 f f f f f f

f: Relacion de supervivencia granular, m: metros
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3.9.4 Experimento 4

El experimento tuvo como propdsito determinar el nivel de rehidratacion (NR) y la
disgregacion mecanica (DM) minimos requeridos por el pellet para provocar el mayor
numero de NEP S. glaseri emergidos. Se tiene un disefio experimental de dos factores
que son NR y DM (Tabla 5). Para cada tratamiento se utilizaron cinco pellets (Hiltpold et
al, 2012). La variable dependiente fue el numero de NEP que emergieron del pellet. Los
niveles para el factor nivel de rehidratacion fueron cinco porcentajes antes de la CA
maxima de agua del pellet.

Tabla 5. Disefio experimental del efecto de la disgregacion mecanica y rehidratacion del pellet

en la emergencia de los NEP S. glaseri.

DM NR (%)

(m) 0 10 30 50 70 90

0 NEP-E NEP-E NEP-E NEP-E NEP-E NEP-E
0.20 NEP-E NEP-E NEP-E NEP-E NEP-E NEP-E
0.40 NEP-E NEP-E NEP-E NEP-E NEP-E NEP-E
0.60 NEP-E NEP-E NEP-E NEP-E NEP-E NEP-E
0.80 NEP-E NEP-E NEP-E NEP-E NEP-E NEP-E

NEP-E: Nematodos entomopatégenos emergidos

3.10 ANALISIS ESTADISTICO

o Todos los experimentos se les realizé un analisis de varianza (ANOVA) y prueba
de Tukey para conocer si existe diferencias significativas en los tratamientos
utilizando el programa estadistico de Minitab 17, en la prueba de infectividad y
patogenicidad los datos se analizaron con el programa estadistico SAS.
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CAPITULO 4

RESULTADOS




4.1 DISGREGACION POR REHIDRATACION DEL PELLET.

Los resultados del comportamiento de la masa y los uL de agua absorbidos por

el pellet asi como el analisis estadistico se encuentran en las Tablas 6 y 7. Se realizo

una ANOVA para determinar si existe diferencia significativa (P<0.05) en la masa del

pellet al ser rehidratado en la camara nebulizadora.

Tabla 6. Comportamiento de la masa y uL de agua absorbidos por el pellet.

o Pellet 1 Pellet 2 Pellet 3 Pellet 4 Pellet 5

(seg) m A m A m A m A m A
@ | @b | (@ | @b | (@ | (ub) | (@ | (ub) | (9) (uL)

10 0.43 | 62 0.35 65 0.42 72 0.40 62 0.35 59
20 0.54 | 192 | 0.48 185 0.53 198 0.54 194 0.51 182
30 0.69 | 321 0.63 350 0.68 308 0.62 324 0.62 328
40 0.32 | 475 | 0.28 486 0.27 472 0.27 461 0.27 459
50 0.05 | 622 | 0.06 654 0.06 618 0.08 623 0.06 617

Testigo 0.31 0 0.31 0 0.32 0 0.34 0 0.34 0

Tp: tiempo de permanencia, m: masa, g: gramos, A: absorcién de agua, uL: Microlitros

Tabla 7. Analisis estadistico de los resultados de la disgregacion por rehidratacion del pellet.

Tiempo
Permanencia
10

20

30

40

50

Testigo

Tiempo
Permanencia
30

20

10

Testigo

40

50

N

25
25
25
25
25
25

Agrupar informacién

N

25
25
25
25
25
25

Media

.3900
.5200
.6480
.2820
.0620
.3240

OO OO oo

Media

.6480
.5200
.3900
.3240
.2820
.0620

OO OO oo

Desv.
.0381
.0255
.0342
.0216
.0109
.0151

OO OO oo

Est.

O O OO oo

Agrupacién

IC de

.3659,
.4959,
.6239,
.2579,
.0379,
.2999,

O O OO oo

utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes




El analisis estadistico demostrd que el pellet al ser rehidratado en los cinco Tp en
la camara nebulizadora la masa final obtenida por la absorcion de agua es
estadisticamente diferentes, con excepcién del testigo y TP 40 donde el pellet pierde

toda la masa ganada en la rehidratacion para nuevamente obtener su masa inicial.

