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Resumen

El presente trabajo trata sobre la formulacion de bioinsecticidas a base de fases
juveniles infectivas (Jl) del nematodo entomopatdgeno Steinernema
carpocapsae, previamente producidas en cultivos in vitro usando medios
liquidos. Para la elaboracién de las formulaciones se probaron distintas
mezclas de soportes (incluyendo harina de trigo, aserrin, arena de rio-AR,
caolin-C y barro-B) y distintos métodos de preparacion (incluyendo secado por
corriente forzada de aire). Las formulaciones F2 (en % volumen/volumen (v/v):
AR, 40; C, 40; B, 20) y F3 (% v/v: AR, 40; C, 20; B, 40) fueron las mejores
proporcionando micro-ambientes de forma tal que mas del 80% de los
nematodos originalmente formulados (F2: 110,000 Jl/g; F3: 116,000 Jl/g)
pudieron permanecer viables por al menos 90 dias. Lo anterior, sin haber

utilizado agentes de control microbiano.

Es posible que una variable importante que haya determinado los resultados
obtenidos en F2 y F3, haya tenido que ver con los bajos niveles de humedad
alcanzados (aproximadamente del 5 % peso/volumen), hasta ahora no
reportados en la literatura. Esto a su vez fortalece la idea acerca de que estos

nematodos pueden resistir condiciones severas de anhidrobiosis parcial.
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Capitulo 1

Revision de literatura

1.1. Agricultura y plaguicidas

La actividad agricola es una de las industrias mas grandes del mundo. En todo
el mundo, hay mas gente involucrada de alguna manera en la agricultura que
en todas las demas ocupaciones combinadas. Los Estados Unidos de América
(EUA) es el pais en el que se producen mas alimentos que en cualquier otra
nacién del mundo y asimismo el pais exportador de productos agricolas mas
importante del mundo. Segun una encuesta de 2002 que realizd el Servicio
Nacional de Estadisticas Agricolas del Departamento de Agricultura de EUA
(USDA), hay mas de 941 millones de acres usados para actividades agricolas
en EUA, con un tamafno promedio de granjas de aproximadamente 436 acres

(IFIC, 2004).

Por otra parte, la topografia y las condiciones climaticas de México
proporcionan tierra disponible para el cultivo de 23 millones de hectareas, es
decir, el 11.7% de la superficie total del pais. La agricultura mexicana es
sumamente diversa, comprendiendo productos tanto de regiones tropicales
como de zonas templadas y frias y dependiendo en su mayor parte de la
intensidad y la regularidad de las lluvias. En México, los seis productos
agricolas principales son: maiz, frijol, trigo, cafna de azulcar, café y sorgo

(CIDEIBER, 2004).
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Pérdidas agricolas asociadas con plagas

Las plagas cuestan miles de millones de dblares-EUA anuales por pérdidas de
produccién agricola, y roedores e insectos que destruyen por lo menos el 10 %
de las cosechas almacenadas. En 1970 las enfermedades devastaron una
sexta parte de la cosecha de maiz en EUA y una plaga de gusano barrenador

costé 375 millones de délares-EUA en Texas (FAO, 2005).

El uso de plaguicidas o pesticidas en la agricultura estd muy extendido, pues
son considerados esenciales para lograr mayores rendimientos en los cultivos

(Tierramérica, 2002).

Uso de los plaguicidas

Los pesticidas o plaguicidas son sustancias quimicas destinadas a matar,
repeler, atraer, regular o interrumpir el crecimiento de plagas en su sentido mas
amplio. El uso de pesticidas se masifico a partir de la segunda guerra mundial y
esta estrechamente vinculado con los cambios introducidos en los modelos de
produccién y cultivo que aumentaron la productividad de la agricultura respecto

al resto de la economia.

El primer plaguicida utilizado en los 1940’s, el Dicloro—Difenil-Tricloroetano
(DDT), fue presentado al mundo como la solucién para todas las plagas sin
efectos negativos para el hombre, e hizo a su inventor Paul Hermann Mdiller

merecedor del Premio Nobel de medicina en 1948. Su facilidad de obtencion y
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aplicacién, la rapidez de sus resultados y su costo reducido extendieron
rapidamente su uso indiscriminado, sin sospechar los efectos negativos sobre

los seres vivos y el ambiente (Barrera, 2005).

Aunque los plaguicidas han sido disefiados para ofrecer una alta especificidad
de accidn, su uso genera innumerables efectos indeseados como la generacién
de organismos resistentes, la persistencia ambiental de residuos téxicos y la
contaminacion de recursos hidricos con degradacion de la flora y fauna. Al
aparecer resistencia en la especie a combatir se requiere el incremento de las
cantidades necesarias de pesticida o la sustitucion por agentes mas téxicos

para lograr controles efectivos (Papale, 2006).

Segun un estudio de la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAO) desarrollado en 1988, mas de 300 plagas

han desarrollado resistencia a un extenso rango de productos quimicos.

Existen varias clasificaciones de los plaguicidas dependiendo del blanco de
ataque; por ejemplo, herbicidas, insecticidas, fungicidas, rodenticidas, etc., de
acuerdo a la plaga que se pretenda controlar. Otra posibilidad es hacer una
clasificacion con base en las propiedades quimicas de los plaguicidas (i.e.,

organoclorados, organofosforados, carbamatos y piretroides) (Barrera, 2005)

Los organoclorados son un ejemplo de persistencia ambiental pues

permanecen en los suelos sin degradacién significativa hasta 30 afios después




CABA, ICAP-UAEH

de ser aplicados. Esa permanencia favorece la incorporacién a las cadenas
tréficas, llegandose a acumular en los tejidos grasos humanos y animales.

En la actualidad se calcula que el 80 % de las ventas globales de estos
productos se consume en los paises desarrollados, mientras que en los paises
subdesarrollados se consume el 20 % restante. Paradéjicamente, dentro de
estos ultimos se registra el 75 % de las muertes atribuidas a contaminacion por

agroquimicos (Papale, 2006).

Existen varias vias de intoxicacion originada por agroquimicos: a) oral o por
inhalacion del producto, b) dérmica por penetracion a través de la piel, y ¢) por
ingesta de alimentos contaminados. En la alimentacién, las hortalizas, las
frutas, los cereales, carnes, huevos y lacteos pueden ser vehiculos de

intoxicacion.

La busqueda de soluciones profundizé la investigacién de agroquimicos no
toxicos, que reduzcan los riesgos, estableciendo técnicas de prevencion
cientificamente seleccionadas y probadas, dentro de las llamadas estrategias

del “manejo integrado de plagas”.

