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ENTOMOPATOGENOS Y PATOGENICIDAD SOBRE EL SALIVAZO DE LA
CANA DE AZUCAR

Oscar Parada Dominguez

Colegio de Postgraduados 2014

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar la patogenicidad de los nematodos,
Heterorhabditis sp. (CPVG13) y Steinernema spp. (CPVC12, CPVC13) sobre el
salivazo, Aeneolamia albofasciata y determinar su persistencia en suelo de tres
ingenios azucareros Potrero, Constancia y Motzorongo, en el estado de Veracruz.
En el primer experimento la patogenicidad de los nematodos entomopatégenos se
evalu6é en ninfas de mosca pinta, Aeneolamia albofaciata de 3° y 4° instar, se
aplicaron 120 Jl/ninfa sobre cajas con seis cavidades, cubiertas previamente con
papel filtro, cada cavidad contenia un estolon de pasto (Cynodon sp.) y una ninfa
por cavidad. En el segundo experimento, se evalu6é la persistencia de los
nematodos entomopatdgenos (NEPs) en suelo, el experimento tuvo una duracion
de 70 dias, con evaluaciones semanales independientes, en las cuales se
evaluaron 32 unidades experimentales por semana. ElI experimento de
patogenicidad revelo que ambos nematodos fueron capaces de atravesar la saliva
que protege a las ninfas, matar y desarrollarse en los cadaveres produciendo
nueva progenie de Jl. La mortalidad mas alta (62.5%) se observd con
Heterorhabditis (CPVG13), produciendo ademas la mayor concentracién de Jl por
ninfa (3500JI/ninfa). Se encontraron diferencias significativas entre los perfiles de
persistencia entre Heterorhabditis (CPVG13) y Steinernema (CPVC12). Se
encontr6 un efecto significativo del suelo en la supervivencia de ambos
nematodos. El aislamiento que persisti6 mas fue el de Steinernema sp, comparado
con el de Heterorhabditis (CPVG13). Profundizar en estos estudios, permitira

determinar el impacto de la interaccion entre salivazo - NEPs y el suelo.

Palabras clave: control bioldégico, entomopatégenos, nematodos, salivazo, cafia
de azucar.



EFFECT OF SOIL TYPE ON THE PERSISTENCE AND PATHOGENICITY
NEMATODE ENTOMOPATHOGENIC SPITTLE BUGS ON SUGAR CANE

Oscar Parada Dominguez

Colegio de Postgraduados 2014

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the pathogenicity of nematodes,
Heterorhabditis sp (CPVG13) and Steinernema spp (CPVC 12 — CPVC13) on the
spittlebug Aeneolamia albofasciata and determine their persistence in soil from
three sugar mills in the state of Veracruz. In the first experiment the pathogenicity
of entomopathogenic nematodes on spittlebug nymphs, A. albofaciata of 3er and
4th instar was evaluated; 120 IJ were placed on plates with six cavities, each well
contained a stolon grass (Cynodon sp.) and a nymph. In the second experiment,
the persistence of the nematodes was assessed during 70 days, with a weekly
sampling of 32 experimental units. The first experiment revealed that both
nematodes were able to penetrate the saliva that protects the nymphs killing and
developing in the bodies producing new progeny of IJ. The highest mortality
(62.5%) was observed with Heterorhabditis (CPVG13) which also produced the
highest concentration of 1J (35001J) per nymph. Significant differences between the
profiles of persistence among Heterorhabditis and Steinernema (CPV12) were
found. A significant effect of soil on the survival of both nematodes was found. The
isolate which persisted more was Steinernema spp. compared to Heterorhabditis
(CPVG13). A more detailed study on these interactions will help understand the

relationship among the nematodes, the spittlebug and soil.

Keywords: biological control, entomopathogenic, nematodes, spittle bugs, sugar

cane.
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1. INTRODUCCION

La cafia de azucar (Saccharum officinarum L.) es una graminea tropical de gran
importancia en la industria azucarera. México es el séptimo productor a nivel
mundial con 49 735, 273 Ton (FAOSTAT, 2011). Entre los estados productores de
cafia de azlUcar destacan Veracruz, Jalisco, Oaxaca, San Luis Potosi y
Tamaulipas. La produccion nacional anual en el 2012 de acuerdo con el servicio
de informacion agroalimentaria y pesquera fue de 50 946,483.13 Ton. Siendo
Veracruz el estado con mayor produccion para ese mismo afio (18 111,885.63 ton)
(SIAP, 2012).

El cultivo de cafia se ve afectado por diversos problemas fitosanitarios,
destacando la mosca pinta (Homéptera: Cercopidae) o también conocido como
salivazo. Comprende 11 géneros y aproximadamente 360 especies de cercépidos
registrados en el neotropico, de los cuales entre 20 - 30 son plagas de gramineas;
los géneros principales son Aeneolamia, Deois, Mahanarva, Prosapia y Zulia
(Peck, 2001; Flores 1994). Gémez (2007), Alatorre et al, 2013, mencionan que
Aeneolamia albofasciata (Lallemand), Prosapia simulans (Walker) y Aeneolamia
contigua son los géneros y especies mayormente distribuidos en México sobre

cafia de azucar y en pastos.

Las ninfas se alimentan en las raices superficiales y en la base del tallo de la cafa
de azlcar succionando la savia e inyectando toxinas, cuando la infestacién es
severa causan estrés hidrico, retrasando el crecimiento de la planta restringiendo
el paso de nutrientes a las partes aéreas y por lo tanto reduciendo la produccién
de biomasa (Rodriguez, 1979; Byers y Wells, 1966; Dinardo-Miranda et al., 2000;

Valério et al., 2001). Los salivazos en estado adulto generan dafios al succionar la
savia de las hojas, el dafio empieza a desarrollarse donde el insecto realiza la
puncion para alimentarse, debido a que inoculan una toxina de accion sistémica, la
oxidasa diastastica, la cual impide el transporte de nutrientes y la respiracion
(Enkerlin y Morales, 1979: Gémez 2007), disminuyendo con ello la actividad

fotosintética, conduciendo a un desecamiento total (Valerio, 1988). La cafia de



azucar infestada con este insecto reduce los niveles de sucrosa (Mendonga et al.,
1996).

En Venezuela se han registrado pérdidas hasta del 25% en produccion debido a la
especie A. varia (Salazar y Proafio, 1989), y en Brasil las pérdidas agricolas e
industriales causadas por la especie Mahanarva fimbriolata (Stal) han ascendido a
un 60% en la Region Centro-Sur (Mendoza, 2001; Dinardo - Miranda et al., 2006).
En México A. albofasciata (Lallemand) ha causado pérdidas hasta de 9 ton/ha de
cafia de azucar (De la Cruz-Llanas et al., 2005).

1.1Ciclo bioldgico de la mosca pinta

El ciclo biolégico de la mosca pinta consta de tres fases, huevo, ninfa (N1, N2, N3,
N4, y N5) y adulto. EI nUmero de huevos que una hembra puede ovipositar varia
entre 22 a 300; los huevos pueden ser diapausicos, de estivacion o invernantes
(de noviembre a mayo) y huevos no diapausicos (mayo o junio con las primeras
lluvias hasta finales de octubre y noviembre) (Bodegas, 1973; Rodriguez et al.,
2003; Castillo, 2006). Lo anterior determina el nUmero de generaciones presentes
en determinada regidn geografica. De acuerdo a un estudio realizado por
Rodriguez, et al., 2003, los huevos de P. simulans tardan 18 dias en eclosionar, la
fase de ninfa tiene una duracién de 45.5 dias y la vida de los adultos es de 16.5

dias; cumpliendo un ciclo completo en 71 dias.

En relacién a lo anterior, P. simulans tiene una larga duracion del estado de ninfa,
comparado con Aeneolamia reducta que tienen una duracion de 26.1 dias y
Aeneolamia lepidior de 35 dias (Peck et al., 2003), esto significa que es una plaga
importante debido a la alimentacidén prolongada en el estado de ninfa, la duracion
del ciclo esta relacionada con el género y especie de mosca pinta y puede tener

repercusiones en la disminucion de los rendimientos de la cafia de azUcar.

Las primeras ninfas aparecen pocos dias después del inicio de las lluvias y se
prolongan durante todo el periodo lluvioso, apareciendo picos poblacionales de
ninfas y adultos de manera escalonada y superpuestas. Las ninfas recién

eclosionadas absorben la savia e inician con la produccion de saliva o espuma,
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misma que las cubre totalmente; esta “saliva” o masa espumosa les confiere
refugio, sirve como defensa contra sus enemigos naturales y como proteccion de
las condiciones climaticas adversas. (Marshall, 1966, Whittaker, 1970, Bodegas,
1973).

1.2Distribucion de la mosca pinta

La mosca pinta presenta una amplia distribuciéon geogréafica que va desde el
Sureste de los Estados Unidos de América hasta el Noreste de Argentina y una
distribucién altitudinal que va desde los 0 hasta los 3000 msnm (Peck, 2001;
Rodriguez et al., 2003).