En las Figura 10 y 11 se aprecia el comportamiento de la masa y los uL de agua
absorcion por el pellet, en donde Tp 10, Tp 20 y Tp 30 el aumento en la masa del pellet
tiene un comportamiento practicamente lineal, correspondientes a una absorcion de
64+4.43 ulL, 190.2+5.88 uL, y 326.2+13.66 uL de agua, obteniendo una masa final de
0.39+0.04 g, 0.52+0.03 g y 0.65+0.03 g respectivamente. El punto critico donde la masa
de pellet sufre una perdida corresponde una rehidratacion mayor de 326.2+13.66 uL de
agua pasando asi de una masa maxima de 0.65+0.03 g a una masa minima de

0.06+0.01 g correspondientes una rehidratacién de 626. 8+15.42 uL de agua.

Grafica de intervalos de Masa pellet vs. Tiempo permanencia
95% IC para la media

0.7

0.6

Masa pellet

0.2
0.1

0.0
0 10 20 30 40 50
Tiempo permanencia

La desviacion estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura 10. Grafica del comportamiento de la masa del pellet en funciéon del Tp en la camara

nebulizadora.
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Grafica de la masa pellet vs absorcion pellet
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Figura 11. Grafica del comportamiento de la masa del pellet vs uL de agua absorbidos.

4.2 CAPACIDAD DE ABSORCION DE MAXIMA DE AGUA DEL PELLET.

|dentificado el Tp maximo en la camara nebulizadora en el cual el pellet se
disgrega por rehidratacion, se procedio a calcular la CA maxima de agua del pellet,
mostrandose en la Tabla 8 los resultados del promedio de diez pellets con sus cinco

repeticiones.

Tabla 8. Resultados de la masa inicial y final de los pellets empleados para determinar la CA

maxima de agua.

Masa Pellet

del pellet
(9) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Inicial 0.35 0.31 0.31 | 0.32 0.34 0.34 0.32 | 0.32 | 0.33 0.32

Final 0.71 0.61 0.61 | 0.60 0.62 0.63 0.58 | 0.60 | 0.61 0.69

Terminado el proceso de elaboracidn mecanica del pellet este posee una masa
promedio de 0.33+0.01 g que al ser rehidratado en la camara nebulizadora en un Tp

maximo de 30 seg este absorbe humedad obteniendo una masa final de 0.63+0.04 g
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sin disgregarse, a partir de estos datos se calculo la CA del pellet con la siguiente

ecuacion:

CA—0'63 1 =90.90%
—033

Es asi que la TD de la cual esta elaborado el pellet es una material arcillo que
posee gran capacidad de absorcion y es necesario que este se rehidrate mas del
90.90% de peso en agua para que su estructura falle y pase de un estado sélido a un

estado de fluido.

4.3 EFECTO DE LA REHIDRATACION EN LA COHESION MICROESTRUCTURAL
DEL PELLET.

En la Tabla 9 se muestran los resultados del comportamiento de la "C del pellet
al ser rehidratado en cuatro distintos Tp en la camara nebulizadora. Para el Tp de 50 el
pellet presento un alto grado de disgregacién es por ellos que no pudo ser manejable
para ser traslado al plano inclinado simulador de la celda de Jenike.

Tabla 9. Resultados de la cohesion microestructural del pellet.

Tiempo de Cohesion microestructural (g/mm?)
Pe”ﬁg‘;”c'a Pellet 1 | Pellet2 | Pellet3 | Pellet4 | Pellet5 | Pellet 6
Testigo 0.76 0.76 0.75 0.58 0.75 0.75
10 0.78 0.66 0.78 0.78 077 | 0.79
20 0.79 0.80 0.79 0.81 0.80 | 0.81
30 0.82 0.81 0.80 0.81 0.81 0.82
40 0.42 0.40 048 0.45 046 | 042

El comportamiento de la "C del pellet durante los Tp en la camara nebulizadora
se observan en la Figura 12, realizandose un ANOVA y posteriormente una prueba de
Tukey (p<0.5) para determinar si existe alguna diferencia significativa en la cohesion
microestructural del pellet al ser rehidratado en los cuatro distintos Tp en la camara
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nebulizadora. En la Tabla 10 se muestran los resultados de analisis estadistico
realizado a los datos de la Tabla 8.