1.2 Agricultura sostenible

El modelo actual de agricultura basado en el monocultivo intensivo es
insostenible ecoldégicamente, sanitariamente peligroso y financieramente
costoso. Este modelo, promovido por la industria petroquimica, se basa en la

lucha contra la naturaleza: rompe el equilibrio de los ecosistemas, puede
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reducir la diversidad genética natural, necesita cantidades enormes vy
crecientes de sustancias quimicas, acelera la erosién del suelo y la pérdida de
sus minerales, contamina las aguas subterraneas y los rios, extermina
innumerables especies de organismos vivos del suelo vitales para el equilibrio y
la salud de las cosechas, etc. La resistencia creciente de los insectos y las
hierbas a los insecticidas y herbicidas, respectivamente, es un problema cada
vez mayor. Ademas esta basado en un gran consumo de energia. En EUA la
cantidad de energia necesaria para cultivar un acre con maiz se ha multiplicado
por cuatro con la llamada “revolucién verde”. El Unico beneficiario econémico
real de esta agricultura es la industria petroquimica. Los agricultores se han
visto obligados a invertir recursos econémicos enormes en maquinaria,

combustibles fésiles, fertilizantes quimicos, pesticidas y herbicidas (FAO, 2005)

Se ha demostrado que las técnicas agricolas sostenibles producen alimentos
mas sanos Yy frescos con una concentracion mayor de minerales, cosechas
iguales o mayores que los métodos vigentes, menores costos de produccion,
gastos fiscales menores para mantener los ingresos, costes ambientales
menores, mayor rentabilidad a largo plazo y menor erosién. Un uso mucho
menor de sustancias quimicas da lugar también a menos problemas de salud.
El cambio a una agricultura sostenible es no soélo viable, sino ademas
imprescindible. Pero debe hacerse urgentemente, antes de que la agricultura
quimica altere los ecosistemas naturales hasta un punto tal que la agricultura
sostenible sea imposible (Ruiz, 2003). Por estas razones, muchos agricultores

estan comenzando a implementar técnicas agricolas en un esfuerzo por reducir
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el uso de pesticidas y fertilizantes. Sus principales preocupaciones son la
creciente preocupacién publica por la seguridad alimentaria y el posible

impacto ambiental que pueden tener ciertos productos quimicos agricolas.

Los productos quimicos son los insumos de produccion agricola mas caros. Si
fuera posible reducir el costo de los insumos, los agricultores podrian aumentar
las ganancias al producir alimentos méas econdmicos. Esta agricultura
alternativa no es algo sencillo. Las practicas agricolas alternativas a menudo
requieren de mas informacién, mano de obra especializada, tiempo vy
habilidades de administracion, por unidad de produccién, que la agricultura

tradicional (IFIC, 2004).

1.3 Manejo integrado de plagas

El manejo integrado de plagas (MIP), actualmente base de las actividades
fitosanitarias de la FAO, combina una variedad de métodos de control,
comprendida la conservacion de los enemigos naturales, la rotacidén de cultivos,
los cultivos mixtos y el uso de variedades resistentes a las plagas. Los
plaguicidas pueden seguir utilizandose de manera selectiva pero en cantidades

mucho menores.

Cinco anos después de haber sido introducido el manejo integrado de plagas
en Indonesia, el rendimiento de las cosechas de arroz aumentd 13 %, y el uso
de plaguicidas se redujo 60 %. Solo en los primeros dos afnos el Estado

Indonesio economizé 120 millones de ddlares-EUA, que hubiera gastado
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subsidiando sustancias quimicas. En el Sudan, el control integrado de las
plagas dio buenos resultados, con una reduccién mayor de 50 % del uso de
insecticidas. En EUA, un estudio realizado en 1987 encontr6 que los
productores de manzanas de Nueva York y de almendras de California que
utilizaban el manejo integrado de plagas habian incrementado
considerablemente sus rendimientos. El gran reto es lograr niveles de
excelencia de producciéon preservando los recursos naturales y, por

consiguiente, la calidad de la vida de la poblacién humana del planeta.

1.4 Control bioldgico

El control bioldgico es el control de plagas mediante el uso de organismos vivos
o productos derivados de ellos. Los controladores biol6gicos mas usados en
EUA son parasitos, insectos predadores, predadores de acaros y nematodos
entomopatdégenos (NEP) (Cranshaw et al., 1996). En Europa el control
bioldgico ha tenido auge desde 1967 y hoy en dia cuentan con 26 companias

que producen mas de 80 enemigos naturales (Van Lenteren et al., 1997)

Por mucho tiempo han existido ejemplos del uso de enemigos naturales para el
control de plagas, y quiza el caso mas antiguo (se desconoce el tiempo
exacto), es el que hace referencia al uso de hormigas por agricultores chinos;
sin embargo, el control biolégico surgié como un método cientifico a finales del
siglo XIX, con el exitoso caso ocurrido en 1888 de la introduccién desde
Australia a California, de R. cardinalis contra la escama algodonosa de los

citricos I. purchasi (Simmonds et al., 1976). De acuerdo con lo anterior, el
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control biolégico como método cientifico es relativamente moderno, ya que
tiene una edad de un poco mas de 100 anos. El nacimiento del control
biolégico se produjo, por un lado, por la aparicion de nuevos conceptos
relativos a la relacién entre las especies, su evolucion, la presion de las
poblaciones y la lucha por la existencia; y por otro lado, por la urgente
necesidad de soluciones a los problemas mas serios que provocaban las
plagas introducidas en diferentes partes del mundo (Wilson y Huffaker, 1976).
El desarrollo histérico del control bioldgico se presenta en el Cuadro 1, donde
se muestra una seleccién de acontecimientos notables en México, en este

campo (Barrera, 2005).

Cuadro 1. Seleccion de casos y eventos notables de control biol6gico en

México (Barrera, 2005).

ANO ACONTECIMIENTO HISTORICO ENEMIGO ESPECIE
NATURAL PLAGA
1993 Inicio del control biolégico del lirio Neochetina Eichhornia
acuatico con curculiénidos en Sinaloa bruchi, N. crassipes
eichhorniae
1993 Inicia la busqueda de hongos Metarhizium Schistocerca
entomopatdgenos contra la langosta  anisopliae var. piceifrons
acridum piceifrons
1994 Se inicia en Veracruz la busqueda de  Predominantes: Phyllocnistis
enemigos naturales nativos del Cirrospilus spp. citrella

minador de los citricos
1996-97 Se realiza la evaluacion de Diachasmimorpha Anastrepha
liberaciones masivas de parasitoides  longicaudata spp.

contra moscas de la fruta en Chiapas
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1998 Se inaugura el laboratorio de Catolaccus Anthonomus
produccién masiva de parasitoides grandis grandis
contra el picudo del algodonero en
Rio Bravo, Tamaulipas

2000 Se liberan parasitoides de la Maconellicoccus  Anagyrus
cochinilla rosada en Baja California hirsutus kamali
Norte
Gyranusoidea
indica
2000 Se libera la catarinita japonesa contra Harmonia Toxoptera
el pulgén café en la peninsula de axyridis citricida
Yucatan
2000 Se introduce vy libera en Chiapas el Phymastichus Hypothenemus
parasitoide de adultos de la broca del coffea hampei
café

1.4.1 Nematodos entomopatégenos

Los nematodos de mayor interés comercial para el control de insectos-plaga
pertenecen al orden Rhabditida que incluye a varias familias de nematodos
entomopatégenos (NEP), destacando por su importancia como
biocontroladores las familias Steinernematidae y Heterorhabditidae (Poinar,

1979).

Los nematodos son gusanos cilindricos simples; no poseen color, sin
segmentos, carentes de apéndices; pueden ser de vida libre, parasitos o
depredadores. Muchas de las especies parasitas ocasionan importantes
enfermedades en plantas, animales y el ser humano. Algunas especies suelen

ser dificiles de producir debido a su alto costo o ciclo de vida complejo y

10
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poseen un rango de hospederos muy especifico; algunas otras, poseen una
modesta virulencia (Gaugler, 1998). Algunas de las plagas que se han

combatido con nematodos entomopatégenos son mencionadas en el Cuadro 2.