1.3Métodos de manejo del salivazo

Dada la importancia de esta plaga, se ha desarrollo un programa de manejo
integrado dirigido a la ruptura del ciclo biolégico y por lo tanto a reducir
principalmente la poblacién de huevos y adultos. Las principales actividades
dentro del manejo integrado de mosca pinta incluyen: (1) monitoreo poblacional de
huevos, ninfas y adultos; (2) labores culturales (control de malezas y limpia de
drenes); (3) uso de la rastra fitosanitaria o el cultivador Lillinston para la exposiciéon
de huevos, (4) trampas adhesivas (monitoreo y control etoldgico); (5) control
biolégico de adultos; y (6) control quimico como ultimo recurso (Flores 1994,
Garza y Sanchez 2007).

1.3.1 Manejo quimico

Algunos insecticidas que se emplean para atacar ninfas estan elaborados a
base de etrofolan, carbaryl y clorpirifos. Para el control de adultos se han
recomendado carbamatos, clorofosforados, fosforados y piretroides (Menézes
et al., 1983).

1.3.2 Manejo cultural



Este tipo de control comprende practicas mecanizadas de cultivo, que permiten
la exposicion de los huevecillos del salivazo al sol, al ambiente y a los
enemigos naturales, mediante el uso de una cultivadora tipo Lilliston. Ademas
se recomienda el uso de trampas pegajosas, iniciar con 5 trampas/ha (cinco de
oros o en forma diagonal) a los 15 a 20 dias después de las primeras lluvias e
ir incrementando el numero paulatinamente hasta llegar a 40 trampas/ha
durante el periodo lluvioso (GAmez, 2007), se recomienda ademas disminuir la
humedad al proporcionarle a las plantas de cafia de azucar buen drenaje
interno y superficial para evitar la aparicion de raices adventicias que sirven de

alimentacion a las ninfas (Gaviria y Rodriguez, 2004).

1.3.3 Control biolégico

1.3.3.1 Enemigos naturales de la mosca pinta

Se ha documentado la existencia de insectos depredadores en condiciones de
campo afectando poblaciones de ninfas. Valerio (1988) menciona a
Salpingogaster nigra (Schiner) y S. pighora (Schiner) pertenecientes a la familia
Syrphidae. Ademas, se reportan hormigas del genero Solenopsis y varios micro
himendpteros, parasitoides de huevos (Oligosita giraulti Crwf, Anagrus sp. y
Centrodora tomaspidis y Acmopolynema hervali (Arango y Calderén, 1981). Por
otro lado el CIAT, (2001) reporta Apiomerus lamipes un hemiptero Reduviido,
arafas pertenecientes a la familia Salticidae. La hormiga Pheidole genalis
(Hymenoptera: Myrmicinae) la cual es empleada como depredador de M.
fimbriolata en Brasil (Mendonca, 2005). Bennett (1984), menciona ademas al
mimarido parasito de huevos, Anagrus urichi, al reduvido Castolus plagiaticollis,
Zelus rubidus, Acmopolynema hervali, Oligosita giraulti, Centrodora tomaspidis,
y a los hongos entomopatdgenos Conidiobolus coronatus (Entomophthorales),
Metarhizium anisopliae (Metchnikof) Sorokin (Ascomycota: Hypocreales)

(Torriello y Mier 1985, Reumaudiere y Latge 1985)



El uso del hongo entomopatdogeno M. anisopliae (Metchnikof) Sorokin
(Ascomycota: Hypocreales se ha extendido a Venezuela (Zambrano et al.
1989), Costa Rica (Badilla 2002, Carballo y Falguni, 2004), Nicaragua,
Guatemala (Castillo-Zeno 2006), Colombia (Bustillo y Castro 2011) y México
(Flores, 1994, Berlanga et al. 1997; Hernandez-Rosas, 2013).

1.3.3.2 Hongos entomopatégenos- Metarhizium anisopliae

Destaca el uso del hongo entomopatdégeno Metarhizium anisopliae (Metchnikof)
Sorokin para el control de adultos de mosca pinta. Los hongos entomopatégenos
afectan tanto al estado de ninfa como a los adultos (Obando et al 2011). Las
ninfas disminuyen sus movimientos, la produccion de espuma y pueden
abandonar los sitios donde se alimentan. Los adultos infectados presentan
movimientos lentos, dejan de alimentarse, reducen su radio de vuelo, las hembras
no ovipositan (Castillo-Zeno 2006) y pueden morir en lugares distantes en donde
fueron contaminados. El uso de Metarhizium como insecticida biolégico ha sido
generalizado en diferentes areas cafieras, principalmente para la regulacion de

adultos de la mosca pinta.

1.4 Nematodos entomopat6genos

En cuanto a los nematodos parasitos, Poinar y Linares (1985) en el estado de
Portuguesa, Venezuela, encontraron infecciones naturales del nematodo
Hexamermis dactylocercus, parasitando hasta un 50% de ninfas y adultos
recolectados de Aeneolamia varia. Bennett (1984) reporta a Hexamermis sp.
sobre A. varia en Trinidad, y en Brasil sobre Mahanarva fimbriolata. De igual
manera Hernandez et al. 2009a, mencionan la presencia de Hexamermis sp.
asociado con A. albofasciata en la region cafiera de Coérdoba, Veracruz. Sin
embargo los intentos de propagacion masiva de estos nematodos en el

laboratorio, no han sido exitosos.



1.4.1 Importancia de los nematodos entomopatdégenos Heterorhabditis sp. y

Steinernema sp.

Los Nematodos entomopatdogenos de las familias Steinernematidae y
Heterorhabditidae y sus bacterias simbidticas han generado un interés
significativo como estrategia inundativa de control biologico (Klein, 1990;
Poinar, 1990). Poinar (1979) reporta que Steinernema carpocapse es capaz de
infectar a 250 especies en 75 familias y 11 érdenes.

Los nematodos presentan ventajas importantes en el control de plagas; tienen
la capacidad de desplazarse, buscar a su presa, adaptarse a condiciones
adversas, pueden resistir agroquimicos, son especificos de insectos, ademas
pueden presentar compatibilidad con otros entomopatdégenos (Kaya 1990;
Kaya y Koppenhofer, 1996; Akhurst y Smith, 2002). Por lo que, se proponen
como candidatos para el manejo biolégico de insectos plaga.

1.4.2 Interaccion de los NEPs con su hospedero

De acuerdo con Gaugler et al. (1994); Simoes y Rosa, (1996) la eficacia de los
nematodos entomopatdégenos varia debido a muchos factores biolégicos, que
pueden ser determinados por la especie, aislamiento, especie del insecto y
estado de desarrollo.

La eficacia de la penetracion de los nematodos puede ser afectada por: mayor
defecacién que reduce la infeccion por el ano en larvas de escarabajos, una
baja producciéon de CO,, o al contrario liberacién abundante que disminuye las
seflales quimicas en pupas de lepidépteros y larvas de escarabajos, la
formacién de capullos impenetrables, barrera fisica o individuos que matan al
nematodo, por que evitan contaminacion en su nido, comejenes, y ademas
puede ser dado por una conducta de evasion a la presencia de nematodos
entomopatdégenos (Gaugler et al., 1994, Koppenhofer et al., 2000b). Los
juveniles pueden penetrar al insecto utilizando varias vias, boca, ano,
espiraculos, incluso la cuticula, en el caso de Heterorhabditis utiliza un diente

para penetrar directamente hacia el hemocele (Eidt y Thurston, 1995). En el



caso de las ninfas de mosca pinta utilizan la saliva para evitar desecacion y el
ataque de enemigos naturales, se trata de un mucopolisacarido secretado por
los tubos de malpigio (Marshall, 1966). Esta secrecion podria constituir una

barrera para la invasion de los nematodos entomopatégenos.
1.4.3 Ciclo de vida de los nematodos entomopatégenos

El ciclo de vida de los nematodos entomopatdégenos es similar, aunque puede
variar un poco entre las familias Steinernematidae y Heterorhabditidae. Sin
embargo, en general de acuerdo con Poinar (1990) se presentan seis estadios,
el huevo, cuatro estadios larvales y los adultos. Los esteinernematidos
presentan dos ciclos sexuales, dentro del insecto, mientras tanto en
heterorhabditidos su primer ciclo presenta hembras hermafroditas y el segundo
un ciclo sexual.

Los juveniles infectivos penetran el hospedero ya sea desde el intestino o
atravesando la cuticula a través de las membranas intersegmentales de los
insectos. Una vez en el hemocele, los juveniles infectivos liberan células
bacterianas asociadas mutualisticamente, que al multiplicarse y digerir los
tejidos del huésped, proporcionan condiciones adecuadas de nutrientes para el
crecimiento y desarrollo de los nematodos. El insecto huésped muere
rapidamente, por lo general dentro de los 2 dias siguientes a la penetracion
inicial de los nematodos. Los nematodos que han invadido el hemocele
reanudan su desarrollo, mudan a la etapa de J4 y llegan a la edad adulta, estos
dan origen a juveniles infectivos (JI), responsables de la diseminacién y

persistencia de los nematodos entomopatdégenos (NEPSs) en el suelo.
1.4.4 Nematodos entomopatdogenos en el control de la mosca pinta

De acuerdo con Leite et al., (2002), Steinernema sp., y Heterorhabditis sp., en
el salivazo de la cafla, Mahanarva fimbriolata logran mortalidades entre el 96 y
el 100% bajo condiciones de laboratorio. Un estudio en campo, demostré que
Heterorhabditis sp. causé mortalidad del 42,3% en dosis de 5 x 10'° Ji/ha y H.



bacteriophora en dosis de 1,5 x 10* JI/ha, con mortalidad sobre ninfas de A.
varia del 76% (Moreno et al., 2012).