Grafica de intervalos de Cohesidn vs. Tiempo permanencia
95% IC para la media
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La desviacion estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura 12. Grafica del comportamiento de la ‘C del pellet en los 4 Tp en la camara

nebulizadora.

Tabla 10. Diferencia en la cohesion media de los pellets al ser rehidratados en la camara

nebulizadora.

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tiempo

Permanencia N Media Agrupacién
30 6 0.8116 A

20 6 0.8000 A

10 6 0.7816 B

0 6 0.7566 c

40 6 0.4550 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferente

El analisis estadistico demostré que un pellet una vez terminado su proceso de
elaboracién posee una ‘C de 0.75 g/mm? Al ser rehidratado su "C aumenta en un
maximo de 0.81 g/mm2 correspondientes a un Tp en la camara nebulizadora de 20 y 30

seg, decreciendo rapidamente hasta llegar a 0.45 g/mm?. La prueba de Tukey demostrd
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que en los demas tratamientos existe una diferencia significativa para la cohesion del
pellet, esto quiere decir es la cohesidén se va incrementando con forme se rehidrata el
pellet y desmulle si se sigue rehidrato. Graficando la "C del pellet en funcion de los pL
de agua absorbidos (Figura 13) se observa que en Tp 20 el pellet absorbe 192 yL que
es mucho menor que los 320 uL correspondiente a Tp 30, sin embargo para estos dos

puntos la "C del pellet son estadisticamente iguales.

Cohesién vs pL agua absorbido

0.9
0.8 _
07
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Cohesion (gr/immg?)

0 100 200 300 400 500
ML de agua absorbido

Figura 13. Grafica del comportamiento de la ‘C vs ul de agua absorbidos.
4.4 DISGREGACION MECANICA DEL PELLET.

La disgregacion mecanica sin rehidratacion del pellet demostré que en las dos
primeras energias de impacto de 0.2 y 0.4 m el pellet tiene una alta relacion de
persistencia granular (f) (Figura 14) que corresponden a 0.92+0.05 y 0.92+0.04 ambas
de cercana a 1. Para las dos ultimas energias de impacto de 0.6 y 0.8 m existe una
disgregacion mecanica mas evidente con una f de 0.51x0.05 y 0.42+0.07
respectivamente, es decir que es necesario una energia minina de impacto de 0.6 m
para que en momento de que el pellet colisione con el suelo la energia cinética que

34




posee se pierda en una mayor medida en provocar una disgregacion de pellet y una

menor parte en calor.

Relacién de supervivencia

granular (f)

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Relacién de supervivencia granular del pellet

H

Hi

A-20

A-40 A-60 A-80
Altura de caida libre del pellet (cm)

Figura 14. Relacion de supervivencia granular en funcion de la energia de disgregacion del

pellet.

El analisis estadistico (Cuadro 3) demostré que f en las dos primeras energias

de impacto son estadisticamente iguales es decir que las energias de 0.2 y 0.4 m

producen el mismo grado de disgregacion mecanica en el pellet. Para las dos ultimas

energias de impacto son significativamente diferentes entre ellas y con las dos primeras
de0.2my 0.4 m

Tabla 11. Diferencia entre las relaciones de disgregacion granular medias de los pellets al ser

disgregados mecanicamente.

0.
0.
0

4

2
6
8

Energia
0.

N
100
100
100
100

Media

0.9290
0.9240
0.5180
0.4200

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Agrupacioén

A
A

B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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4.5 EMERGENCIA DE NEMATODOS ENTOMOPATOGENOS Steinernema glaseri.

En la Tabla 12 se muestran los resultados del numero de NEP que emergieron
en los distintos tratamientos del disefio experimental de dos factores, tomandose en

cuenta que el numero de NEP encapsulados en cada pellet fue de 1000 + 50 NEP.