1.4.2 Ciclo de vida de los NEP

En las familias Steinernematidae y Heterorhabditidae se han identificado ciclos
de vida similares y un estado parasitico especial llamado fase juvenil infectiva
(JI) (Figura 1).
Cuadro 2. Ejemplo de especies plaga que han sido combatidas

satisfactoriamente con nematodos entomopatégenos (Shapiro-llan y Gaugler,

2002).
Nombre cientifico Cultivo agricola Nematodo*
Platyptilia carduidactyla Alcachofa Sc
Otiorhynchus sulcatus ~ Arandanos, ornamentales  Hb, Hm, Hmar
Sphenophorus spp Trufas Sc
Pachnaeus spp Citricos Hb, Hi, Sr
Agrotis ipsilon Trufas, vegetales Sc
Chrysoteuchia topiaria ~ Arandanos Sc
Diaprepes abbreviatus  Citricos Hb, Hi, Sr
Sciaridae mushrooms Invernaderos Sf
Scapteriscus spp Trufas Sr, Ss
Scarabaeidae Trufas Hb, Sg, Sk

*Hb=H. bacteriophora, Hi=H. indica, Hm=H. megidis, Hmar=H. marelatus,

Sc=S. carpocapsae, Sf=S. feltiae, Sg=S. glaseri, Sk=S. kushidai,

Sr=S. riobrave.

11
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Figura 1. Fases infectivas juveniles del nematodo Steinernema carpocapsae.

Estos NEP’s han establecido un clasico mutualismo con bacterias (i.e.,
Xenorhabdus para los steinernematidos y Photorhabdus para los
heterorhabditidos). En esta asociacién el nematodo necesita de la bacteria para
matar al hospedero, creando un ambiente favorable para su desarrollo. Las
especies de Xenorhabdus, desdoblan los tejidos del hospedero en nutrientes
favorables y también son la principal fuente de alimento de los nematodos
(Ehlers, 2001). Ademas producen antibi6ticos que limitan el desarrollo de
microorganismos secundarios. Por su parte, la bacteria carece de poderes
invasivos, necesita del nematodo para protegerse del medio ambiente y lograr
ingresar en el hospedero. Se dice que el nematodo actia como vector o jeringa

(Alatorre, 1991).

Los JI buscan activamente insectos para infectar. Cuando su huésped ha sido

localizado, los nematodos penetran en su cuerpo, usualmente a través de los

12
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orificios naturales (boca, ano y espiraculos) o areas blandas del insecto. Una
vez dentro de su huésped, la bacteria simbidtica es liberada desde los
intestinos del nematodo, la cual se multiplica rapidamente, causando la muerte
del insecto por septicemia. Los nematodos juveniles se alimentan
principalmente de las bacterias simbiontes, asi como de los fluidos de su

huésped, y maduran hasta convertirse en adultos (Gaugler, 1988).

Los JI steinernematidos dan lugar a fases J4 (preadultos), los cuales maduran
y pueden convertirse en machos o hembras de la primera generacion
(hembras gigantes); éstos se aparean y su progenie madura desde huevos,
pasando por distintas etapas juveniles (fases J1, J2, J3 y J4) hasta adultos de
segunda generacion. Los adultos de la segunda generacién copulan dando
lugar a una nueva generacién de fases juveniles (Chavarria-Hernandez y de la

Torre, 2001).

En esta tercera generacion, el tercer estadio juvenil (J3) da lugar al estadio de
resistencia o juvenil infectivo (JI) debido a que las fuentes de nutrimentos se
encuentran practicamente agotadas (Figura 2). La fase juvenil infectiva (JI) esta
adaptada tanto morfoldégica como fisiolégicamente para permanecer en el
medio ambiente durante largos periodos, sin alimentarse. Dentro de las
adaptaciones morfolégicas se encuentra el aparato digestivo el cual no es
funcional, la boca y el ano estan cerrados y mantiene cierto nimero de células

de la bacteria simbionte en una cadmara ventricular especial (Poinar, 1979).

13
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Los (JI) abandonan el cadaver en busca de un nuevo hospedero. Un ciclo de
reproduccion de JI a JI toma alrededor de 10 dias, en condiciones éptimas,

periodo en el que se completan dos ciclos de vida (Woodring y Kaya, 1988).

JIl entran al hospedero La bacteria simbionte es
| liberada

e = | L;E'
o Hicds i / Los insectos mueren, los

3 Al nematodos se desarrollan
W S hasta adultos

La progenie sale del
cadaver del insecto
buscando nuevos
huésnedes

Figura 2. Ciclo de vida de nematodos entomopatégenos del género Steinernema (basado en
Woodring y Kaya, 1988).

1.4.3 Bacteria simbionte

Existen 16 especies de Steinernema encontradas en infecciones naturales en
insectos y todas tienen una asociacibn mutualistica con la bacteria
Xenorhabdus, en el Cuadro 3 se muestran algunas de estas asociaciones. Las
especies de Xenorhabdus son bacilos Gram negativos, anaerobias-facultativas
que pertenecen a la familia Enterobacteriaceae. En Xenorhabdus ocurre

dimorfismo y es referido como fase | o primaria y fase Il o secundaria. Ambas
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fases presentan diferentes caracteristicas morfo-fisioldgicas: la fase | produce
antibiéticos (Mcinerney et al., 1991), absorbe ciertos colorantes y desarrolla
inclusiones intracelulares (Kaya y Gaugler, 1993). Se distingue ademas de la
fase Il en su habilidad para soportar la propagacién in vitro de nematodos

(Bedding, 1984).

Cuadro 3. Algunas especies de Steinernema y sus simbiontes bacterianos

(Grewal, 2000)

Especie de Steinernema Especie de bacteria

Steinernema carpocapsae Xenorhabdus nematophilus

S. feltiae X. bovienii
S. glaseri X. poinarii
S. kushidai X. japonicus
S. riobrave X. sp.

S. scapterisci X. sp.

1.5 Propagacion de fases JI

Los métodos in vivo son mas apropiados para mantenimiento de cepas vy
produccién de juveniles infectivos para ensayos de laboratorio y de campo a
pequena escala. Para las producciones a gran escala, los métodos in vitro son

los mas productivos (Islas-Lépez et al., 2005).

Produccion in vivo
Para este tipo de produccién se utiliza frecuentemente Galleria mellonella por

ser de facil adquisicién, reproducidas con pocos recursos y ser un hospedante
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muy susceptible. La producciéon promedio de juveniles infectivos por larva de

insecto oscila entre 30,000 y 50,000 JI's (Shapiro-llan y Gaugler, 2002).

Produccion in vitro. Cultivo sélido

La produccion en cultivo sélido surgi6 como una necesidad de hacer mas
econémica y productiva la obtencibn de los nematodos. Los factores
importantes de los mismos son la necesidad de que el cultivo sea monoxénico
(que los nematodos y su bacteria asociada sean los Unicos agentes biéticos), el
uso de la fase | bacteriana, una superficie grande para que los nematodos
puedan crecer, una fuente de esteroles para los nematodos y una base

alimentaria para las bacterias (Shapiro-llan y Gaugler, 2002).

El método mas famoso es el de Bedding (1984) que utiliza como medio de
cultivo un homogenato de visceras de aves y como soporte, placas de
poliuretano colocados en frascos grandes de vidrio o bolsas que pueden ser
procesadas en el autoclave. El proceso puede ser semiautomatizado, aunque
sus criticos le sefialan problemas en su estabilidad de produccion, por la
inconsistencia de los materiales usados y de facil contaminacién (Shapiro-llan y

Gaugler, 2002).

Produccion in vitro. Cultivo liquido
En la produccion por fermentaciones en medio liquido se usan cultivos
monoxénicos de nematodos y es la tecnologia preferida para la produccién

comercial a gran escala (Gaugler, 1988). Tiene muchos aspectos positivos,
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aunque por ser objeto de patentes de las firmas comerciales, la informacién
esta restringida. Asi tenemos que son de facil escalamiento, confiabilidad,
empleo de materiales estables y uniformes; sin embargo se conoce que con los
steinernematidos esta mas adelantada su produccion y se producen
corrientemente, incluso en fermentadores de 80 mil litros (Gaugler, 1988). En
las fermentaciones involucradas se realizan dos procesos, la produccién de la
bacteria asociada seguida del desarrollo de nematodos, que se inoculan en un
momento dado durante los bioprocesos. Para la formulacion de medios se han
utilizado homogenatos de rindn y extracto de levadura, o0 medios conteniendo
harina de soya, aceite de maiz y yema de huevo, entre otros ingredientes, los
cuales llegan a producir rendimientos tan altos como 100,000 JI/mL (Shapiro-

llan y Gaugler, 2002).