Sin embargo, al emplear nematodos entomopatdégenos en condiciones de
campo la infectividad de estos se reduce a pocas especies y estadios del
insecto (Smits, 1996; Georgis, 1992), ello podria limitar el uso de los

nematodos en el control bioldgico de la mosca pinta.

1.4.5 Factores bidticos y abioticos relacionados con la presencia de

nematodos entomopatdgenos

Los factores abidticos pueden tener un efecto positivo o negativo en el
desempefio, efectividad y nivel de éxito de los nematodos entomopatégenos
en el control de insectos plaga. Es por ello que la aplicacibn de nematodos
entomopatdégenos puede resultar impredecible en condiciones naturales, Por
lo tanto, es necesario realizar una descripcion de los principales factores que
influyen en su efectividad biologica, estos factores pueden limitar su
establecimiento en condiciones de campo. En este sentido Kaya, (1990); Kaya
y Koppenhdofer, (1996); Smits, (1996) menciona la importancia de los factores
de comportamiento y fisiolégicos (intrinsecos) y temperatura, humedad,
textura de suelo y radiacion (extrinsecos), ademas los factores biéticos como

competencia, que afectan su persistencia en el suelo.

1.4.5.1 pH en el suelo

El pH en el suelo puede afectar la sobrevivencia e infectividad de los
nematodos entomopatéogenos. Kung et al, (1990) reportan que la
sobrevivencia y patogenicidad de Steinernema carpocapse y S. glaseri
disminuye levemente con cambios del pH (pH 8 a 4). Sin embargo, a pH 10 se
declina la supervivencia de una manera drastica y no se presenta la habilidad
para matar larvas de G. mellonella. La acidez del suelo también tiene un efecto
importante en el nematodo. Al respecto, Fischer y Fuher (1990) sefialan que
con un pH debajo de 4, S. kraussei puede limitar su parasitismo en Cephalcia

abietis L. (Hymenoptera) de una manera significativa.



1.4.5.2 Temperatura del suelo

Las temperaturas extremas debajo de 0°C y arriba de 40°C son letales para
numerosos nematodos, dependiendo del tiempo de exposicion y la especie
(Brown y Gaugler, 1996; Griffin, 1993). El efecto de la temperatura sobre la
sobrevivencia de los nematodos varia con las distintas razas y especies
(Grewal et al., 1994; Glazer et al., 1996, Baker y Capinera, 1997). Al respecto,
existen nematodos nativos adaptados a regiones templadas, S. feltiae y H.
megidis son tolerantes a temperaturas frias del suelo, mientras que especies
aisladas en regiones calidas como S. riobrave, pueden tolerar exposiciones
cortas a 42 °C.

En general la mortalidad de los insectos se reduce en temperaturas frias,
debido a la disminucion de la habilidad del nematodo para moverse a bajas
temperaturas (Grewal, 1999). Muchas especies de nematodos, tienen la
capacidad de infectar insectos hospederos en un amplio rango de temperatura,

la infectividad se ve reducida arriba de 30°C y debajo de 15 °C.

1.4.5.3 Humedad

La humedad del suelo se considera el factor mas importante que influye en la
sobrevivencia de los nematodos entomopatégenos. Simons y Poinar, (1973)
mencionan que mas del 90% de los juveniles infectivos de S. carpocapse a
79.5% de humedad relativa después de 12 dias, estaban vivos. Sin embargo,
después de 4 dias de exposicion a 48.4% de humedad relativa, suelo seco,
mas del 80 % los nematodos sobrevivieron.

De acuerdo con Kaya (1990) los esteinernematidos pueden sobrevivir a baja
humedad del suelo, similar a las condiciones naturales del suelo, sin embargo
su capacidad de busqueda del hospedero e infectividad puede reducirse.
Asimismo, Molyneux (1985) menciona que en suelo arenoso y a 7 % de
humedad con 15°C alrededor del 100% de S. glasseri sobrevivid por 24
semanas y cerca del 90% sobrevivié por 32 semanas. Por su parte, Kung et al.,

(1991) prob6 que S. carpocapse y S. glasseri al colocarlos en un suelo



migajoso a diferentes humedades, ambas especies sobrevivieron bien con 2 y
4 % de humedad.

En este contexto, Brown y Gaugler (1997) evaluaron H. bacteriophora y S.
feltiae en humedades relativas de 75, 85, 96 y 100% sobre larvas de G.
mellonella y encontraron que ambos nematodos emergen a bajas humedades;
estos autores concluyen que los juveniles infectivos pueden sobrevivir en
condiciones ambientales adversas por periodos limitados, dentro del
hospedero; pero bajas temperaturas y humedad impide la emergencia del

cadaver y los Jls pueden morir.

1.4.5.4 Radiacion solar

Es otro factor de suma importancia, y se ha registrado que los
heterorhabditidos parecen ser mas vulnerables a la luz ultravioleta comparados
con los esteinernematidos. Gaugler y Boush (1978) y Gaugler et al., (1992)
mencionan que cuando S. carpocapse fue expuesto a luz solar este fue
inactivado a los 60 min., mientras que H. bacteriophora fue mas sensible y se
inactivo a los 30 min., ademas sefialan que bajo una lampara UV simulando la
intensidad solar los tiempos de inactivacion de S. carpocapse fueron de 6 min.
y para H. bacteriophora de 2 min. Por lo tanto se ha demostrado que el uso de
protectores de radiacion ultravioleta extiende la longevidad de los juveniles

infectivos (Gaugler y Boush, 1979).

1.4.5.5 Textura

La textura del suelo puede afectar la movilidad, persistencia e infectividad del
nematodo (Georgis y Poinar, 1983; Choo y Kaya 1991). Al respecto, Baker y
Capinera, (1997) mencionan que las texturas mas favorables son la arenosa y
franco arenoso.

Kung et al., (1990) evaluo las texturas arena-limo, limo-arcilla y arcilla durante
16 semanas en S. carpocapse y S. glasseri, la supervivencia mas baja fue
observada en suelos arcillosos para las dos especies. En suelos arcillosos y

limo arcillosos, la tasa de mortalidad fue de 40-50% en las primeras dos

10



semanas, mismo que se estabilizo entre el 1 y 2 % por semana para S.
carpocapse y 5 % por semana para S. glaseri y se sostuvo el decremento para
S. glaseri entre 4 y 8 semanas. Por tal razén, Smith (1996) menciona que no
solo se ve afectada la sobrevivencia de los nematodos sino que ademas en

suelos arcillosos se ve reducida la infectividad.

1.4.5.6 Conductibilidad eléctrica

En suelos salinos los microorganismos enfrentan problemas de altas
concentraciones de iones, arriba de sus concentraciones normales
intracelulares, los cuales pueden conducir al rompimiento de la funcién celular
(Barbercheck, 1992). La toxicidad a elevadas concentraciones de iones puede
ser 1) el resultado del aumento de la presibn osmoética y la subsecuente
perdida de agua en los nematodos; 2) el desequilibrio en el balance i6nico
interno, 3) efectos toxicos generales de los nitratos y nitritos, 4) o alteracion del
balance interno de acido-base (Brown y Platzer, 1978).

Por lo tanto, el aumento de la tasa metabdlica estimulada por las sales puede
agotar los recursos energéticos de las etapas infectivas antes de hacer
contacto con el hospedero, por lo que reduce el potencial infeccioso de los
nematodos (Von Brand, 1943).

1.4.5.7 Diversidad biol6gica de microorganismos en la rizosfera

La rizésfera es el volumen de suelo inmediato a las raices de las plantas y en
donde se genera un conjunto de interacciones entre planta, suelo,
microorganismos y microfauna. El nimero de microorganismos es alto debido a
las influencia de la raices y se pueden presentar modificaciones constantes en
cuanto a la biodiversidad de los microorganismos generados por cambios
fisicos, quimicos o biolégicos en la raices de la planta, que pueden ser
generados por excreciones radiculares y desechos organicos. (Antoun y
Prevost, 2005). Por tal razdn, existen diferentes poblaciones de bacterias,

actinomicetos, hongos, protozoos, virus y nematodos, etc. contenidos en la
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rizosfera (Gregory, 2006). Estos microorganismos de la rizésfera resultan ser
de gran importancia en los procesos de degradacion de materia organica y
formacion de suelo, ciclos biogeoquimicos, fertilidad de plantas y proteccion
frente a patdégenos, degradacidon de compuestos xenobioticos, entre otros.
(Nogales, 2005).