Tabla 12. Numero de NEP S. glaseri emergidos de los tratamientos disgregacién mecanica y

rehidratacion del pellet.

DM RH del pellet (%)

(m) 0 10 30 50 70 90
0 2 377 459 727 533 599

0.2 3 373 457 777 513 545

0.4 2 339 491 910 847 575

0.6 2 329 468 1016 562 522

0.8 2 391 502 968 391 542

A los datos obtenidos se les realiz6 un ANOVA (Tabla 13) de dos factores y las
cinco réplicas se realizaron en bloques. El analisis estadistico demostré que existe una
diferencia significativa (p<0.05) en los tratamientos de energia de disgregacion y

porcentaje de rehidratacion del pellet, asi mismo en la interaccion que existe entre ellos.

Tabla 13. Analisis de varianza realizado al disefio experimental de emergencia de NEP.

Andlisis de varianza para respuesta transformada
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 33 45254.5 1371.35 1420.22 0.000
Bloques 4 4.7 1.19 1.23 0.302
Lineal 9 43767.8 4863.09 5036.40 0.000
Altura 4 240.5 60.13 62.27 0.000
$Rehidratacidn 5 43527.3 8705.45 9015.69 0.000
Interacciones de 2 términos 20 1482.0 74.10 76.74 0.000
Altura*%$Humedad 20 1482.0 74.10 76.74 0.000
Error 116 112.0 0.97
Total 149 45366.5
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La Figura 15 muestra los efectos principales sobre la variable respuesta
emergencia de NEP, donde la disgregacion mecanica no tiene algun efecto sobre la
emergencia En lo que corresponde al factor porcentaje de rehidratacion en los tres
primero porcentajes de 10, 30 y 50% el numero de NEP emergidos del pellet
corresponden a 356.36, 475.18 y 875.88 NEP, siendo este ultimo porcentaje de 50% el
tratamiento que mayor emergencia de NEP obtuvo. Pasando este porcentaje de
rehidratacion del pellet los NEP emergidos reducen drasticamente siendo de 559.87 y
556.13 NEP para los porcentajes de 70 y 90% de rehidratacion del pellet.

Grafica de efectos principales para NEP Emergidos
Medias ajustadas
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Figura 15. Grafica de los efectos principales vs emergencia de los NEP S. glaseri.

Las interacciones que existe entre los dos factores del disefio experimental sobre
la emergencia de los NEP (Figura 16), el tratamiento que mayor emergencia registro fue
la interaccion de una energia de disgregacion mecanica de 0.6 m y una rehidratacion
del pellet del 50% obteniendo una emergencia de 1016.11 NEP, siendo asi que la
energia de disgregacion mecanica que al interactuar con la rehidratacién del pellet
mayor numero de NEP emergidos obtuve fue de 0.6 m el porcentaje de rehidratacion
del pellet clave para la reactivacion de los NEP dentro del pellet y su posterior
emergencia es el 50%.
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Figura 16. Grafica de la interaccién entre la energia de disgregacion mecanica y rehidratacion

del pellet en la emergencia de los NEP S. glaseri.

Analizando las Figuras 15 y 16 por separado se comprueba que el provocar
primero una disgregacion mecanica al pellet ayuda a este a que el numero de NEP que
emerjan del pellet sea mayor, refiriéendose solo al factor porcentaje de rehidratacion del
pellet se obtiene una emergencia de 875.88 NEP que es menor en comparacion de los
1016.11 NEP que emergencia cuando interactuan los factores de energia de
disgregacion mecanica primero y posteriormente la de rehidratacion del pellet.

4.6 EFECTO DE LA DISGREGACION MECANICA Y REHIDRATACION DEL PELLET
EN LA INFECTIVIDAD Y PATOGENICIDAD DE LOS NEMATODOS
ENTOMOPATOGENOS Steinernema glaseri.

