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Resumen

Los problemas de contaminaciéon ambiental causados
por la aplicacion de insecticidas quimicos comdnmente
utilizados en el control plagas insectiles lleva a la
necesidad de alternativas al control quimico. El
presente estudio tuvo como objetivo establecer la
existencia  de poblaciones de nematodos
entomopatégenos (NEP) nativos en los cultivos
agricolas de Autlan, Jalisco asi como la identificacion a
nivel de género los aislados nativos y la determinacion
del grado de patogenicidad. Se recolectaron 50
muestras de suelo procedentes de los cultivos de la
region. La recuperacién de NEP se realizd6 mediante
trampas cebadas con larvas de Galleria mellonella que
resultaron ser susceptibles a la presencia de NEP. Se
lograron 12 aislados de NEP nativos, distribuidos en
los distintos cultivos. Los aislados pertenecen a los
géneros Steinernema spp, y Heterorhabditis spp, ocho
aislados presentaron mas de 90 % de patogenicidad
contra larvas de G. mellonella.

Control biol6gico, patogenicidad, entomopat6genos.

Abstract

The environmental pollution problems caused by
chemical insecticide application using on insect plague
control is compelling us to the need of alternatives for
the chemical control. The present study has as primary
objectives to establish the existence of native
entomopathogenic nematode populations (NEP) in
Autlan, Jalisco agricultural soils, as well to the
identification to genus level of native insolates, and its
determine the degree of its pathogenicity. A total of 50
samples of soil were collected. The NEP recovery was
performed by using traps baited with Galleria
mellonella larvae were found to be very susceptible to
the presence of NEP. 12 isolates native NEPs were
achieved, distributed in the different crops. The isolates
belong to the genders of Steinernema spp. and
Herorhabditis spp, eight native insolates showed above
90 % of pathogenicity against larvae of G. mellonella.

Biological control,
entomopathogenic.

pathogenicity,
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Introduccion

El propdsito de la agricultura en México es la
obtencion de una alta produccion, libre de
contaminantes quimicos, de calidad y de bajo
precio. Asimismo, busca el sustento y
fomento del desarrollo industrial mediante la
provision de materia prima accesible a la
cadena de produccion, asi como generar
divisas mediante la exportacion de productos
de alto valor econdmico y la generacion de
empleos con ingresos dignos a la poblacion
sin dafar el medio ambiente.

Los efectos de contaminacion
ambiental originados por los insecticidas
quimicos comdnmente utilizados en el control
plagas de maiz (Zea mays), cafia (Saccharum
officinarum L.), jitomate (Solanum
lycopersicon L.), chile (Capsicum annuum),
cilantro (Coriandrum sativum) Yy rabano
(Rhapanus sativus), nos lleva a la bdsqueda
de alternativas al control quimico de las
plagas insectiles.

El manejo integrado de plagas es una
alternativa viable incluyendo el uso del
control biolégico con la aplicacion de
microorganismos entomopatégenos. Entre
estos se encuentran los hongos, virus,
bacterias y los nematodos entomopatdgenos
(NEP). Estos ultimos son considerados
importantes como agentes de control
biol6gico porque se caracterizan por presentar
una accion de control rapida |y
ambientalmente segura, ademas de presentar
un amplio rango de hospederos (Bedding y
Miller, 1981; Simard y col., 2007).

Las larvas y pupas de insectos son
muy susceptibles a la patogenicidad de
especies del genero Steinernema. Los estudios
Kaya y Gaugler (1993) sugieren el uso de
estos nematodos, ya que ejercen un efecto
equivalente a la accion de un insecticida
quimico. El insecto parasitado por estos
nematodos muere rapidamente en un lapso
aproximado de 48 horas.
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Otras cualidades de los NEP son el
presentar la habilidad de buscar a su
hospedero y su persistencia en el ambiente
natural.

Los NEP son compatibles con
insecticidas quimicos y biologicos, ademas
pueden ser multiplicados artificialmente a
gran escala en medios liquidos o sélidos y ser
almacenados por largos periodos en
condiciones de refrigeracion, ademas de poder
ser aplicados por métodos convencionales en
los cultivos. Finalmente, poseen la cualidad
de ser seguros y no afectan plantas o
vertebrados (Bedding y Miller, 1981; Kaya y
Gaugler, 1993). Estos autores sugieren que
los NEP steinernematidos y heterorhabditidos
son efectivos contra varias especies de
insectos plaga que se encuentran en habitats
cripticos y suelo.