1.4.5.8 Factores biéticos relacionados con la persistencia de nematodos

La supervivencia y la efectividad bioldgica de los nematodos también puede verse
limitada en gran medida por la disponibilidad del hospedero y por la abundancia de
los enemigos naturales (Baker y Capinera, 1997) (Kaya y Koppenhofer, 1996;
Grewal, 1999). Se ha documentado la existencia de enemigos naturales como
microartropodos colémbolos y &caros, quienes dependen del consumo de
nematodos para su desarrollo y reproduccion (Epsky et al., 1998). De acuerdo con
Baur et al., (1998) cuando los nematodos se encuentran en desarrollo dentro del
cadaver pueden ser atacados por distintos invertebrados carrofieros, que pueden

afectar la sobrevivencia de los nematodos en el interior del insecto.

De acuerdo con Kaya y Koppenhofer (1996) existen hongos como Hirsutella
rhossiliensis, Arthrobotrys spp. y Monacrosporium spp. que tienen la capacidad de
infectar y atrapar a juveniles infectivos. Sin embargo estos efectos no han sido
bien documentados en condiciones de campo. De acuerdo con Koppenhofer et al.,
(1995), los hongos antes mencionados pueden suprimir al nematodo
Heterorhabditis hepialus, este autor menciona que la supresion es menor cuando
se presentan dos o tres hongos a la vez que cuando se presentan en forma

independientes.

1.5 Componentes microbianos del suelo

1.5.1 Hongos

Los hongos constituyen la mayor masa microbiana, alcanzan hasta un 80%.

Entre ellos sobresale el orden de los hongos imperfectos, como Aspergillus,
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Penicillium, Fusarium, Phytophtora, Verticillum, etc. Sus principales funciones
son heterotroficas sobre los restos vegetales y formacion de simbiosis del tipo
micorrizica y parasitica. En el suelo, los hongos interactian con una compleja
comunidad microbiana que incluye: bacterias, actinomicetos (actinobacterias) y
pequefios invertebrados.

Los hongos son una parte importante de la cadena alimenticia en el suelo,
principalmente para la mesofauna que habita en el suelo (Bonkowski et al.,
2000). Por otro lado, existen dificultades en cuanto al aislamiento de
microorganismos y existen afirmaciones de que Unicamente el 1% de los
microorganismos del suelo son cultivables en medios axenicos, ello aumenta la
dificultad de aislamiento y no se logra conocer la inmensa diversidad de

microorganismos existentes (Rondon et al., 2000).

1.5.2 Bacterias

Las bacterias de la rizosfera pueden generar un efecto neutral, benéfico o
perjudicial en su desarrollo (Siddiqui, 2005). Ademas se considera al suelo
como un ambiente complejo en cuanto a comunidades bacterianas y puede
contener alrededor de 10° células bacterianas/gramo de suelo seco y un
estimado de 10* especies microbianas diferentes por gramo de suelo (Cavaletti
et al., 2006). Sin embargo, la cantidad y el tipo de bacterias estan
determinados por el tipo de suelo, en especial por el contenido de arcilla,
humedad, aireacion, temperatura, materia organica y pH, asi asimismo por el
cultivo, estacion del afio, abundancia de protozoarios, principalmente, aunque
pueden ser encontradas en ambientes opuestos (Alexander, 1980;Kirchner et
al. 1993).

1.5.3 Actinomicetos
Son Bacterias Gram positivas que tiene la capacidad de formar filamentos
ramificados, el orden comprende 63 géneros y constituyen aproximadamente

del 20-60 % de la biomasa microbiana del suelo (Ezziyyani et al., 2004).
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Stanley, (1994) menciona que en su mayoria los actinomicetos son
microorganismos mesofilos y crecen entre 25 °C a 30°C y es nulo su
crecimiento a temperaturas bajas, a 5 °C. Se ha documentado que los suelos
alcalinos y neutros suelen ser ambientes favorables para estos
microorganismos; encontrdndose ademas en pH de 6.5-8.0, en suelos con pH,
por debajo de 5.0 estan ausentes (Prescott, 2002). De acuerdo con Tate (2000)
la diversidad y niumero de colonias varia considerablemente dependiendo de
las caracteristicas fisicas, contenido de materia organica, pH y pueden ser
encontrados en un rango de profundidad que va de 2 a 15 cm; sin embargo, en
suelos fértiles las concentraciones fueron de 10°® UFC/g de suelo seco.

Los actinomicetos se encuentran ampliamente distribuidos en suelo y
participan en la degradacion de la materia organica, debido a la produccion de
terpenoides, pigmentos y enzimas extracelulares con los que son capaces de
degradar la materia organica animal y vegetal (Ghanem et al., 2000; Ezziyyani
et al., 2004). Ademas pueden aumentar su poblacién en funcién de las
cualidades de los suelos; son favorecidos con alto contenido de materia
organica y con amplias reservas de carbono asimilable y humus. Por lo tanto la
adicion de materia organica estimula su multiplicacién y actividad. Ademas los
actinomicetos también pueden contribuir en el control biolégico por la
capacidad que tienen de producir enzimas degradadoras, como las quitinasas,
glucanasas, peroxidasas entre otras, involucradas en el micoparasitismo
(Tokala et al., 2002). En especial, el género Streptomyces puede ejercer
biocontrol sobre hongos fitopatégenos, produce sideroforos y sustancias que

promueven el crecimiento vegetal.

1.6 Justificacion

La mosca pinta es una plaga de importancia econémica, presente en los diferentes

ingenios carferos, tiene repercusiones significativas en la produccion de la

biomasa de cafia de azucar. Al respecto, De la Cruz et al., (2005) mencionan que

por efecto de Aeneolamia albofasciata (=postica) el rendimiento por hectarea

puede disminuir hasta en 9 ton/ha. De acuerdo con lo anterior, se plantea la
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posibilidad de emplear nematodos entomopatdgenos habitantes del suelo, en el
control de ninfas de la mosca pinta, A.albofasciata.

Informacidén basica que soporte la persistencia de nematodos entomopatdégenos
en suelo procedente de ingenios azucareros del estado de Veracruz, donde
actualmente se presenta la plaga de mosca pinta es nula. Por tal razén, resulta
importante la realizacion de este estudio e incluir algunos de los indicadores que
permitan evaluar la calidad de los suelos, la diversidad biologica existente y
evaluar el efecto sobre la permanencia de los nematodos entomopatégenos.

Este estudio permitird conocer algunos de los factores involucrados con la
actividad de los nematodos entomopatdgenos como reguladores biolégicos de la

mosca pinta.

1.7 Objetivo general

Evaluar la patogenicidad de aislamientos nativos de nematodos entomopatdgenos
y su persistencia en diferentes tipos de suelo procedentes de tres ingenios

azucareros del estado de Veracruz.

1.7.1 Objetivos particulares

a) Evaluar la actividad patogénica de los NEPs sobre ninfas del

salivazo, A. albofasciata

b) Determinar las propiedades fisico-quimicas del suelo perteneciente a

los ingenios azucareros de Motzorongo, Constancia y Potrero.

c) Comparar la microflora presente en el suelo procedente de los tres

ingenios.

d) Evaluar la persistencia de dos cepas de nematodos
entomopatdégenos en suelo de los ingenios azucareros mediante el

uso de larvas de Galleria mellonella, como insecto cebo.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 SELECCION DE NEMATODOS ENTOMOPATOGENOS CONTRA NINFAS

DE Aeneolamia albofasciata

En este experimento se realizé la determinacion bajo condiciones de laboratorio,
de la patogénicidad y capacidad reproductiva de tres aislamientos de nematodos
entomopatdgenos, dos de Steinernema y uno de Heterorhabdis sobre el salivazo
de la cafia de azucar (Cuadro 1). Los nematodos provienen de colectas con
insectos cebo, de suelos de ingenios azucareros del estado de Veracruz, México.

Cuadro. 1. Nematodos utilizados para la prueba de patogenicidad.

Tratamiento Colecta Procedencia

Steinernema n.sp. (CPVC12) Suelo cafiero/insecto | Comalcoahuitl y Mata-
cebo Borrego), Paso del Macho,

Veracruz, México

Steinernema sp.(1) (Constancia) Suelo cafiero/insecto | Ingenio Constancia- Estrellita,

(CPVCL13) cebo Veracruz

Heterorhabditis (Jareros) (CPVG13) | Suelo campos de | Ingenio la Gloria, Jareros,
cafia de azlcar Veracruz

Control (sin nematodos) | =-—— | mmemee-

2.1.1. Propagacion de nematodos

Los nematodos fueron propagados sobre larvas de ultimo instar de G. mellonella
(L) (Apéndice 1), y cosechados como juveniles infectivos (JI) mediante el método
de trampas White (Kaya y Stock, 1997). Los JI se obtuvieron de diferentes lotes de
larvas infectadas, fueron cosechados en diferentes fechas, esterilizados y usados

en los ensayos de las diferentes repeticiones.

v' Sanitizacion de nematodos. Los nematodos entomopatégenos (NEPS)
fueron esterilizados con cloruro de benzalconio al 0.01%. La suspension se
centrifugd a 500 rpm durante 5 minutos, con el fin de eliminar los
nematodos muertos presentes en el sobrenadante.
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v" Determinacion de la concentracion de JlI en suspension. La dosis de
nematodos fue determinada en base a la cantidad de nematodos
recomendada por placa de cultivo (120 JI cm?).