Recuperacion y almacenamiento

La recuperacion de los JI tiene como finalidad separarlos del medio de cultivo
agotado, de esta manera se evitan futuros problemas de contaminacion en el
almacenamiento. En la produccibn a gran escala se pueden separar
eficazmente utilizando centrifugas estandar las cuales pueden operar con un
flujo continuo o por lotes utilizando velocidades maximas de centrifugado para
los nematodos de 3000 rpm. De cualquier modo se debe tener especial
cuidado en el proceso de separacion, ya que el estrés de las fuerzas de
gravedad y el bombeo puede resultar en una baja viabilidad y patogenicidad

(Surrey y Davies, 1996).
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Después de la recuperacién los JI pueden ser almacenados a granel con agua
destilada estéril en concentraciones de 1 x 10° JI/mL, o pueden ser formulados
inmediatamente. Cuando los nematodos van a ser almacenados se deben
considerar factores como la concentracion, temperatura, aireacion y control de
la contaminacion para asi mantener una alta viabilidad y calidad. Las
diferencias en la estabilidad de almacenamiento entre las diferentes especies
de nematodos se atribuye a su comportamiento y adaptacion a diferentes

temperaturas (Grewal y Georgis, 1998).

1.6 Deshidratacion y potencial anhidrobiotico

La anhidrobiosis (vida sin agua) es un estado reversible de adormecimiento y
arresto fisiolégico, el cual estd inducido por la deshidratacién. Ocurre
naturalmente en nematodos y otros invertebrados como una importante
estrategia de sobrevivencia ante un estrés ocasionado por la sequia. En un
estado anhidrobidtico, la resistencia a cambios extremos en el medio ambiente
se incrementa. Las fases JI de los NEP’s sbélo son capaces de una
anhidrobiosis parcial. Womersley (1990), reporté que el glucégeno y las
reservas de lipidos son convertidas a trealosa durante la anhidrobiosis en S.

carpocapsae (Grewal, 2000).

Para determinar el potencial anhidrobiético de los NEP’s se debe estudiar el
habitat donde normalmente se encuentran, asi como la velocidad y nivel de
deshidratacion que puede ocurrir en esos habitats. Las fases juveniles

infectivas de los NEP’s estan predominantemente asociadas con la parte
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superior del suelo, donde ocurre la anhidrobiosis debido a que el estrés por
deshidratacion es mediano y la perdida de agua por evaporacién es lenta, por
lo tanto parece ser que un secado lento es prerrequisito para la deshidratacién
y una satisfactoria induccion a la anhidrobiosis (Womersley, 1990). La
capacidad anhidrobiética de los NEP’s se ha visto como una posible ventaja

para la formulacién de bioinsecticidas.

1.7 Antecedentes en la formulacién de bioinsecticidas a base de JI's de
NEP’s
La formulacién se refiere a la preparacién de un producto por la adicion de una

sustancia activa o funcional (bioinsecticida) y una no activa o inerte (soporte).

Un bajo % de sobrevivencia al almacenamiento y después de la aplicacidon son
el mayor obstaculo para expandir el uso de los NEP’s como bioinsecticidas
competitivos a los métodos tradicionales de control de plagas. Ninguna
formulacién a base de NEP’s ha llegado a los 2 afos de vida de anaquel que
presenta un pesticida quimico. La formulacién propuesta por Grewal (2000),
mostré que el 90% de los JI sobrevivio después de 4 meses, siendo éste uno
de los mayores logros en la vida de anaquel de los NEP’s, en diferentes tipos
de formulaciones. En el Cuadro 4 se presentan algunos resultados importantes

de estudios realizados sobre la formulacién del bioinsecticidas a base de JI’s.
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Cuadro 4. Reconilaciéon de investiaaciones sobre la formulacién de nematodos entomobatdéaenos.

NEP utilizados Proposito del estudio  Sistemas usados y condiciones Resultados relevantes Referencia

experimentales

S. feltiae 'y Evaluar la Se prepararon suspensiones de  Para H. megidis a 15°C no hubo Wilson y
H. megidis sobrevivencia e silica coloidal a tres densidades  suficiente viabilidad para continuar lvanova
infectividad de dos diferentes para cada especie de el ensayo. A 4°C la suspension de (2004)
especies de NEP al nematodo (1035, 1040 y 1045 silica 1035 mg/mL obtuvo la mejor
ser almacenadas en mg/mL para H. megidis, y 1075, infectividad (DLsy 4.236) y

una suspension de 1080 y 1085 mg/mL para S. viabilidad (7000 JI/mL).

silica coloidal de feltiae), y fueron comparadas con S. feltiae almacenado a 4°C

cierta densidad. una suspension aireada. mostrd la mas alta patogenicidad
Fueron almacenados en (DLsg 3.649) con silica 1080

matraces de 500 mL con 200 mL mg/mL, y no hubo diferencias

de suspensién y 10,000 JI/mL. significativas en la viabilidad (4000
Se realizaron 4 réplicas por JI/mL). entre los tratamientos
tratamiento y se almacenaron a4 A 15°C no hubo diferencia

y 15°C. Se tomé muestra significativa en la viabilidad (3000
semanalmente por 16 semanas. JI/mL) entre los tratamientos de
La infectividad se midié silica.

utilizando la prueba de Dosis Las suspensiones con mayor
Letalso (DLso) (numero de Jl por  infectividad fueron 1085 y 1080
caja petri necesarios para matar mg/mL (DLs, 4.3308 y DLso 4.559
el 50% de los insectos en un respectivamente)

periodo de 1 semana)
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S. carpocapsae

S. carpocapsae

Incrementar la vida
de anaquel
(viabilidad) de S.
carpocapsae en
formulaciones

granulares

Determinar si la
incorporacion del
formaldehido como
un agente
antimicrobiano a
diferentes tiempos de
la formulacion podria
extender la viabilidad
de los NEP en
granulos y optimizar
esta concentracion.
Determinar si la
harina de trigo de
alta proteina, se

Los JI fueron encapsulados en
granulos formados por una
mezcla de polvos (barro, silica,
celulosa y almidén) los cuales
actuaron como absorbentes. Se
almacenaron a 25°C y se
tomaron muestras
mensualmente durante 7 meses
En cuanto a la infectividad se
utilizo el bioensayo 1:1

Se trabajé con una suspension
de entre 573,000 y 620,000
JI/mL (19-21% p/p), fueron
aireados a 4°C hasta ser

utilizados (entre 2 semanas).

Los ingredientes de la
formulacién consistian de harina
32 g, kaolin 4 g, bentonita 2 g, y
turba 2 g. Se trabajé con harina
de trigo y semolina.

Se probaron varios niveles de
formaldehido; fueron de 0.0, 0.1,
0.2, 0.35, 0.7 y 1.4% p/p.
Ademas se probaron 2

El 90% de los nematodos
sobrevivié después de 4 meses,
causando el 70% de mortalidad en
larvas de G mellonella, no hubo
diferencia significativa entre los Jl
almacenados durante 6 meses y
los producidos recientemente.

Las muestras contenian un
promedio de 427,000 JI/g.