En el desarrollo de una formulacién un factor importante es la conservacion de la
capacidad infectiva de los NEP encapsulados. Al demostrar que es posible una
emergencia total de los NEP sin una disgregacion total por rehidratacion del pellet la
cual a la vez interactua con una disgregacion mecanica es necesario evaluar un posible

efecto negativo de los NEP en el proceso de emergencia. Para evaluar la infectividad
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de los NEP después de su emergencia se utilizé una energia de disgregacion de 0.6 m
interactuando con tres porcentajes de rehidratacion del pellet los cuales fueron 10%,
50% y 90%. Se utilizaron larvas del ultimo instar de Galleria mellonella. Los resultados
para la evaluacion de la infectividad con larvas de Galleria mellonella se muestran en
las Figura 17 donde el mayor porcentaje de infectividad lo obtuvo el tratamiento de una
disgregacion mecanica de 0.6 m y un porcentaje de rehidratacion del pellet del 50%
alcanzando una infectividad del 95%, seguido por un porcentaje de rehidratacion del
pellet del 90% y por ultimo de 10% con una infectividad del 60% y 50%.

El ANOVA demostré que no hay diferencia significativa en la infectividad de los
NEP S. glaseri para los dos ultimos tratamientos de 10% y 90% de rehidratacion del
pellet. Con estos resultados queda demostrado que la capacidad infectiva de los NEP
no es afectada por la disgregacién mecanica del pellet debido a la energia de impacto
ni por la rehidratacion que sufre el pellet, si no que la diferencia que existe en el
porcentaje de infectividad en los tratamientos se debe al numero de NEP que

emergieron del pellet.

Infectividad en Galleria mellonella
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% de Infectividad

10% 50% 90%
% de rehidratacion del pellet

Figura 17. Porcentaje de infectividad de los NEP S. glaseri emergidos del pellet vs larvas del

ultimo instar de Galleria mellonella.
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Una vez demostrado que los NEP no sufren dafio alguno en su capacidad

infectiva se realiz6 una prueba de patogenicidad sobre larva del tercer estadio de

Phyllophaga spp. Los porcentajes de efectividad se muestran en la Figura 18.
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% de efectividad

Mortalidad de larvas de Phyllophaga spp.

10% 50% 90%
% de rehidratacién del pellet

Figura 18. Porcentaje de mortalidad de los NEP S. glaseri emergidos del pellet vs larvas del

tercer estadio de Phyllophaga spp.

El mayor porcentaje de mortalidad fue del 25% correspondiente a una

rehidratacion del 50%, seguido con una rehidratacién del 90% con una mortalidad del

5% ambos tratamientos con una disgregacion mecanica de 0.6 m. Para el caso de una

rehidratacion del pellet del 10% la emergencia de NEP S. glaseri no fue capaz de matar

a la larva de Phyllophaga spp.
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CAPITULO 5

DISCUSION




5.1 DISGREGACION POR REHIDRATACION DEL PELLET.

El incremento en el comportamiento de la masa y los pyL de agua absorbidos por
pellet en los tres primeros Tp en la camara nebulizadora de 10, 20 y 30 seg, es debido
a las propiedades de la TD, (i) en menor medida a una débil capacidad adsorbente, y
(i) a su excelente poder se absorcién (Wen-Tien et al, 2006) con lo que obtiene una
masa maxima de 0.65 + 3g haciéndose necesario mas de 324.28 + 3.56 pyL de agua
para disgregarse solo por el efecto de la rehidratacion, siendo esta una gran cantidad
de agua tomando como base la masa del pellet, sin embargo es cantidad de agua
mucho menor por lo reportado por Connink et al (1994) los cuales disgregan una
formulacion granular con 10 mL de agua. Pasando el Tp en la camara nebulizadora de
30 seg se aprecia la existencia de la disgregacion del pellet debida a una sobrecarga de
agua en los macro y micro poros provocando la dispersién de las particulas de TD
(Rivas-Mercury, 2006), es después de este punto donde existe una falla
microestructural del pellet. Refiriéndose al apartado 2.6 se puede decir que el pellet

pasa de un estado solido a comportarse como un fluido.

