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1.INTRODUCCION

Los nematodos entomopatdgenos (NEPS) han sido utilizados como una alternativa ecoldgica
para el manejo integrado de plagas, debido a que no contaminan el ambiente ni provocan
problemas de salud a los humanos. Son organismos parasitos obligados de insectos, que se
utilizan como agentes de control biol6gico, sus estadios juveniles parasitan a sus hospederos,
penetrando directamente la cuticula o a través de las aperturas naturales como boca, ano y
espiraculos; las bacterias que se introducen junto con el paréasito se multiplican rapidamente
y matan al hospedero, permitiendo que los nematodos crezcan y maduren sobre el tejido en
descomposicion, y convirtiéndose posteriormente en adultos (Boemare, 2002).

Estos microorganismos establecen una relacion mutualista con bacterias de la familia
Enterobacteriaceae, las cuales requieren de este hospedero para obtener proteccién y lograr
diseminarse de un insecto a otro. Las 2 familias mas importantes y estudiadas son
Steinernematidae y Heterorhabditidae, la primer familia se asocia con bacterias del
género Xenorhabdusy la segunda establece su relacion con bacterias del
género Photorhabdus, asi teniendo un amplio rango de hospederos tales como lepidopteros,
coledpteros y dipteros (Dunphy y Thurston, 1990).

Sin embargo, factores abidticos como temperaturas extremas, humedad, pH, radiacion
ultravioleta y textura del suelo pueden disminuir su eficiencia y supervivencia del juvenil
infectivo (J1), ya que, en general la actividad térmica en campo de los steinernematidos se
encuentra entre 3-14 °C y para los heterorhabditidos, entre 10-16 °C, por otro lado en
condiciones de almacenamiento los steinernematidos se conservan mejor a temperaturas
entre 8 a 15 °C, sobreviviendo de 6 a 9 meses, mientras que los nematodos heterorhabditidos
sobre las mismas condiciones, sobreviven por 3 a 4 meses (Kaya y Stock, 1997).

En base a lo anterior, el objetivo de este trabajo es evaluar a que temperatura de
almacenamiento se favorece la supervivencia y patogenicidad de la cepa nativa del estado de
Morelos, MC5 (Oscheius myriophila), evaluando cuatro diferentes temperaturas 8, 12, 20 y
27 °C con el proposito de mantenerlos viables durante periodos méas prolongados de

almacenamiento.



2. ANTECEDENTES

2.1 Nematodos entomopatdgenos

Pertenecen al Phylum Nematoda, de la clase Secernentea, del orden Rhabditida. Son
organismos que han evolucionado dentro del grupo general de nematodos a solo infectar
insectos, con un amplio rango de hospederos, se caracterizan principalmente por ser
denominados gusanos redondos o cilindricos, son multicelulares, semitransparentes, no
segmentados, anillados superficialmente, con simetria bilateral.

Morfolégicamente son similares al resto de los nematodos fitoparasitos y de vida libre, asi
mismo presenta un tracto alimentario que consta de la boca que se conecta con la cavidad
bucal o estoma, que se une a su vez al tubo digestivo formado por el es6fago, intestino, recto
y terminando con el ano, miden alrededor de 0.5 mm de largo. Carecen de sistema
circulatorio y respiratorio, pero cuentan con sistema excretor, nervioso, digestivo,
reproductivo y muscular (Kaya y Stock, 1997).

Comprende un estado de huevo, cuatro estados juveniles y un estado adulto. El tercer estadio
juvenil es el infectivo, llamado en ocasiones “larvas dauer”, es la tinica fase del ciclo
biol6gico del nematodo que se encuentra fuera del insecto; este estadio infectivo transporta
la bacteria simbionte en su intestino, y es el encargado de sobrevivir en el medio hasta que
localiza un nuevo hospedero (Poinar Jr, 1993).

Los Jls estan adaptados para sobrevivir por largos periodos en el suelo, ya que su cuticula de
segundo estadio los protege de la desecacion y otros tipos de estrés ambiental (dicha cuticula
se pierde durante la penetracion en un nuevo insecto hospedero) (Campbell y Gaugler, 1991).
Sin embargo, también pueden sobrevivir durante semanas o incluso meses gracias a sus

reservas de energia, sin necesidad de un hospedero (Hatab y Gaugler, 1999).