v" Almacenaje de los JI de cada aislamiento. Los nematodos se mantuvieron
oxigenados para disminuir la mortalidad a temperatura ambiente. Los
nematodos se conservan en el Laboratorio de Patologia de Insectos en

suspension acuosa, a temperatura ambiente.
2.1.2. Colecta y seleccion de ninfas del salivazo

La colecta de ninfas de A. albofasciata se realiz6 en el &area cafiera
perteneciente al ingenio Potrero, en el sitio Atollaquillo, coordenadas 18°
59'38.74 Norte y 96°46°50 Oeste. Las ninfas fueron colectadas con pinzas
de acero inoxidables, separadas por género y colocadas en organizadores
de plastico, con cavidades, que contenian en su interior papel toalla
humedecido y estolones de pasto estrella (Cynodon sp). Una prueba
preliminar con estolones de pasto mostro que en la zona de los nudos se
forman raicillas de diferente longitud, que permanecen activas durante
varios dias (10-12). Se consider6é que si las ninfas podian adherirse a las
raicillas y mantenerse al menos 4-5 dias produciendo la secrecion salivosa,
constituiria un periodo favorable para que los nematodos entomopatégenos

invadan y maten al salivazo.
2.1.3. Bioensayo

El procedimiento para la inoculacion de los aislamientos de NEPs sobre ninfas
de A. albofasciata fue el mismo. Se utilizaron placas COSTARD con 6
cavidades. Cada cavidad se cubrié con dos capas de papel filtro previamente
humedecido y esterilizado. En cada perforacion se colocé un estolén de pasto
estrella (Cynodon sp.) (3.5 cm) en el cual se favorecié la emision de raicillas
(mantenidos en oscuridad total en una bolsa de plastico oscura), sobre estos

se colocé una ninfa de 3er o0 4° instar. La prueba se llevo a cabo aplicando una
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sola concentracién de juveniles infectivos, 120 Ji/cm? (Alves et al., 2005). La
aplicacion se realizo sobre el papel filtro permitiendo el desplazamiento de los
JI y busqueda del insecto hospedero. Los tratamientos se incubaron a 2512 °C
y humedad relativa de 74.32 Min y 84.25 Max, bajo 9 h luz y 15 h en oscuridad.

Las ninfas testigo fueron expuestas a las mismas condiciones anteriores.

Los tratamientos fueron dispuestos en un disefio completamente al azar y cada
tratamiento conté con cuatro replicas (cuatro placas/24 ninfas) y tres
repeticiones en tiempo (Cuadro 2). El bioensayo tuvo una duracion de 7 dias

considerados a partir de la aplicacion de los juveniles infectivos.

Cuadro 2. Disefio experimental usado en la prueba de patogenicidad de

Nematodos entomopatdgenos sobre ninfas de A. albofasciata.

TRATAMIENTO UE REPLICAS | NINFAS REPETICIONS | Total TOTAL
(una (placas) TOTALES | EN TIEMPO Ninfas/ | DE
placa) (replica) UEs PLACAS

1. Steinernema. 1 4 24 2 48 8

(CPVC12)

2. Steinernema sp. 1 4 24 2 48 8

(CPVC13).

3. Heterorhabditis 1 4 24 2 48 8

sp.(CPVG13)

4. CONTROL (sin 1 4 24 2 48 8

nematodos)

16 placas 96 ninfas 192 32

TOTALES

2.1.4. Capacidad reproductiva de los NEPs

Las placas se revisaron cada 48 h, se determind mortalidad de ninfas en cada
tratamiento. Cada insecto muerto se coloc6 en camara himeda para determinar la
capacidad reproductiva de los nematodos, mediante la evaluacion del numero de
JI por cadaver y por aislamiento de nematodo. Los Jl se colectaron durante un

periodo de 4 a 5 dias considerando los picos de mayor emergencia. Los
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nematodos fueron colectados para su conteo, se consideraron 6 conteos de 20 ul
de la suspension, el promedio se multiplico por 10 ml de suspension final

colectada por cada ninfa.

2.2 CARACTERIZACION DE SUELOS PROCEDENTES DE POTRERO,
MOTZORONGO Y CONSTANCIA, INGENIOS AZUCAREROS DEL
ESTADO DE VERACRUZ

El objetivo de este estudio fue determinar las caracteristicas fisico-quimicas de los
suelos; la determinacion de poblaciones microbianas; presencia de nematodos

entomopatdgenos nativos y efecto del tipo de suelo en la persistencia de NEPs.

Las muestras de suelo fueron colectadas en Cordoba Veracruz, México, en suelos
pertenecientes a los ingenios azucareros de Constancia, Motzorongo y Potrero. El
ingenio Constancia se encuentra ubicado en el Municipio de Tezonapa, tiene una
superficie aproximada de 11 550 has. Se encuentra localizado dentro de la regién
de las llanuras del sotavento. Su clima es calido-hiumedo-regular con temperatura
que fluctia desde 21.6°C- 26 °C. La mayor precipitacién se presenta entre junio y
septiembre con un descenso en octubre, la precipitacion pluvial va de 2300 mm
hasta 1300mm. En temporada de estiaje puede llegar hasta 50 mm. El tipo de
suelo predominante son los Luvisoles, Acrisoles y Vertisoles. En caso del Ingenio
Motzorongo 18 273 has, las condiciones y caracteristicas son muy similares al
ingenio Constancia. En el caso del Ingenio Potrero 18, 254 ha con un area de
influencia de acuerdo a puntos de muestreo realizados en campo es de 35,772 ha.
El clima varia de templado regular, con temperatura promedio de 25 °C. Los tipos
de suelos son Vertisoles, Acrisoles y Luvisoles (Sagarpa, 2009).

En cada ingenio azucarero se tomaron 13 puntos al azar, en una hectarea,
eliminando 10 m de cada orilla para evitar algun efecto negativo en el muestreo.
En el caso del ingenio Constancia y Motzorongo se consideraron 2 sitios, y para el

ingenio Potrero se seleccionaron 4 sitios, teniendo un total de 8 sitios. Las
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muestras de suelo fueron colectadas con una pala recta, tomando en cuenta el
area dentro de un marco metdlico de 30x30 cm de largo por ancho y de
aproximadamente 10 cm de profundidad (altura), las muestras fueron colocadas
en una bolsa de polietileno, mismas que fueron transportadas al laboratorio y
conservadas a 4°C.

Se prepararon muestras compuestas, combinando las 13 sub-muestras de cada
sitio por ingenio azucarero. Las muestras de suelo fueron colocadas en charolas

de plastico, homogeneizadas, tamizadas extrayendo piedras y materiales duros.

2.2.1. Incidencia de NEPs nativos

En este experimento se consideraron las muestras de suelo de los 8 sitios, el
objetivo fue determinar la presencia de nematodos entomopatdégenos nativos que
pudieran modificar los resultados de persistencia. Cada muestra de suelo, fue
humedecida con agua destilada estéril hasta capacidad de campo (60%),
verificado con el medidor de humedad Soil Moisture Meter. La unidad experimental
consistid6 de un recipiente de plastico de 500 gr. de capacidad, en los que se
adicionaron 500 gr. de suelo.

Diferentes grupos de 7 larvas de G. mellonella en ultimo instar, confinadas en
jaulas de malla metalica se distribuyeron por envase. Se uso6 un total 1456 larvas
de G. mellonella. Cada recipiente se cubri6 con una tapadera con finas
perforaciones, para permitir la aireacion constante, los recipientes fueron
invertidos (Miduturi et al., 1997a) e incubados en una camara de cria con
temperatura controlada a 25 + 2 °C durante 7 dias. En total se realizaron dos
réplicas por suelo y localidad, las larvas se revisaron cada cuatro dias,
realizandose dos revisiones por envase, detectando presencia de sintomas,
puntos necroéticos, cambios de color. Las larvas enfermas fueron separadas,
esterilizadas con hipoclorito de sodio al 0.5 % y lavadas con agua destilada
(Poinar 1979 y Glazer 1992a) y se colocaron en camaras humedas durante 10-12
dias con el fin de permitir el desarrollo de los nematodos y obtener juveniles
infectivos (J1) (Kaya y Stock, 1997). A cada larva enferma se le dio seguimiento y

se determinaron las muestras positivas a nematodos entomopat6genos.
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2.2.2. Caracteristicas fisico- quimicas del suelo

Del suelo de los ingenios azucareros antes mencionados se tomé una muestra de
500 gr, la cual fue tamizada en malla 10 y llevada al Laboratorio de Fertilidad de
Suelos del Programa de Edafologia, Colegio de Postgraduados, con el fin de
caracterizar la propiedades fisico-quimicas, textura Boyoucos, pH, conductibilidad

eléctrica, contenido de materia organica, Nitrégeno, fosforo y potasio (NPK).

2.2.3. Determinacion de poblaciones microbianas- cultivables presentes en

los suelos procedentes de tres ingenios azucareros

Los suelos, fueron analizados para estimar la diversidad de microorganismos. Se
utiliz6 el método de diluciébn del suelo en placa, método mas comun para el
aislamiento y estimacion cuantitativa de bacterias y hongos. Muestras de 10 g de
suelo de cada localidad, se tamizaron en malla No. 10 y se suspendieron en un
matraz con 90 mL de agua destilada estéril (suspension madre). Las muestras se
agitaron durante 18 minutos en un agitador orbital, para posteriormente preparar
diluciones seriadas (Dhingra y Sinclair, 1985). Un factor final de dilucién de 102 6
10° se consider6 adecuado para el aislamiento de hongos, 10-*-10-° para

bacterias y actinomicetos 10-3-10-°> (Cuadro 3).