Wright y col. (1987) reportaron que la
aplicacion de NEP en el suelo antes de la
llegada de las larvas y pupas del gorgojo de la
papa roja disminuye la emergencia de adultos
de esta plaga. Los NEP presentan un potencial
en el control de insectos plaga especialmente
a los Ordenes: Lepidoptera, Coleoptera y
Diptera ya que pueden infestar y liquidar a un
gran numero de especies de insectos. Ademas,
Simoes y Rosa (1996) observaron la
existencia de una relacion estrecha entre el
nematodo y el insecto lo que sugiere una
susceptibilidad especifica del insecto que se
refleja en una gran variabilidad que depende
de la virulencia de la cepa o aislado. Los
mismos autores anteriormente mencionados,
reportan la diferencia de patrones de
virulencia de wuna especie 0 cepa de
nematodos contra un insecto en particular,
cuando se compara esta con otras especies 0
cepas de NEP.
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Estos resultados son una evidencia que
pone de manifiesto la necesidad de realizar
estudios para identificar a aquellos nematodos
nativos con potencial para el control bioldgico
de una especie de insecto en particular.

Actualmente no se ha reportado
estudios en Jalisco acerca de la existencia de
NEP en estos cultivos (Hueso y col., 2005),
por lo que el presente estudio contribuye a la
generacion de informacion  cientifica.
Particularmente con un diagnostico de NEP
nativos, aislamiento e identificacion a nivel
género utilizando los caracteres morfol6gicos
(Stock y Kaya, 1996), asi como estudios de
patogenicidad, persistencia, produccion para
su aplicacion en el control bioldgico de plagas
endémicas.

Los objetivos del trabajo fueron
colectar poblaciones de NE en los cultivos
agricolas de Autlan, identificar a nivel de
género los aislados colectados y la determinar
su grado de patogenicidad.

Materiales y métodos

Muestreo de suelo de campos

Se realiz6 una colecta de suelo en varias
zonas del municipio de Autlan Jalisco,
México durante los meses de Junio-Agosto
2013. Los puntos de muestreo se
seleccionaron de acuerdo a los sistemas de
produccion: Cafia, maiz, jitomate, chile,
cilantro, rdbano. En cada punto de muestreo
se tomaron cinco sub-muestras a una
profundidad de 10 a 15 cm, las cuales fueron
colocadas y mezcladas en bolsas de plastico.
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Cria de la polilla de la cera Galleria
mellonella

Las larvas de G. mellonella fueron
utilizadas como hospedero para aislar y
multiplicar las poblaciones de aislados de
NEP que pudieran encontrarse en las muestras
de suelo y utilizadas en los experimentos. Las
larvas del quinto estadio larval con una
longitud aproximada de entre 1,5 y 2,0 cm,
fueron utilizadas en diversas pruebas de
laboratorio. Para la reproduccién de los
nematodos, se establecidé un insectario de G.
mellonella  siguiendo la  metodologia
propuesta por Woodring y Kaya (1988).

Aislamiento y Multiplicacién de
nematodos entomopat6genos

Las muestras colectadas de suelo se
distribuyeron en cuatro botes de plastico de 1
L, para realizar el aislamiento de los NEP
mediante la técnica de extraccion propuesta
por Bedding y Akhurst (1975) que consiste en
la utilizacion de trampas-cebo con larvas de
Galleria mellonella. Se colocaron 5 larvas
sobre la superficie. Los recipientes se taparon
y se incubaron a 20 °C por siete dias. Las
larvas de G. mellonella infectadas por el
nematodo se distinguen de las sanas por su
coloracién, pudiendo mostrar un color rojo,
crema o negro, segun la especie del nematodo
al que corresponda. Cada larva infectada por
nematodos se lavé con agua destilada y se
recuperaron los nematodos en trampas White
Kaya y Stock (1997). La trampa consiste de
una caja Petri de plastico 100 X 15 mm, la
cual se llen6 con 20 ml. de agua destilada y en
cuyo interior se dispuso de otra placa Petri de
60 X 10 mm conteniendo un disco de papel
filtro humedecido marca Whatman No. 1 (90
mm de didmetro).