Los granulos fueron elaborados
bajo condiciones no estériles.

Se encontr6 que es preferible
adicionar el formaldehido a la
suspension de nematodos para

asegurar mejores resultados.

Ambos tipos de harina fueron
convenientes para ser ocupadas
en la formulacion, pero factores
como el costo y las propiedades de
amasado en el proceso podrian

ser determinantes.

Grewal
(2000)

Connick et
al. (1994)
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S. carpocapsae

puede sustituir por
semolina como el
ingrediente principal

de la formulacién.

Técnicas para
formular JI usando
hidrocoloides para
prolongar el periodo
de almacenamiento y

facil disposicion.

condiciones: a) adicion de
formaldehido a la mezcla de
solidos, o b) a la suspensién de
nematodos.

Las muestras se almacenaron a
4y 21 °Cy se realizaron
monitoreos cada 4 semanas por
un total de 28 semanas.

La infectividad se monitoreo con
Galleria mellonella utilizando 10
Jl/Larva.

La suspension fue de 1 x 10° a 2
x 10° JI en 200 mL de agua.

Los agentes fueron goma
xantana. La mezcla
pseudoplastica consistié de 0.05
a 1% p/v del agente
pseudoplastificante.

Como agente antimicrobiano se
utilizé proxel (0.5%).

El grosor de la capa fue de 0.5 —

5 mm para un adecuado

El nivel de formaldehido del 0.2 %
en los granulos, proporciono el

mejor tiempo de almacenamiento a

21y 4 °C, con una concentracion
de 90,000 JI/g y 250,000 Jl/g
respectivamente.

Altos niveles de formaldehido no
dieron buenos resultados o fueron
perjudiciales.

La mortalidad en G. mellonella fue
de 100 %. Aparentemente, el

formaldehido no dané a la bacteria

simbionte.
A 28°C, los JI pudieron vivir mas
de 1 semana. A 25°C, después de

Pruit y

Friedman

4 meses de almacenamiento, el 93 (1992)

% de los JI estaban vivos.
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suministro de oxigeno, y sus
dimensiones fueron de 20 a 40
in®.

Los JI se empacaron en
materiales plasticos que
permiten el intercambio de
oxigeno como el polietileno de
baja densidad y se sellaron con

calor.
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Grewal (2002) publicé una revisién acerca de la formulacién de JI's en distintos

sistemas (Cuadro 5).

Cuadro 5. Vida de anaquel en steinernematidos y heterorhabditidos en

diferentes formulaciones (Grewal, 2002)

Formulacién Especie Vida de anaquel (meses)
Movimiento activo del NEP Temperatura

22 -25°C 2-10°C

Esponjas * S. carpocapsae 0.08-0.1 2.0-3.0
H. bacteriophora 0 1.0-2.0

Vermiculita * S. carpocapsae 0.1-0.2 5.0-6.0
S. feltiae 0.03 -0.1 40-5.0

H. megidis 0 2.0-3.0

Movilidad reducida

Geles de alginato S. carpocapsae 3.0-4.0 6.0-9.0
S. feltiae 0.5-1.0 40-5.0

Geles fluidos (viscosos) S. carpocapsae 1.0-1.5 3.0-5.0
S. glaseri 0.03-0.06 1.0-1.5

S. scapterisci 1.0-1.5 3.0-4.0

Suspension concentrada *  S. carpocapsae 0.16 -0.2 04-0.5
S. riobrave 0.1-0.13 0.23-0.3

Anhidrobiosis

Polvos (wettable powder) S. carpocapsae 2.0-3.5 6.0-8.0
S. feltiae 25-3.0 5.0-6.0

H. megidis 2.0-3.0 5.0-6.0

H. zealandica 1.0-2.0 3.0-4.0

Granulos * S. carpocapsae 40-5.0 9.0-12.0
S. feltiae 1.5-2.0 50-7.0

S. riobrave 2.0-3.0 40-5.0

*Formulacion disponible comercialmente
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Con base en los Cuadros 4 y 5, se sabe que se han logrado formulaciones de

fases JlI con relativo éxito. Sin embargo, los métodos siguen generando
resultados con gran variabilidad de un lote a otro. Por otra parte, algunos de
éstos son realmente métodos costosos (i.e., almacenamiento por varios meses
en una suspension de agua con temperaturas de refrigeracion y una adecuada

aireacion), dando como resultado el uso limitado de NEP’s en la agricultura.

Tomando en cuenta lo mencionado hasta aqui, asi como otras caracteristicas
importantes de los NEP’s (i.e., su demanda de oxigeno; sensibilidad a bajas
temperaturas; susceptibilidad a contaminacién microbiana y a los agentes
antimicrobianos usados durante la formulacién de JI's), es necesario realizar
mas estudios con el propésito de contar con formulaciones estables de IJ’s
para realmente estar en posibilidades de contribuir al acceso hacia una
agricultura sostenible, donde el costo de las formulaciones es un aspecto que
debe ser ponderado adecuadamente, asi como la entomopatogenicidad del

producto.

No obstante que ha sido demostrada la efectividad de los JI como agentes
biocontroladores en diversos agrosistemas, éstos aun no gozan de gran
aceptacion en nuestro pais ni en el Estado de Hidalgo. Mas aun, en México no
existen plantas productoras de estos agentes de biocontrol mediante el uso del
cultivo sumergido en biorreactores. Como se mencion6 en la seccién 1.5,
ciertas especies de Jl son producidas en EUA y en Europa. Por lo tanto, seria
conveniente establecer estos procesos en Meéxico por las razones ya

mencionadas.
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El presente trabajo de investigacion forma parte de las actividades

programadas de los proyectos: a) CONACYT-SIZA-2002, Clave 20020801001,
“Desarrollo de tecnologias de fermentacion alternas para el aprovechamiento
del agua-miel de maguey pulquero”, y b) FOMIX-CONACYT-HIDALGO-2002,
Clave 200201-9206, “Produccion y formulacién de bioinsecticidas a base de
nematodos biocontroladores de insectos plaga de distintos cultivos agricolas en
el Estado de Hidalgo”, que son llevados a cabo en la Universidad Autbnoma del

Estado de Hidalgo.

1.8 Hipotesis
Fases JI del nematodo entomopatégeno Steinernema carpocapsae pueden ser
almacenados viables en formulaciones por largos periodos de tiempo utilizando

distintos soportes.

1.9 Objetivo general
Lograr la formulacion de bioinsecticidas a base de fases JI del nematodo

entomopatégeno S. carpocapsae usando una mezcla de soportes.

1.9.1 Objetivos especificos

e Establecer la combinaciéon de soportes para formular bioinsecticidas a base
de fases Jl de S. carpocapsae.

e Determinar la pérdida de viabilidad de fases JlI de S. carpocapsae en

bioinsecticidas formulados.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 Especimenes

Fases juveniles infectivas (JI) de Steinernema carpocapsae producidas en
cultivo monoxénico sumergido de acuerdo con los métodos estandarizados en
el grupo de trabajo, usando matraces agitados orbitalmente y/o biorreactor
neumatico (Batalla-Mayoral, 2005; Islas-Lépez et al., 2005). Los JI producidos
fueron lavados (incluyendo sedimentacion y decantacién) por cinco ocasiones,
sanitizados con merthiolate al 0.1% p/v (Woodring y Kaya 1998) y se
mantuvieron en suspensiones con agua destilada estéril a 5°C hasta su

formulacion (1 x 108 JI/mL).