Cuadro 3. Disefio experimental desarrollado durante el ensayo: diversidad

bioldgica.

Repeticiones/
Microorganismo Diluciones seriadas Replicas [tiempo Sitios  |Total
Hongos 103- 107 3 3 3 4 108
Bacterias 10%-10° 3 3 3 4 108
Actinomicetos 103 -10° 3 3 3 4 108
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Una alicuota de 20 pL de cada una de las diluciones se distribuyd, utilizando una
varilla de vidrio en forma de L sobre la superficie de medio de cultivo especifico.
Se emplearon placas de agar nutritivo (AN) para bacterias, Papa Dextrosa Agar
(PDA) para hongos y medio Agar Czapeck Dox con pH de 8 para actinomicetos.
Por cada dilucién se cont6 con tres repeticiones. Las placas se incubaron a 27 °C.
La cuantificacion de bacterias se realiz6 a los cuatro dias después de la
incubacion, a los cinco dias los hongos y los actinomicetos a los 7 dias. Para
realizar los conteos se selecciond una sola dilucion para cada grupo de
microorganismos y muestra de suelo y estos se expresaron en unidades

formadoras de colonias (UFC).

Las UFC por gramo de suelo seco al aire se calcularon al multiplicar el promedio
aritmético del nimero de colonias/caja por el factor de dilucién y el resultado se

dividio entre el peso de suelo seco presente en la alicuota.

2.3. EFECTO DEL TIPO DE SUELO EN LA PERSISTENCIA DE NEMATODOS
ENTOMOPATOGENOS EN CONDICIONES CONTROLADAS

Se consideré una muestra compuesta de suelo (combinacion de las 13 sub-
muestras por sitio) representativa de cada ingenio azucarero. El suelo se
humedecié a capacidad de campo verificado con el medidor de humedad Soil
Moisture Meter, y se colocé en recipientes de plastico de 500 gr de capacidad. La
humedad se aforo a 60 % en todas las unidades experimentales, verificandose

cada dos dias.

2.3.1 Suelo, nematodos, insectos

En este experimento se examind el efecto del tipo de suelo arcilloso, franco
arcilloso, franco-arenoso-arcilloso y franco arenoso, sobre la persistencia de
Steinernema sp (CPVC12) y Heterorhabditis sp. (CPVG13) inoculados en el suelo
se emplearon larvas de G. mellonella en el ultimo instar como insectos cebo y
como indicadoras de la persistencia de nematodos, debido a su alta

susceptibilidad a la infeccion por nematodos entomopatdégenos.
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Los nematodos fueron reproducidos en larvas de G. mellonella, considerando lotes
diferentes de nematodos para las diferentes repeticiones. Se inocularon 100 JI por
larva para su multiplicacién y a los 11-12 dias se realiz6 la colecta de juveniles en

trampas White (Woodring y Kaya, 1988).

2.3.2 Preparacion de la suspension

De la suspension madre de cada especie de nematodo se obtuvieron 10 muestras
de 20pL, en donde se determiné el numero promedio de JI vivos. Por udltimo se
calcul6 la cantidad de microlitros de suspension necesarios para aplicar 5 000 Ji

en cada unidad experimental, por repeticion.

2.3.3 Unidad experimental

En envases de medio litro se colocaron 500 gr de suelo, y se agregaron 5000
juveniles infectivos suspendidos en 2.5 mililitros de agua destilada estéril, estos se
aplicaron en la parte central de las unidades experimentales. El trampeo se inicid
en envases separados en 1, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63 y 70 dias después del
tratamiento. Pasadas 24 horas, en un primer grupo de UE (unidades
experimentales) se introdujeron siete larvas de G. mellonella, sometidas a choque
térmico a 58 °C durante 8-10 segundos, confinadas en jaulas de malla metélica de
1 cm de didmetro por 4 cm de longitud, se expusieron a los nematodos por seis
dias, posteriormente se extrajeron los dispositivos, registrando el nimero de larvas
muertas por tratamiento. A partir del dia 7, se determiné la humedad y se agregdé
agua en caso de observarse variacion. Las evaluaciones se realizaron
semanalmente y el experimento tuvo una duracion aproximada de 10 semanas, el
muestreo fue destructivo (Fig. 1). Los experimentos se desarrollaron a 25 = 2 °C,

bajo obscuridad total.

2.3.4 Disefio experimental

23



El experimento se realizd bajo un disefio completamente al azar, se consideraron
4 tratamientos, incluyendo el testigo, con dos réplicas y dos repeticiones en
tiempo, por tratamiento. La evaluacion de las unidades experimentales se realizo
semanalmente, siete dias después de haber introducido las larvas, el muestreo fue
destructivo. En total se consideran cuatro sitios (1 de Constancia, 1 de Motzorongo
y 2 de Potrero) por tratamiento, correspondiendo a un total de 320 unidades
experimentales (3 tratamientos x 4 sitios x 2 réplicas x 2 repeticiones x 10
observaciones semanarias). Las evaluaciones se realizaron semanalmente y el
experimento tuvo una duracion aproximada de 10 semanas (Fig. 1). Se realizaron
dos repeticiones del experimento, mantenidos a 25 + 2 °C, bajo obscuridad.

Las larvas infectadas eran transferidas a camara himeda, a la espera de la

emergencia de los juveniles infectivos.

Figura 1. Diagrama de muestreo semanal (70 dias de evaluacion) de la mortalidad
de G. mellonella en suelo. Depoésitos (1-10) en donde se colocd el suelo de
diferentes localidades, la suspensién de nematodos y los insectos cebo. La flecha
indica la colecta de larvas infectadas, sanitizadas y mantenimiento de las mismas

en camara hiumeda.

2.3.5 Anélisis estadistico

El experimento se estableci6 como un disefio completamente al azar, y se
realizaron dos repeticiones en tiempo con dos réplicas por suelo. Los datos de las
dos repeticiones de cada tratamiento fueron combinadas y sujetas a un analisis de
regresion logistica, evaluando la persistencia de los JI en base a la mortalidad
semanal de larvas de G. mellonella, bajo un disefio experimental destructivo, con

unidades experimentales limitadas a 10 semanas de evaluacion (70 dias).
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3.0. RESULTADOS

3.1. PRUEBAS DE SELECCION DE NEMATODOS
ENTOMOPATOGENOS SOBRE NINFAS DE SALIVAZO,

Aeneolamia albofasciata

De manera general se observaron diferencias en mortalidad causada por
Steinernema sp. (CPVC12), Heterorhabditis sp. (CPVG13), y Steinernema sp.
(CPVC13). El porcentaje de mortalidad (62.5%) fue mayor para Heterorhabditis
(CPVG13) a 25°C, comparado con Steinernema CPVC12 (56.25%) y Steinernema
sp. CPVC13 (33.33%). A pesar de que se observo mortalidad en los tratamientos
no fue posible realizar un andlisis estadistico, ya que el tratamiento testigo mostro
alta mortalidad por otras causas. Sin embargo, este experimento permitio
demostrar que tanto Steinernema como Heterorhabditis tuvieron la capacidad de
atravesar la saliva producida por las ninfas y penetrar la cavidad del insecto,

causando infeccion.

Las ninfas infectadas por Heterorhabditis presentaron un color rojizo (Fig. 2b),
mientras que las parasitadas por Steinernema, mostraron un color café amarillento
(Fig. 2c). La diseccion de los cadaveres de ninfas infectadas permitieron verificar
la capacidad reproductiva de los nematodos entomopatogenos (Fig. 3a y b). El
andlisis, de las ninfas expuestas a Heterorhabditis y Steinernema (CPVC12)
mostré diferencias en cuanto a la abundancia de juveniles infectivos asi como
presencia de contaminantes internos (bacterias). En el caso de Heterorhabditis los
contaminantes fueron menores, lo que aparentemente favorecio la presencia de

mayor nimero de nematodos, 3500 JI por ninfa (Fig. 4).
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a) b) €

Figura 2. Ninfas de mosca pinta. a) Ninfa libre de parasitismo. b) Ninfa infectada
por Heterorhabditis (CPVG13) c) Ninfa infectada por Steinernema (CPVC12).

Figura 3. Disecciones realizadas a ninfas parasitadas. a) Nematodos adultos de
Heterorhabditis sp. (CPVG13) b) Nematodos Adultos de Steinernema sp.
(CPVC12).
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3.1.2 Mortalidad de ninfas de Aeneolamia albofasciata

La mayor mortalidad la obtuvo Heterorhabditis sp. (CPVG13), seguido de
Steinernema (CPVC12) y finalmente Steinernema sp. (CPVC13), como se aprecia
en la Fig. 4. (Obtenido del promedio de ninfas muertas por tratamiento de

nematodos).