Sobre el papel filtro de esta placa se
colocaron las larvas de G. mellonella que
presentaron sintomatologia de afectacion por
nematodos y se incubaron a 20 °C por dos
semanas (Woodring y Kaya, 1988).
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El proceso de multiplicacion se realizd
colocando una suspension de 200 IJ que se
distribuyd equitativamente en una caja Petri
con papel filtro sobre 10 larvas de G.
mellonella de cada aislamiento. Las cajas se
incubaron a 20 °C por una semana,
posteriormente las larvas se colocaron en
trampa White. Los nematodos que emergieron
de la trampa se cosecharon por cuatro dias,
lavandolos tres veces con agua destilada.
Después se almacenaron en matraces de tejido
de cultivo de cuello inclinado con ventilacion.

Determinacion del grado de
patogenicidad de las poblaciones encontradas

La prueba de patogenicidad se realizé
segun la metodologia de Kaya y Stock (1997):
en el caso de nematodos del género
Steinernema se realizaron ensayos “One on
one”, para lo cual se inoculd un juvenil del
nematodo (IJs) en una larva de Galleria
Mellonella contenida en una celda de una
placa (20 celdas), con papel filtro Whatman
No 1 estéril. Para el caso de nematodos del
género Heterorhabditis spp, se realizaron
ensayos “Five on one” para lo cual se
inocularon 5 Js en una larva de Galleria
Mellonella de quinto instar contenida en un
tubo “eppendorf” (1,5 ml de capacidad) con
0,5 ml de arena estéril (Kaya y Sotck, 1997).
Posteriormente las cajas y los tubos se
incubaron a 24 °C. El numero de larvas
muertas de Galleria mellonella se registraron
a las 24, 48, 72, 96 y 120 horas de la
inoculacion. Para verificar la muerte de las
larvas de galleria por accion de los
nematodos, éstas se disectaron.

Anadlisis de datos

El andlisis de varianza (ANOVA) fue
realizado sobre el porcentaje de mortalidad
previa transformacion angular del arcoseno
\% para normalizar los datos (Sanchez y
Rodriguez, 2008). Las medias fueron
separadas usando la prueba de Tukey al 0,05
de probabilidad.
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Resultados y discusion

Muestreo y aislamiento de nematodos
entomopatdgenos

Se colectaron 50 muestras de suelo con 4
repeticiones, las cuales fueron procedentes de
los cultivos de maiz, cafia, chile, jitomate,
cilantro y radbano. Las muestras de suelo
fueron colocadas en trampas utilizando larvas
de Galleria mellonella que resultaron ser muy
susceptibles a la presencia de NEP. Se
lograron aislar 12 aislados de NEP,
distribuidos en correspondiente los distintos
cultivos, seis aislados de jitomate, dos en
chile, dos Cilantro, uno en maiz y uno en cafia
(Tabla 1). Se ha detectado presencia 8
nematodos entomopatdgenos de las 50
muestras analizadas, lo que supone un
porcentaje de abundancia del 16 % NEP en
los diferentes tipos de suelo y sistemas de
cultivo, este porcentaje es similar al reportado
por Picoaga y col. (2007; 2008) en suelos de
castaio en Galicia. No obstante, los
porcentajes de distribucion encontrados en el
presente trabajo son inferiores a los 36,84 %
observados en Buenaventura, Colombia por
Méndez y col. (2011).

De acuerdo a Barbercheck (1992), la
incidencia de NEP en el suelo no depende
solamente de factores fisicos como
granulometria, textura, humedad, temperatura,
aireacion o pH del suelo; sino también por
biolégicos como la abundancia de insectos
hospederos en el medio. Por su parte Ruiz y
col. (2011), reportaron que la temperatura
muestra un impacto negativo sobre la biologia
de los NEP que va desde su desarrollo,
inhalacion, perduracién, localizacion de su
presa e infectividad. En este sentido, Georgis
y col. (2006) encontraron que la diferencias
observadas, en relacion a la temperatura, entre
las dos especies de NEP, pueden ser debidas a
que los juveniles de H. bacteriophora
disminuyen su efectividad con temperaturas
inferiores a 20 °C.
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Esto es reflejado en los porcentajes de
obtencién de aislados de suelo oscilen entre
niveles tan extremos de 0,7 % al 70,1 %
(Mracek y Becvar, 2000). Estos resultados
dan la pauta a continuar con la busqueda de
especies nativas de NEP para ser utilizados en
el control de plagas endémicas de los cultivos
habituales.