5.2 CAPACIDAD DE ABSORCION DEL PELLET

La CA maxima de agua que tiene el pellet antes de disgregarse por rehidratacion
es igual a 90.92 % de su peso en agua, afirmando asi que la TD que es el material
granular para la elaboracion de los pellets es un material adsorbente y absorbente el
cual es capaz de retener un alto contenido de agua (Day, 1995) debido a su estructura
macroporosa fina (Wen-Tien et al, 2006). Estos resultados obtenidos concuerdan con lo
reportado por Zhang et al, (2013), quienes realizaron pruebas de absorcion de seis
muestras de TD de la region Tengchong de la provincia de Yunnan, suroeste de China
los cuales oscilan entre 84.86% y 113.25%. La CA maxima de agua del pellet es del
90.92% quedando este porcentaje dentro del rango obtenido por Zhang et al, (2013). En
la presente investigacion se confirma que debido a las propiedades absorbentes de la
TD la cual tiene como objetivo primordial secar la cuticula altamente hidratada de los
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NEP y con ello provocar que entren en un estado parcial de anhidrobiosis, es la misma

propiedad que ocasiona que el pellet tenga un gran porcentaje de CA.
5.3 COHESION MICROESTRUCTURAL DEL PELLET.

El comportamiento de la 'C del pellet (Figura 14 y 15) es semejante a lo
reportado por la literatura (Nichols, 1931; Mullins y Panayiotopoulos, 1984), quienes
afirman que la 'C de un material arcilloso aumenta conforme se incrementa su
humedad y disminuye drasticamente al seguirla aumentando. En el caso particular del
pellet al ser elaborado de TD el cual es un material arcilloso (Zhang et al, 2013) se
rehidrata hasta alcanzar su maxima "C la cual se atribuye al acomodo de las particulas
de silice de la cual estda compuesta en un 87.6% la TD (Mayolo, 2012), a su elevada
reactividad con el agua y a su capacidad para formar fases liquidas de elevada
viscosidad mejorando propiedades tales como la porosidad y la resistencia mecanica
del material (Rivas-Mercury et al, 2003b). Pasando este punto en donde la pelicula de
agua que rodea a las particulas de TD se incrementa, lo que produce que las fuerzas
electroestaticas y los puentes de hidrogeno existentes en el pellet (Skubiszewska-Zieba
et al, 2012) se rompan, ocasionado una pérdida de cohesion del material granular
convirtiendo las particulas de TD en una arcilla floculada y viscosa (Pimraksa vy
Chindaprasir, 2009).

La 'C maxima del pellet es de 0.81 g/mm? equivalentes a 7.94 MPa
correspondientes a una rehidratacion del 57.57%, este porcentaje de rehidratacién es
cercano a lo mencionado por Pimraksa y Chindaprasir (2009) quienes elaboran ladrillos
a base TD con una resistencia al corte maxima de 14.5 MPa en un porcentaje de
rehidratacion del 50%. Sin embargo la "C entre lo pellets y los ladrillos no se asemejan
esto debido a que los ladrillos fueron sometidos a un calentamiento en autoclave a 0,14
MPa y 130 °C en un ambiente de vapor saturado durante cuatro horas lo que explica
una ‘'C mayor a la de los pellets. En la Figura 15 se aprecia que el pellet alcanza su 'C
maxima en Tp en la camara nebulizadora de 20 seg siendo estadisticamente igual a Tp

de 30 seg (Cuadro 3), sin embargo los uL de agua absorbidos por el pellet difieren
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siendo de 190.2+5.88 uL para un Tp de 20 seg y de 326.2+13.66 uL para un Tp de 30
seg, una explicacion a este fenomeno seria que los materiales de diatomea utilizados
como absorbentes técnicos tienen una estructura altamente porosa (Al-Degs et al,
2001) conteniendo macroporos formados por la microparticulas relativamente grandes
obteniendo una porosidad primaria y microporos formados por las microparticulas mas
pequefias consiguiendo asi una porosidad secundaria (Skubiszewska-Zieba et al, 2012)
es asi que para Tp de 20 seg los uL de agua absorbidos cubren la porosidad primaria y
en Tp de 30 seg los ulL restantes llenan los poros secundarios teniendo asi la misma C

para ambos puntos pero con distintas cantidades de uL de agua absorbidos.