Xenorhabdus nematophila-fase | aislada de crecimiento en placas de agar
McConkey y NBTA (Akhurst, 1980) estriadas con hemolinfa de larvas muertas
de Galleria mellonella del ultimo instar, previamente infectadas con fases JI de
S. carpocapsae. La bacteria simbionte fue conservada en viales con 25% v/v

glicerol a —80°C (Chavarria-Hernandez y de la Torre 2001).
2.2 Formulacion de bioinsecticidas

El Cuadro 6 presenta las mezclas de soportes que se usaron para formular los

bioinsecticidas en el presente trabajo.

27



CABA, ICAP-UAEH

Cuadro 6. Mezclas de soportes para la formulacién de bioinsecticidas a base

de fases JI de Steinernema carpocapsae.

Formulacion Harina de trigo®  Aserrin®  Arenade rio® Kaolin® Barro®
(% p/p) (% p/p) (BVN)  (BVN) (% V)
F1 88 12 0 0 0
F2 0 0 40 40 20
F3 0 0 40 20 40

a, Marca Tres Estrellas.

b, De pino (Pinus patula).

¢, Rio Papalote, Villa de Tezontepec, Hgo.
d, Tulancingo, Hgo.

e, Huasca de Ocampo, Hgo.

Para la formulacion de bioinsecticidas se hizo lo siguiente:

a) Formulacion F1

Los ingredientes soélidos consistieron de 32 g de harina de trigo y 4 g de
aserrin, fueron mezclados y posteriormente se agregaron 22 mL de una
suspensién de nematodos que contenia 120,000 JI/mL. La mezcla se amasé a
mano hasta formar una pasta homogénea. La pasta se extendié en una
superficie horizontal hasta alcanzar un grosor de 5 mm y se partié en trozos

pequenos.

Los trozos de pasta fueron secados en una corriente forzada de aire a 23°C y
humedad relativa de 64%, usando un secador de diserio y manufactura propias
(Figura 3). Una vez iniciado el secado, se tomaron muestras cada 45 minutos
para determinar % de viabilidad de JI's y % de humedad de la formulacion.

Todo el experimentd durdé 225 min.
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Figura 3. Secador de aire a contracorriente -disefio y manufactura propias- en
acero inoxidable (110 cm alto, 16.5 cm diametro interno. Se us6 un soplador de
secadora para cabello como generador de la conveccion forzada).

b) Formulacién F2

Los ingredientes fueron medidos volumétricamente: 40 mL de arena de rio, 40
mL de kaolin y 20 mL de barro, mezcldndose orbitalmente en un frasco de
vidrio de V1=4 L hasta que a simple vista, la mezcla se notara homogénea
(Figura 4). En este caso, la suspension de nematodos empleada fue de 1 x 10°
JI/mL. Una vez preparada la mezcla-soporte, la superficie de ésta fue aplanada
y se hicieron pequerios orificios con el dedo menique (diametro = 10 mm y

profundidad=5 mm), dentro de los cuales se colocaron gotas de 0.2 mL de
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suspensién de Jl. Luego, la mezcla-soporte se coloc6 dentro de los orificios y
se taparon manualmente con mas mezcla-soporte. Después de 1 min, los
granulos formados fueron “sacados” de la mezcla-soporte cuidadosamente con
una espatula, colocados en un cristalizador y después de 0.5 min, tubos de 1.5
mL para centrifuga fueron llenados usando 3 granulos por tubo (0.6 mL por
tubo). En la figura 5 se puede apreciar el aspecto tipico del bioinsecticida
formulado para F2 y F3 al tiempo cero, listos para ser almacenados en
condiciones de laboratorio. Los tubos fueron tapados con papel parafilm para
permitir el intercambio de gases y almacenados en una gaveta oscura a 23 °C

y humedad relativa del 60 %.

Figura 4. Aspecto de la mezcla de los materiales inertes o0 soportes: arena de
rio, caolin y barro, utilizados para las formulaciones F2 y F3 fotografiados sobre
una moneda de 10 centavos.

Se tomaron muestras de 2 tubos cada vez, cada semana durante el primer

mes, y posteriormente, cada mes durante 3 meses.
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Figura 5. Aspecto de bioinsecticidas formulados con fases JI de Steinernema
capocapsae en kaolin, arcilla y arena. Apariencia tipica de las formulaciones F2
y F3 en un tubo de centrifuga con un volumen de 1.5 mL. Formulacién a tiempo
t=0.

¢) Formulacion F3

Al igual que en el caso de la formulacion F2, los ingredientes fueron medidos
volumétricamente (40 mL de arena de rio, 40 mL de barro y 20 mL kaolin).
Para la realizacién de las formulaciones, se procedié de la misma forma que

F2.

2.3 Determinacion de viabilidad de fases JI formuladas

Se tom6 una cantidad de muestra conocida (1.5 g) que fue hidratada en 10 mL
de agua destilada en tubos de centrifuga de 50 mL. La mezcla fue agitada en
incubadora orbital a 150 rpm durante 24 h a 23 °C. Esta operacién se realiz

por duplicado.
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Las muestras fueron diluidas (1:1000), en solucién salina [0.1% (p/v) NaCl] con

0.02% (p/v) azul de metileno como colorante de contraste. Muestras diluidas de
0.1 mL fueron colocadas en cubre objetos excavados, el numero total de
nematodos vivos se cont6 bajo el microscopio 6ptico de luz blanca y aumento
de 100 veces, esta operacién se realizo por triplicado. Los JI se consideraron
vivos si el azul de metileno no penetraba a sus cuerpos y ademas al ser
tocados con una aguja de acero exhibian movimiento. La viabilidad de JI se

expres6 como porcentaje de nematodos vivos.

2.4 Determinacion del contenido de humedad en las formulaciones

El contenido de humedad fue determinado mediante la técnica de peso seco
utilizando una estufa de secado. Alrededor de 1.5 g de muestra fue puesta en
una capsula de aluminio puesta a peso constante previamente. El peso de la
muestra y la cidpsula fue anotado. La capsula con muestra fue a su vez puesta
en la estufa de secado (Shell lab, Mod 1380FX) por 24 horas a 100°C. La
diferencia de pesos fue usada para determinar el contenido de humedad. Para

cada tiempo el ensayo se hizo por duplicado.

Analisis estadistico

Los datos fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA) con

significancia -a- de 0.05.
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Capitulo 3

Resultados y discusion

La Figura 6-A muestra el aspecto de las suspensiones acuosas de nematodos
JI - S. carpocapsae sanitizados vy listos para ser usados en la formulacion de
bioinsecticidas. Los JI se obtuvieron de cultivos in vitro-liquidos realizados en
frascos agitados orbitalmente (V=500 mL; V=50 mL) que después de 20 dias
de fermentacion alcanzaban mas de 100,000 JI/mL. Es importante mencionar
que la bacteria simbionte permanecié principalmente en fase | durante el
desarrollo de los cultivos monoxénicos, lo cual es recomendable para

proliferacién de los nematodos (Figura 6-B).

Figura 6. A) Fases JI de Steinernema carpocapsae suspendidas en agua
destilada estéril, recuperadas de fermentaciones de 21 dias, lavadas y
sanitizadas antes de ser formuladas (aumento, 40 x); B) colonias de
Xenorhabdus nematophila desarrolladas en caja de NBTA estriada con caldo
de fermentacién de cultivo monoxénico de S. carpocapsae (48 horas de edad).
Las colonias azules indican que la bacteria permaneci6 principalmente en fase
l.
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3.1 Evolucion de la viabilidad de JI's y del contenido de humedad en las

formulaciones de bioinsecticidas

3.1.1 Formulacion F1

En la Figura 7-A se muestra el aspecto de la formulacién F1 antes de ser
sometida al proceso de secado. La concentracion de esta formulacién fue de
43,900 Jl/g, y 35% de humedad. Después del tratamiento de secado (At=225
min a 23°C con aire a contracorriente de flujo desconocido -utilizando el
soplador de una secadora para pelo-; Figura 3), el bioinsecticida formulado
tenia las caracteristicas de una pasta crujiente y seca (Figura 7-B). De mayor
importancia fue el hecho de la grave pérdida de viabilidad de los JI, ya que esta
caydé un 90% de la registrada inicialmente antes del secado. Por otra parte, la

humedad final de la formulacién fue del 11% (Figura 8).