Promedio de mortalidad de ninfas/trat
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S.sp.CPVC12) H.sp.(CPVG13) S.sp.(CPVC13)
Constancia

Nematodos entomopatogenos

Figura 4. Proporcion de mortalidad de ninfas por tratamiento (cepa de nematodos)
Steinernema spp. (CPVC12; CPVC13), Heterorhabditis (CPVG13) en dosis Unica
de (120 JI) por ninfa.

3.1.3 Capacidad reproductiva de Jl

Los niveles de reproduccion de los diferentes aislamientos variaron, por ejemplo la
mayoria de las ninfas parasitadas por Heterorhabditis sp. (CPVG13) mostraron
mayor proporcion de juveniles infectivos comparados con Steinernema sp.
(CPVC12) (Cuadro 4). Lo que podria considerarse como una mejor adaptacion
reproductiva de Heterorhabditis (CPVG13) en ninfas de A. albofasciata (Fig. 5).
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Cuadro 4. Numero de nematodos obtenidos a partir de cada ninfa infectada, en

suelo proveniente de los ingenios, Constancia, Motzorongo y Potrero.

Especie NEP % larvas Poblacion de Jl/ninfa
/Repeticion infectadas minima maxima
Steinernema R1 13 4 1500
Steinernema R2 14 7 1500
Heterorhabditis 1 12 1000 3500
Heterorhabditis 2 18 10 3500
S. (Contancia) 1 6 9 1000
S. (Constancia) 2 10 4 1000
Control 0 - -

3.1.4. Mortalidad ocasionada por otras causas

Durante el bioensayo se presentaron inconvenientes relacionados a mortalidad
alta en el control, se observo la presencia de bacterias, 66.7% (32 ninfas
muertas/48 tratadas) y nematodos mermitidos, 10.42% (5/48) emergiendo de

ninfas durante el bioensayo. Ademas algunas ninfas mostraron ennegrecimiento

de los tejidos (necrosis) (Fig. 5ay b).

Figura 5. Parasitismo natural de ninfas de mosca pinta. a) Nematodos mermitidos.
b) Ninfas enegrecidas (necrosis), posible presencia de bacterias.
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3.1 DIVERSIDAD BIOLOGICA DE SUELOS PROCEDENTES DE
INGENIOS AZUCAREROS DEL ESTADO DE VERACRUZ; POTRERO,
MOTZORONGO Y CONSTANCIA

3.1.1 Caracteristicas fisico- quimicas del suelo

Las caracteristicas fisicoquimicas de los suelos empleados en los experimentos
fueron determinadas por personal del Laboratorio de Fisica de suelos, del Colegio
de Postgraduados y se presentan en el Cuadro 5. Los suelos en general se
clasifican como arcilloso, franco arcilloso y franco arenoso, teniendo pH entre
neutro (6.0-6.5) y acido (4.8- 5.3).
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Cuadro 5. Caracteristicas fisico-quimicas del suelo de tres ingenios azucareros.

pH CE M.O. (%) N* P K Textura Boyoucos Clasificacion
Identificacion
1.2* 1.5 H,0 Walkley - (%) Olsen NH4,OAc 1 N arena limo arcilla Textural
pH7
H,0 mmhos/cm Black estimado ppm meq/100g <« (%) -
dasm’ (lcmoles+Kg
)
Potrero sitio 1 4.8 0.32 1.7 0.09 41 0.4 20 36 44 arcilla
Potrero sitio 2 5.1 0.28 5.4 0.27 64 0.7 22 24 54 arcilla
Potrero sitio 3 6.4 0.26 3.3 0.16 12 0.3 40 30 30 Fco. Arcilloso
Potrero sitio 4 5.3 0.14 5.3 0.26 15 0.3 24 25 51 arcilla
Constancia sitio 1 5.9 0.21 3.7 0.19 39 0.3 24 40 36 Fco. Arcilloso
Constancia sitio 2 6.5 0.16 5.3 0.26 31 0.4 22 36 42 arcilla
Motzorongo, Sitio 1 5.2 0.21 2.2 0.11 23 0.6 40 30 30 Fco. Arcilloso
Motzorongo, Sitio 2 6.0 0.23 1.4 0.07 18 1.0 54 26 20 Fco.arc.arenoso

CE: Conductibilidad eléctrica, MO: Materia Organica, N: Nitrégeno, P: Fosforo, K: Potasio.
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3.1.2. Microorganismos cultivables - colonias de Bacterias, Hongos y

Actinomicetos

La comunidad bacteriana (dilucién 1 x10°) mostré alta variacién entre muestras.
En el ingenio Constancia se encontré mayor densidad (3.2X 10° UFC/gr de suelo),
comparada con la observada en el ingenio Motzorongo (6.3X10° UFC/gr suelo) y
los dos sitios del ingenio Potrero (1X10° UFC/gr) (Fig. 7a).

Las bacterias con mayor frecuencia, correspondieron a colonias amarillas y
blancas, sin embargo en el sitio de Constancia la colonia blanca presentdé mayor

incidencia, ademas de encontrarse colonias con diversidad en colores (Fig.6).

000 0090
‘@99 00

) 000 90,220
900

Figura 6. Colonias aisladas de suelos de ingenios azucareros. a) Sitio 1
Potrero, b) Sitio 2 Potrero c), Sitio 1 Ingenio Constancia, d) Sitiol Ingenio
Motzorongo.
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Figura 7. Unidades formadoras de colonias, a) bacterias, b) hongos y c)
actinomicetos, obtenidas a partir de suelo proveniente de tres ingenios azucareros

de Veracruz.

Las colonias de los actinomicetos a los dos dias de realizado el estriado de la

suspension de suelo, presentaban un didmetro minimo y méaximo de 0.98 y 2.72

mm respectivamente. Los Actinomicetos, fueron muy abundantes en el sitio dos

del ingenio Potrero (7.0 X10° UFC/gr) (Fig. 7c). Por el contrario la concentracién de
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colonias de hongos fue menor (1x10°UFC/gr) (Fig 7b), se identificaron los hongos

Aspergillus sp, Penicillium sp. y Fusarium sp.

3.1.3 Incidencia natural de Nematodos entomopatégenos

Se encontraron 3 muestras que resultaron positivas, estas pertenecen al ingenio
de Constancia, la muestra 9 y 10 del sitio 1(la Estrellita) repeticion 1 y la muestra 1
del sitio 2, sitios caracterizados por ser franco arcillosos a arcillosos, con un pH de
5.9 a 6.5. Los aislamientos se identificaron como Steinernema sp (CPVC13).

Ademas, se encontr6 la presencia del hongo Metarhizium sp. Las muestras que
resultaron positivas a la presencia de hongos del ingenio Constancia fueron:
muestra 3 y 11 del sitio 1, y muestra 10, del sitio 2 (Cuadro 6). Las muestras
positivas tanto a nematodos como a hongos no fueron incluidas en el ensayo de

persistencia.

Cuadro. 6 Sitios trampeados y microorganismos encontrados sobre G. mellonella

SITIO TIPO SUELO pH Microorganismos trampeados
NEPs/muestra Metarhizium
sp./ muestra
Potrero 1 arcilla 4.8
Potrero 2 arcilla 51
Potrero 3 Fco. Arcilloso 6.4
Potrero 4 arcilla 5.3
Constancia 1 Fco. Arcilloso 5.9 9-10 3-11
Constancia 2 arcilla 6.5 1 10
Motzorongo 1 | Fco. Arcilloso 5.2
Motzorongo 2 | Fco.arc.arenoso 6.0

3.2 EFECTO DEL TIPO DE SUELO EN LA PERSISTENCIA DE
NEMATODOS ENTOMOPATOGENOS Heterorhabditis (CPVG13) vy
Steinernema CPVC12

No hubo diferencias significativas entre los datos de las cuatro repeticiones
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(x%= 1.3215, P=0.427), lo que permiti6 que los datos se combinaran para
hacer un andlisis conjunto y ver el efecto de tratamientos (Cuadro 7). Se
encontraron diferencias significativas entre los perfiles de persistencia entre
Heterorhabditis (CPVG13) y Steinernema (CPVC12) (y.=64.3496 P<0.001).

El aislamiento que persistio mas fue el de Steinernema spp (Fig. 9) comparado
con el aislamiento de Heterorhabditis (Fig.8). Se encontr6 un efecto

significativo del suelo en la supervivencia de ambos nematodos ( yZ = 11.2522,
P=0.010); sin embargo, este efecto fue diferente para cada aislamiento de
nematodo (7= 17.3337, P<0.001), donde Steinernema a las 8 semanas
mostro alta proporcion de insectos muertos indicando alta persistencia de los
JI, mientras que en las inoculaciones con Heterorhabditis la persistencia de Ji

empezd a declinar desde la 5% semana de ocurrida la inoculacion. El tiempo

que transcurrieron los nematodos en el suelo tuvo un efecto significativo en su

supervivencia ( y2 = 462.3188, P<0.001), y este efecto fue similar para las dos

especies de nematodos ( y. = 13.9253, P=0.125) (Fig.8 y 9).