5.4 DISGREGACION MECANICA DEL PELLET.

En la relacion de disgregacion granular obtenida en las dos primeras energia de
impacto de 0.2 y 0.4 m no existe una diferencia significativas y ambas son cercanas a 1,
diciendo asi que el pellet no sufre una alta disgregacién mecanica debido a que en el
momento de choque es capaz de resistir la energia de impacto gracias a las
propiedades granulares de la TD donde la energia de impacto es absorbida por el pellet
sin sufrir dafio alguno como consecuencia de (i) la vibracion almacenada en las
particulas de TD luego de la colision, (ii) a la deformacion plastica de la TD vy (iii) a las

caracteristicas vico-elasticas de la particula y la superficie (Vargas et al, 2006).

A pesar de existir una diferencia significativa en las energias de impacto de 0.6 y
0.8 m, la proximidad de la relacion de disgregacion granular puede ser explicada a que
lo que se disgrega por impacto es el material de TD que recubre al nucleo del pellet, el
cual es la parte donde se alojan los NEP, y a tener mayor humedad que el material de
TD que lo recubre tiene mayor cohesion y por lo tanto es capaz de absorber la energia
producida en el impacto. Los resultados demuestran que para la aplicaciéon de los
pellets es necesario una energia de impacto minima de 0.6 m para que la energia
potencial convertida en cinética a la hora de dejar caer el pellet ocasione una
disgregacion mecanica ayudando a que la reactivacion de los NEP se mucho mas

rapida.
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5.5 EMERGENCIA DE LOS NEMATODOS ENTOMOPATOGENOS Steinernema

glaseri.

La Figura 17 demuestra la disgregacion mecanica del pellet por si sola no
ocasiona ninguna emergencia significativa de NEP ya que es necesariamente una
rehidratacion previa de los NEP para reactivar sus funciones de busqueda (Kaya et al,
1987; Koppenhofer et al, 1995) y como consecuencia su emergencia del pellet. En la
misma grafica se observa que una rehidratacion minima de 10% del pellet existe ya un
emergencia de NEP, este porcentaje es aun mas bajo que lo reportado por Kung et al,
(1991), quienes reactivan NEP S. glaseri con una humedad del 16% en un suelo franco
arenoso en ensayos de laboratorio.

Una rehidratacion del pellet del 50% sin la interaccion de la disgregacion
mecanica fue el tratamiento donde el mayor numero de NEP emergieron con un total de
879.25 NEP, sin embargo una rehidratacion mayor da como resultado una emergencia
de NEP menor, considerando que se esperaria que la emergencia de NEP aumentara,
una explicacion a este fenomeno es que el nucleo contenedor de NEP esta sumamente
hidratado lo que ocasiona que los NEP en vez de emerger se aglomeren en el nucleo
debido a que las condiciones de alta humedad son mayores a las del medio
circundante, otro factor que impida la emergencia total de los NEP es la 'C existente en
el pellet ya que si se convierte los porcentajes rehidratacién del pellet a uL de agua
absorbidos se observa que la 'C se alcanza en un rango de absorcion de 190.2+5.88 -
326.2+13.66 uL, viendo que la maxima emergencia de los NEP se da en un porcentaje
de rehidratacion del 50% que es igual a 178.76 uL, junto antes del rango de absorcion
donde el pellet alcanza su "C maxima la cual podria tener un efecto de atrapamiento de
los NEP, requiriendo un mayor tiempo para que estos logren vencer esta condicion de
atrapamiento y emerjan del pellet

La interaccion de la disgregacion mecanica y rehidratacion del pellet da como
resultado una mayor numero de NEP emergidos siendo de 1016 en comparacién de los
879.25 NEP emergidos solo el efecto de la rehidratacién del pellet. Una explicacion a
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este fendmeno seria que el desprendimiento de la TD que rodea al nucleo contenedor
de NEP gracias una disgregacion mecanica previa los NEP tienen menores obstaculos

que recorrer y por lo tanto la emergencia es en menor tiempo.