A pesar de que algunos autores han reportado que fases JlI de
steinernematidos pueden resistir condiciones de anhidrobiosis parcial (Grewal
2000 y 2002), durante los experimentos de la formulacion F1 la pérdida de
viabilidad de los NEP’s fue grave, descartandose por tanto esta formulacion y
metodologia involucradas como probables de ser usadas mas adelante. Y la
razon de este resultado pudo residir en la velocidad de secado a la que fueron
sometidos los NEP’s. Se ha reportado que la extension de longevidad mediante
anhidrobiosis es metabdlicamente costosa. En particular, durante la desecacién
de nematodos la rapidez metabdlica se incrementa de forma importante

durante las primeras 24 h del proceso, posteriormente ésta desciende
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lentamente hasta niveles menores de los normales dentro de los 4-7 d
siguientes (Grewal, 2002). Entre otros eventos destacados, la anhidrobiosis
genera que el glucdégeno y las reservas de lipidos sean convertidos en el

carbohidrato trealosa (Womersely, 1990).

Figura 7. Formulacién F1 de fases JI de S. carpocapsae (32 g de harina de
trigo, 4 g de aserrin, 22 mL de una suspension de nematodos que contenia
120,000 JI/mL). A) Aspecto del bioinsecticida antes de ser sometido al proceso
de secado; concentracion de 43,900 JI/g y 35% de humedad. B) Aspecto de la
formulacién después de 225 min de secado a 23°C; humedad final de 11%.

Con base en lo anterior, dado que durante la preparacién de la formulacién F1
ésta fue secada en un periodo corto de 3.75 h, probablemente los JI no

tuvieron el tiempo suficiente para hacer los ajustes metabdlicos necesarios

para la sintesis de trehalosa.

35



CABA, ICAP-UAEH

50

w (a)

30 1

% Humedad

20 4

10 1

120
100 4 (b)

B0 4

60 -

% Viabilidad

20 4

0 L] L * T

0 45 90 135 180 225
t {min)

Figura 8. Formulacién F1 de fases Jl de S. carpocapsae (32 g de harina de
trigo, 4 g de aserrin, 22 mL de una suspension de nematodos que contenia
120,000 JI/mL). a) Evoluciéon de le pérdida de humedad de la formulacién
durante el procesamiento de secado. b) Evolucion de la pérdida de viabilidad
de fases JI durante el proceso de secado.

En este mismo sentido, Connick et al (1994) prepararon bioinsecticidas
formulados a base de fases JI y mezclas de harinas, e involucraron procesos
de secado paulatinos (T=21°C y humedad relativa 65 %, durante 16 h). Como
posibles causas de los resultados obtenidos para F1, es probable que el

contenido de humedad final haya tenido poco que ver con la pérdida de

viabilidad ya que, como se presentara mas adelante, en otras formulaciones
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realizadas en el presente trabajo se lograron menores pérdidas de viabilidad de
fases JI involucrando simultaneamente valores de humedad notablemente
menores que lo alcanzado en el caso de F1. Finalmente, debido al reducido
namero de nematodos viables después del secado, la formulacién F1
comercialmente no seria rentable, ya que el bioinsecticida formulado tendria

gran cantidad de soporte y pocos nematodos viables.

3.1.2 Formulacion F2

La Figura 9 presenta distintos aspectos del bioinsecticida-F2, antes y después
de ser re-hidratado para determinar la viabilidad de los nematodos JI. Por otra
parte, la Figura 10 presenta la evolucion tanto de la viabilidad de fases JI, como
del contenido de humedad del bioinsecticida-F2 durante su almacenamiento. La
concentracion inicial de fases JI en la formulacién F2 fue de 110,000 Jl/g
viables. Como puede observarse en la Figura 10-b, el % de viabilidad se
mantuvo aproximadamente sin cambios durante los primeros 3 meses del
experimento (i.e., viabilidad promedio, 83.8 %; desviacion estandar -DE-, 7),
para posteriormente disminuir drasticamente en la ultima etapa del mismo (i.e.,

viabilidad promedio, 24 %; DE, 6.6).

Por otra parte, el contenido de humedad inicial que registr6 la formulaciéon F2
fue de 8.1 % y disminuyd hasta 5 % para el dia 14 (Figura 10-a), mientras que
a partir del dia 21 hasta el final del experimento (t=120 d), la humedad varié

sélo ligeramente (i.e., humedad promedio, 4.1 %; DE, 0.34).
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Figura 9. Distintos aspectos del bioinsecticida-formulacion F2 a base de fases
Jl de S. carpocapsae (arena de rio, 40 % v/v; kaolin, 40 % v/v; barro 20 % v/v),
a distintos tiempos. A t=0, a) vial conteniendo bioinsecticida formulado, b)
granulo de kaolin, arcilla y arena con JI atrapados en su interior (1 x), c¢)
granulo visto con lupa (4 x). A t=7 dias, d) JI's formulados sin re-hidratar (100
x), €) JI's recién re-hidratados (40 x), f) JI's re-hidratados y dispersos después
de 30 minutos de ser puestos en contacto con el agua (40 x).
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Figura 10. Formulacién F2 de fases Jl de S. carpocapsae (arena de rio, 40 %
v/v; kaolin, 40 % v/v; barro 20 % v/v). a) Evolucién de le pérdida de humedad
de la formulacion durante su almacenamiento. B) Evolucion de la pérdida de
viabilidad de fases JI durante su almacenamiento; cada punto representa el
promedio de 6 conteos individuales correspondientes a 2 viales.

Los resultados mencionados son relevantes, ya que sugieren que la mezcla
ensayada de kaolin, arcilla y arena (F2 y F3), junto con la suspensién usada de
fases JI, asi como la metodologia empleada durante la preparacién de las
formulaciones, fueron convenientes ya que los JI formulados pudieron

permanecer con una alta viabilidad hasta por 3 meses. Ademas, en las
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formulaciones estudiadas en el presente proyecto no se incluyé la presencia de

ningun agente antimicrobiano, siendo que en la mayoria de los trabajos
publicados sobre la formulacién de bioinsecticidas a base de nematodos
entomopatdgenos, se ha involucrado el uso de agentes antimicrobianos
(incluso se ha usado formaldehido; Connick et al 1994). A pesar de lo anterior,
en las formulaciones ensayadas en la presente investigacién no se observé la
presencia evidente de desarrollo microbiano asi como tampoco hubo aparicion

de olores que sugirieran la descomposicion de materia organica.

Probablemente uno de los factores que determinaron los resultados obtenidos
en el presente trabajo, hayan sido los bajos valores de humedad registrados en
nuestras formulaciones F2. Otros autores que son reconocidos en la
preparacibn de formulaciones de bioinsecticidas susceptibles de ser
dispersadas en agua, han logrado formulaciones con valores de humedad en el
intervalo de 28.5 a 43.5 % en experimentos monitoreados hasta por 7 meses
(Grewal, 2000). Siendo estos valores de humedad relativamente elevados, en
los citados trabajos ha sido necesario el uso de agentes antimicrobianos

diversos.