En lo que respecta a la identificacion
de los aislados, estos fueron identificados a
nivel de género que de acuerdo a las
caracteristicas morfologicas que presentaron
los cadéveres de G. mellonella extraidos de
las “trampas” que después de ser enjuagadas
se revisaron en el estereoscopio y mostraron
un color café palido, cuerpo blando y
secrecion aglutinante esto sugiere que
pertenecen al género Steinernema spp. Los
NEP que presentaron color rojizo 6 marrén
cuerpo blando y secrecion aglutinante
pertenecen al género Heterorhabditis spp,
(Akhurts y Bedding, 1986; Stock y Kaya,
1996; Woodring y Kaya, 1988).

El analisis de las muestras de suelo
colectadas en cada cultivo, todas se
determinaron con una textura franco-arenoso
con un potencial de hidrogeno alcalino lo que
coincide con otros autores la actividad y
supervivencia de los NE es menor en suelos
arcillosos que en los franco-arenosos (Stuart y
col., 2006, Sanchez y col, 2012),
posiblemente debido a los bajos niveles de
oxigeno en suelos con poros méas pequefios
como suelen ser los arcillosos (Hazir y col.,
2004). Este es el primer reporte de la
presencia de nematodos entomopatdgenos en
cultivos de hortalizas en el estado.

Prueba de patogenicidad

De los 12 aislados de nematodos
entomopatogenos se realizé una evaluacion de
patogenicidad mediante la utilizacion de
larvas de G. mellonella (Tabla 1). Se
determinaron diferencias altamente
significativas en patogenicidad entre los
aislados obtenidos (F47= 45,49 P<0.000).
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Mediante la prueba Tukey se
identificaron 8 aislados, los cuales
presentaron mortalidades superiores al 90 %
en 72 y 96 horas (Figura 1), entre ambos
géneros Steinernema y Heterorhabditis,
siendo los mas sobresalientes Sj 13 y Sj 07,
con mortalidades de 98 y 95 % en 96 horas,
respectivamente (Figura 1). La mayor parte de
los aislados cinco correspondieron a sistemas
de produccidon de jitomate, dos en chile, uno
en cafa. Estos resultados indican que estos
nematodos entomopatdgenos se encuentran
asociados al cultivo de jitomate y chile.

De acuerdo a esto, los NEP que mejor
resultaron de las pruebas correspondieron a
los aislados de jitomate, evidenciando una
mayor patogenicidad frente a larvas de G.
mellonella que otros aislados, posiblemente
debido a una mayor adaptabilidad de estos
nematodos a medios adversos como los que se
establecen en esta region, en donde los
agricultores incorporan una amplia gama de
pesticidas en sus cultivos; mostrando
probablemente los nematodos compatibilidad
con el sistema de manejo del cultivo de
jitomate y otros cultivos.

Conclusiones

Los resultados obtenidos comprueban la
presencia de NEP. Ademé&s sugieren la
necesidad de realizar més colectas en otros
sitios de cultivo en la region, ya que el
numero de aislados nativos recuperados
representan un 16 porciento de abundancia.
Lo anterior permitira efectuar estudios de
persistencia y patogenicidad contra las
principales plagas que atacan los cultivos de
interés econdémico, lo que hace a estos
microorganismos entomopatdgenos
potenciales en el manejo de plagas agricolas
en la aplicacion del control bioldgico. Asi
mismo la necesidad de realizar estudios de
caracteristicas fisico-quimicas de suelo con
relacion a la presencia de NEP.
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Anexos
% .
Cultive Localidad CODIGO GENERO de NE
Mortalidad
Camichin 5§03 92.5% Steinernema sp.
El Pozo 5§01 a0.0% Steinernema sp.
Avutita 507 93.0% Steinernema sp.
Jitomats
Palo saco 5§06 231.7% Steinernema sp.
La Parota 513 Q8. 7% Steinernema op.
La Sabinesra 5§08 45.0% Steinernema op.
il Ballavista Hch 04 93.0% Hererorhabditiz sp.
) Casillas Hch 01 90.0% Heterorhabditiz zp.
Chano Scl4 P 33.7% Stsinsrmsma gp.
Cilantro
Coajingus Sc 08 50.0% Stsinsrmsma gp.
Naiz Martin Sm 01 32.5% Stsinsrnema 5p.
Cana Chants Sca 02 20.0% Steinernema op.
Ribaneo Capulin Sin precencia

Tabla 1 Mortalidad de larvas de G. mellonella
mediante 12 aislados de nematodos entomopatégenos.
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Gréfico 1 Prueba de patogenicidad con 8 aislados de
NE sobre larvas de quinto estadio de G. mellonella.
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