El porcentaje de emergencia obtenido con el tratamiento de una energia de
disgregacion mecanica de 0.6 m y una rehidratacion del pellet del 50% fue del 100%
siendo mucho mayor por lo reportados por Kaya et al, (1987) quienes encapsularon
NEP S. feltiae logrando un porcentaje de emergencia del 20%. Hiltpold et al, (2012)
encapsulan NEP Heterorhabditis bacteriophora obteniendo una emergencia maxima del
73.76%.

5.6 INFECTIVIDAD Y PATOGENICIDAD DE LOS NEMATODOS
ENTOMOPATOGENOS Steinernema glaseri.

La prueba de infectividad sobre la larvas de Galleria mellonella, demostré que la
disgregacion mecanica asi como la rehidratacion del pellet no tienen un efecto negativo
sobre la capacidad infectiva de los NEP. Los distintos porcentajes de infectividad del
50%, 95% y 60% se deben al numero de NEP emergidos del pellet y no es atribuida a
algun dafo ocasionado por la disgregacion y rehidratacion del pellet sobre los NEP. En
lo que corresponde a la prueba de patogenicidad en larvas del tercer estadio de
Phyllophaga spp, el bajo porcentaje obtenido se puede explicar a que existe un
deterioro genético de los NEP S. glaseri a ser constantemente reproducidos en larvas
de Galleria mellonella (Wang y Grewal, 2002), asi mismo la energia gastada de los NEP
a la hora de la emergencia (Hiltpold et al, 2012) del pellet pudo haber impactado
negativamente en la capacidad infectiva de los NEP. Sin embargo, la eficacia de NEP
contra los gusanos blancos ha sido variable (Grewal et al, 2005), Sanchez-Saavedra et
al, (2012) obtienen un 46% de mortalidad en larvas Phyllophaga spp., con NEP de la
especie Heterorhabditis indica, mientras que otras investigaciones obtienen porcentajes
mayores, Rodriguez et al (2009) logran una mortalidad del 68% en Phyllophaga elenas
con una sepa de NEP Heterorhabditis spp.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES
Y
RECOMENDACIONES
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Debido a las propiedades absorbentes de la tierra de diatomeas el pellet necesita
un nivel de rehidratacion mayor a 326.2 £+ 13.66 uL de agua equivalentes al 90.90% de
su peso en agua. Cabe sefalar que este porcentaje es exclusivamente el que necesita
el pellet para ser disgregado y sera tema de investigaciones posteriores determinar el
porcentaje de humedad necesario en el campo para obtener el porcentaje de

rehidratacion requerido en el pellet para su disgregacion.

Al no existir un dispositivo especifico para la medicion de la cohesion
microestructural en pellet, el dispositivo experimental empleado demostré ser util para
analizar el comportamiento de la cohesion microestructural la cual es similar a lo

mencionado por la literatura.

Para una posible aplicaciéon en campo de los pellets es necesario una energia de
disgregacion minima del 0.6 m es decir de 60 cm para que le pellet se disgregue sin
adiciéon de humedad, con lo cual se favorecera el numero de NEP que emerjan de

pellet.

Los porcentaje de rehidratacion evaluados (10, 30, 50, 70 y 90%) para
determinar el numero de NEP emergidos del pellet son todos menores a lo requerido
por el pellet para su disgregacion, con lo cual se comprueba que no es necesario una
disgregacion por rehidratacion total del pellet para provocar la emergencia de los NEP.

Con base a los resultados obtenidos, la emergencia de los NEP S. glaseri no es
afectada por la disgregacion mecanica y si por la rehidratacion del pellet, en lo que
corresponde a su infectividad y patogenicidad de los NEP S. glaseri tanto la
disgregacion mecanica y la rehidratacion no tiene un efecto negativo sobre esta

capacidad.

Las investigaciones y tecnologias futuras deberan enfocarse en disminuir el

porcentaje de rehidratacidon que requiere el pellet y los NEP para la emergencia y a
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evaluar este tecnologia de liberacidn obtenida en una aplicacion en campo, en donde

los factores bidticos y abidticos no pueden ser controlados.
Se recomienda la reactivacion peridodica de la cepa de Steinernema glaseri

almacenada en el laboratorio, ya que puede haber perdido virulencia al usarse

continuamente sobre G. Mellonella.
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