Por otra parte, es probable que a las humedades logradas en el presente
trabajo, se haya inducido de forma conveniente el estado de anhidrobiosis
parcial en el que pueden existir los JI de acuerdo con lo mencionado en la
Seccion 1.6 del presente trabajo. Se sabe que el fendbmeno fisiolégico de
resistir condiciones de escasa humedad no sélo lo presentan los nematodos,

sino también algunos otros organismos multicelulares (Figura 11); no obstante,
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lo que invariablemente se ha asociado con este estado fisioldégico es la
posibilidad de prolongar la viabilidad de los especimenes que exhiben estas

propiedades.

Figura 11. Los tardigrados (a), comunmente llamados “osos de agua” son
animales pequeinos (menos de 1.2 mm de longitud) que normalmente viven en
habitat humedos, como peliculas delgadas de agua en musgos. Cuando
experimentan desecacién, los tardigrados asumen una forma de barril y
permanecen asi (b), inméviles pero vivos, por periodos de hasta 100 afnos
(Solomon et al 2001)

Adicionalmente, es importante mencionar que, aunque no se realizd un estudio
de transferencia de masa que considerara todas las resistencias que las
moléculas de oxigeno deben superar para ser transferidas desde el seno del
aire hasta finalmente llegar a los JI que lo requieren, estudio que requiere del
manejo y calculo de diversos conceptos como la difusion de Knudsen en
capilares —medios porosos- o de difusividades “efectivas” (Figura 12), se puede
inferir que la mezcla de soportes usados en F2 es lo suficientemente porosa
que permite un intercambio gaseoso suficiente —de O, y CO,, principalmente-

tal que proporciona las condiciones necesarias para mantener la viabilidad de

los JI por mas de tres meses. No obstante, es necesario desarrollar mas
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estudios en sistemas modelo que involucren la determinacién de coeficientes

globales de transferencia de oxigeno.

A

!

PA1 Paz P P2 Pl Pal

(a) (d) ()

Figura 12. Tipos de difusién de gases en tubos capilares pequefios: a) difusién
de gases de Knudsen; b) difusién de gases de Fick o molecular; c) difusién de
gases de transicién (Geankoplis, 1998)

Finalmente, no obstante que nuestros resultados de conservacién de viabilidad
de JI's son mejores que lo reportado por algunos autores [i.e., Connick et al.
(1994) reportaron una pérdida del 100 % de viabilidad de JI's después de 56
dias de formulado el bioinsecticida], aun no compiten con lo publicado por
otros grupos [i.e., Grewal (2002) ha reportado formulaciones que involucran el
mantenimiento de altas viabilidades de JI's por mas de 6 meses]; sin embargo,
es importante mencionar que en el caso de los trabajos de Grewal y su grupo
de investigacion, estos autores no han hecho publicas sus mezclas de
ingredientes ni las metodologias empleadas para la formulacion de
bioinsecticidas a base de JI's, argumentando que es informacién confidencial
perteneciente a empresas privadas. No obstante, de acuerdo con Connick et al.
(1994), es probable que factores como la temperatura de almacenamiento y la
humedad imperante en la formulacion afecten la viabilidad de los JI's en mayor

medida que los componentes de la formulacién per se.
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3.1.3 Formulacion F3

La Figura 13 presenta la evolucion tanto de la viabilidad de fases JI, como del
contenido de humedad del bioinsecticida-F3 durante la presente investigacion.
La formulacién F3 fue la que involucré la mayor concentracién de fases JI (i.e.,
116,000 JI's viables por gramo de formulacion); ademas, como puede
observarse en la Figura 13-b, el % de viabilidad se mantuvo aproximadamente
constante durante los 90 dias que esta formulacion fue monitoreada (i.e.,
viabilidad promedio, 87.8 %; desviacion estandar -DE-, 5.3), siendo incluso

mayor que lo logrado con la formulacién F2.

Por otra parte, el contenido de humedad que registré la formulacién F3 se
mantuvo constante hasta el dia 60 (i.e. humedad promedio, 10.8 %; DE, 1.0);
no obstante, a t=90 d, la humedad final fue 5.6 % (DE, 2.8). Los datos de
humedad también fueron mayores que lo registrado para la formulacién F2 y
esto probablemente tenga que ver con el hecho de que F3 incluyé6 mayor
cantidad de barro que F2, y debido a que este ingrediente es altamente
higroscopico, pudiese esperarse por consecuencia mayor humedad en F3 —lo
cual coincide con lo determinado experimentalmente-. Por otra parte, esto pudo
inducir que en F3 se conservase mayor proporcion de fases JI. No obstante,
con relacién al mejor mantenimiento de viabilidad de JI's en F3, probablemente
esto ultimo tuviese que ver con el hecho de que las mezcla-F3 pudiese generar
una matriz con porosidad tal, que se favoreciera un mejor intercambio de gases
que lo existente en F2, traduciéndose esto en una mejor conservacién de

nematodos.
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Figura 13. Formulacién F3 de fases Jl de S. carpocapsae (arena de rio, 40 %
v/v; kaolin, 20 % v/v; barro 40 % v/v). a) Evolucién de le pérdida de humedad
de la formulaciéon durante su almacenamiento; b) Evolucién de la pérdida de
viabilidad de fases JI durante su almacenamiento; cada punto representa el
promedio de 6 conteos individuales.

Sin embargo, como en el caso discutido anteriormente, se debieran desarrollar
mas estudios con enfoques de transferencia de masa para determinar si la
matriz porosa en F3 fuese mejor que las otras estudiadas. También debe

destacarse que las humedades en F3 fueron notablemente menores que lo

reportado por Grewal (2002) y Connick et al. (1994), lo cual probablemente
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permiti6 que no se presentaran contaminaciones microbianas evidentes en F3

—no crecimiento de micelio ni presencia de malos olores-, a pesar que como en
los casos discutidos anteriormente para F1 y F2, no se utilizd ningun agente

antimicrobiano en F3, lo cual por cierto también es conveniente para el acceso

hacia una agricultura sustentable.
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Capitulo 4

Conclusiones

Se han logrado producir dos formulaciones de bioinsecticidas (F2 y F3) a base
de fases Jl de S. carpocapsae que proporcionan una buena conservacion de la
viabilidad de nematodos durante aproximadamente 100 dias. Estas
formulaciones involucraron el uso de materiales ampliamente disponibles en el
estado de Hidalgo. Por lo tanto, esta investigacion puede contribuir sélidamente
al incremento de practicas de biocontrol ya que uno de los problemas mas
serios para incrementar el uso de bioinsecticidas es su limitada vida de

anaquel.

Ademas, las formulaciones ensayadas no involucraron el uso de agentes
antimicrobianos —que si involucran todos los trabajos publicados en la literatura
especializada- y los contenidos de humedad logrados fueron notablemente
menores que lo hasta ahora reportado. Por otra parte, aparentemente la
velocidad de secado es fundamental para conservar la viabilidad de JI’s, siendo

conveniente emplear procesos con bajas velocidades.
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Capitulo 5

Recomendaciones

Para investigaciones por realizarse en el corto plazo, basadas en los resultados

del presente estudio, se sugiere lo siguiente:
1. Determinar la patogenicidad de los JI formulados.

2. Incrementar la concentracién de JI's en las formulaciones lo que favoreceria

la rentabilidad de los procesos.

3. Realizar pruebas para determinar si las formulaciones F2 y F3 permiten una

facil aplicacion de nematodos en campo.

4. Seria deseable saber los efectos de distintos niveles de los factores
humedad relativa ambiental, concentracién de oxigeno y temperatura, sobre
la pérdida de viabilidad de JI's, asi como determinar los coeficientes de

transferencia de gases, por ejemplo.
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