Cuadro. 7 Andlisis estadistico, bioensayo persistencia de nematodos

entomopatdgenos.
Media Desviacion | Approx

Change d.f. Desviacion | Desviacion | Proporcion | chi pr
+ Repetition 3 1.3215 0.4405 0.44 0.724
+ Especies 1 64.3496 64.3496 64.35 <.001
+ Tratamiento 3 11.2522 3.7507 3.75 0.01
+ Tiempo 9 462.3188 51.3688 51.37 <.001
+ Especies.Tratamiento 3 17.3337 5.7779 5.78 <.001
+ Especies.Tiempo 9 13.9253 1.5473 1.55 0.125
+ Tratamiento.Tiempo 27 21.4889 0.7959 0.8 0.763
Especies.Tratamiento.Tiempo 27 12.4527 0.4612 0.46 0.992
Residual 237 86.7316 0.366
Total 319 691.1743 2.1667
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Figura 8. Proporciones de mortalidad obtenidas con Heterorhabditis sp. CPVG13
en larvas de Galleria mellonella. Las barras de error representan limites de
confianza del 95%, transformada a partir de la escala logistica. La persistencia de
JI constituye el valor promedio de larvas muertas de G. mellonella por fecha de
evaluacion a 25°C.
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Figura 9. Proporciones de mortalidad obtenidas con Steinernema (CPVC12) en
larvas de Galleria mellonella. Las barras de error representan limites de confianza
del 95%, transformada a partir de la escala logistica. La persistencia de JI
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constituye el valor promedio de larvas muertas de G. mellonella por fecha de
evaluacion a 25°C.

4. DISCUSION GENERAL

Nuestros resultados muestran que los aislamientos de nematodos
entomopatdégenos CPVC13; CPVC12 (Steinernema) y CPVG13 (Heterorhabditis)
pueden infectar ninfas de Aeneolamia albofasciata, siendo capaces de atravesar
las barreras fisicas del insecto, principalmente la masa de saliva que les sirve de
proteccion. La capacidad de infeccion de los aislamientos de nematodos utilizados
puede ser confirmada por la reproduccién de los mismos en su hospedante,
especialmente por el aislamiento CPVG13 de Heterorhabditis (Cuadro 2), asi
como por previos reportes de infeccion en otras especies de hemipteros bajo
condiciones de laboratorio, invernadero y campo (Leite et al., 2005; Rosero, 2011;
Morero et al., 2012; Ferrer et al., 2004). Se encontr6 una mayor infeccion
ocasionada por Heterorhabditis comparada con Steinernema, lo cual podria ser
atribuible a que los Heterorhaditidos tienen la capacidad de penetrar a través de la
cuticula del hospedero con la ayuda de un pequefio diente que poseen (Bedding
et al., (1982) y Aguilera (2001).La alta mortalidad de ninfas de A. albofasciata en el
testigo probablemente haya sido ocasionada por patdégenos traidos de campo, asi
como por la manipulacion al momento de ser colectados.

Uno de los factores de mortalidad natural observados en esta investigacion fue la
presencia de nematodos mermitidos del género Hexamermis, fenbmeno que ya ha
sido reportado previamente en A. varia (Poinar y Linares, 1985) y Manhanarva
fimbriolata (Bennett, 1984). Por esta razon, se considera importante que en futuros
experimentos, el material bioldgico proceda de colonias de insectos mantenidos en
condiciones controladas, evitando con ello alta mortalidad durante el bioensayo y
obtener resultados estadisticamente confiables.

En el experimento de persistencia de nematodos entomopatdgenos, se
observaron diferencias significativas entre tratamientos y cepas de nematodos, lo
que significa que hubo una disminucion de la poblacion inicial de nematodos a
través del tiempo. Tanto en Steinernema como en Heterorhabditis la persistencia

de JlI medida como la capacidad de matar insectos cebo a través del tiempo,
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mostro ligeras variaciones desde la cuarta semana, en el caso de Steinernema la
mortalidad se mantuvo cercana al 100% hasta la séptima semana, sin embargo en
la octava semana, la proporcion de mortalidad mostro variaciones 0.65 a 0.9
dependiendo del suelo donde se incubo (Fig.8). En el caso de Heterorhabditis la
persistencia de JI mostrd variaciones mas evidentes en las siguientes semanas. Al
igual que Steinernema, a partir de la octava semana hubo una reduccion en la
persistencia de JI, pero en este caso la caida fue mas drastica (0.25) (Fig.9).
Heterorhabditis mostrd problemas de persistencia en los diferentes tipos de suelo
(Fig. 9). En suelo arcilloso, franco arcilloso, y franco arenoso, con pH acido a
neutro (Cuadro 5) Heterorhabditis mostr6 una caida drastica en la curva de
mortalidad, lo que significa que el suelo representa un factor importante para la
persistencia de este nematodo entomopatégeno (Kung et al., 1990; Portillo-
Aguilar, 1999).

De acuerdo con Kaya, (1990); Kaya H. K. & A. M. Koppenhdfer 1996; Epsky.,
1998, la interaccibn entre microorganismos del suelo y nematodos
entomopatdégenos puede afectar la sobrevivencia de los JI; afectar el
establecimiento y/o desarrollo del simbionte, y afectar al insecto una vez que ha
sido invadido por el nematodo. Sin embargo en este estudio se encontraron
diferencias en la concentracion de bacterias hongos y actinomicetos presentes en
el suelo, que pueden tener relacibn con la persistencia de los nematodos
entomopatdgenos. La interaccion nematodo vs microbiota pudo afectar de manera
diferente la cepa de nematodos, provocando mayor mortalidad en Heterorhabditis
(CPVG13). Sin embargo, faltan estudios mas profundos para corroborar el efecto
del suelo-microbiota sobre la persistencia y actividad parasitica de los hematodos

entomopatdégenos.
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5. CONCLUSIONES GENERALES

Los nematodos entomopatdogenos son capaces de atravesar la cubierta del
salivazo, penetrar y matar, reproduciéndose en las ninfas de la mosca pinta,
Aeneolamia albofasciata. Esto es indicativo de que la bacteria simbionte encuentra
las condiciones favorables para su reproduccion, proporcionando nutrientes para

el desarrollo y reproduccion de los nematodos entomopatdégenos.

Ambas especies de Steinernema y Heterorhabditis son capaces de causar
mortalidad, sin embargo existen diferencias entre aislamientos, considerando la

proporcion de insectos muertos.

El nematodo que causo mayor mortalidad sobre ninfas fue Heterorhabditis
(CPVG13), ademéas de tener una alta produccion de Jl. Estos resultados pueden
ser una estrategia para la sobrevivencia y reproduccion de los nematodos. Por el
contrario, en el bioensayo de persistencia la mayor mortalidad atraves del tiempo
de Heterorhabditidos, podria estar relacionada con la baja eficiencia del nematodo

como competidor con la microbiota de suelo.

La poblacion bacteriana y de hongos fue abundante en la rizosfera de cafia de
azucar en el sitio muestreado del ingenio Constancia, mientras que la poblacién de

actinomicetos fue superior en suelo del ingenio Potrero, sitio2.

En el bioensayo de persistencia en suelo, se prob6 que el nematodo Steinernema
CPVC12, persiste mas tiempo en suelo en comparacion a Heterorhabditis
CPVGL13, esto es indicativo de la capacidad de supervivencia de Steinernema en
los diferentes tipos de suelo evaluados (arcilloso, franco arenoso) y que no se ve

afectada su infectividad, pero si su capacidad reproductiva.
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6. RECOMENDACIONES

Se considera importante establecer experimentos cuyo objetivo sea estudiar las
poblaciones de microorganismos habitantes de la rizésfera de la cafia de azucar,
interrelacionando los efectos bidticos, abidticos y de la planta sobre la dinamica

poblacional de los microorganismos.

Se recomienda ademas, llevar a cabo evaluaciones sobre la capacidad
reproductiva de nematodos y dar seguimiento a las causas de mortalidad de

juveniles infectivos, una vez que invaden el hemocele del insecto hospedero.

Por otro lado, otro aspecto importante durante el experimento de persistencia fue
la mortalidad de los juveniles infectivos de Heterorhabditis dentro de la larva de G.
mellonella, al respecto, se recomienda continuar con otro trabajo de investigacion
que evalué la capacidad reproductiva de nematodos y de seguimiento a las

causas de mortalidad interna de juveniles infectivos.
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ANEXO 1.

Criade G. mellonella

La cria se mantiene en el Colegio de Postgraduados en el laboratorio de Patologia
de Insectos. (1988). Se inici6 a partir de 0.02 gr. de huevos, mismos que se
depositaron en vasos pequefios con dieta compuesta; en proporcion para 1
kilogramo, por salvado de trigo (700 gr), harina de maiz (300 gr), levadura
desamargada (70 gr) y miel de abeja (400 gr). Posteriormente, las larvas (de pre
dietas) con aproximadamente 1 cm de largo fueron transferidas a recipientes de
plastico de 500 gr. con dieta artificial. Cabe mencionar que todo el proceso de cria
se realiz6 a 30 °C. Las larvas fueron seleccionadas en el ultimo instar de
desarrollo y estas fueron utilizadas durante la presente investigacion. La cria de la
polilla de la cera se realiz6 con el objetivo de aislar y multiplicar nematodos
entomopatdégenos que pudieran encontrarse en las muestras de suelo y ademas
como indicadoras de presencia 0 ausencia de nematodos entomopatdgenos

durante el ensayo. Woodring y Kaya (1988).
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