2.2 Comportamiento de los nematodos entomopatogenos

Los juveniles infectivos son el Gnico estadio de vida libre de los nematodos entomopatogenos
los cuales presentan diferentes estrategias para localizar a sus hospedadores (Kaya y Gaugler,
1993).



Dentro de estas estrategias, encontramos la de ser cazador o acechador:

En el caso del cazador se caracterizan por ser muy moviles y responder activamente a
estimulos fisicos y quimicos; ademas, se encuentran adaptados a parasitar especies
subterraneas y sedentarias. Se ha observado que estos nematodos poseen la capacidad de
orientar sus movimientos hacia los hospedadores, en primer lugar, recopilando informacién
de los recursos disponibles, para luego realizar una busqueda més localizada y restringidas
(Campbell y Gaugler, 1993).

Por otro lado, los acechadores suelen levantar su cuerpo del sustrato (excepto la porcion
posterior) y lo ondulan moviéndose de lado a lado, esto favorece la unién a sus hospederos,
permitiendo que el nematodo pueda subirse mas facilmente sobre el insecto que pasa
(Campbell y Gaugler, 1993).

2.3 Ciclo de vida de los nematodos entomopatogenos

Una vez que el nematodo entomopatdgeno (NEP) localiza a su hospedero, este ingresa a
través de las aberturas naturales (boca, ano y espiraculos) y en algunos casos a través de la
cuticula, siendo el caso de los JI de los heterorabditidos que pueden penetrar el insecto
raspando la cuticula, debido a que poseen una estructura de queratina que se asemeja a un
pequefio diente, llegando hasta el hemocele, una vez dentro del insecto este regurgita o defeca
la bacteria en la hemolinfa del insecto (Poinar Jr, 1976).

La bacteria prolifera en el cuerpo del insecto y alcanza altas densidades, en este punto
produce diversos compuestos antimicrobianos que suprimen el crecimiento de
microorganismos antagonicos creando asi un ambiente favorable para la reproduccion y
desarrollo del nematodo, asi mismo estos se alimentan de la biomasa bacteriana y de los
tejidos del insecto metabolizados por la bacteria (Koppenhofer y Fuzy, 2006)Por altimo, la

Etapa 11: Primera generacion
de adultos y liberacion de la
bacteria en el hemocele

Etapa I: Localizacion y
penetracion

Jesl Etapa I1I: Reproduccion

Figura 1. Ciclo de vida de los nematodos entomopatdgenos de las familias Steinernematidae y
Heterorhabditidae (Ehlers, 2001).

Etapa IV: Salida de
larvas “dauer”



reproduccion del nematodo continua hasta que la reserva de alimento que proporciona el
hospedero es insuficiente para continuar con un nuevo ciclo. Una vez que la reserva
alimenticia no es suficiente, el JI adquiere la bacteria simbionte alimentandose de los tejidos
del cadaver del insecto, para posteriormente abandonarlo en busca de un nuevo hospedero
(Stock, 2015).

2.4 Asociacion nematodo-bacteria

Los nematodos entomopatogenos de las familias Steinernematidae y Heterorhabditidae estan
asociados simbidticamente con bacterias de los géneros Xenorhabdus y Photorhabdus,
respectivamente. Las bacterias se localizan en un receptaculo presente en la unién entre el
esofago y el intestino, conocida como vesicula en el caso de los steinernematidos, o en el
lumen del intestino en heterorhabditidos (Dunphy y Thurston, 1990).

Una vez que este se encuentra en el interior del hospedero regurgita o defeca las bacterias,
estas reprimen el sistema inmunitario del insecto, inhibiendo la accién de enzimas
antibacterianas, permitiendo su rapida multiplicacién, produciendo la bacteria antibioticos
que inhiben el crecimiento de otros microorganismos en el cadaver del insecto estableciendo
un cultivo monoxénico causando la muerte del huésped. Posteriormente los nematodos se
desarrollan y reproducen dentro del cadaver del insecto alimentandose de los tejidos
degradados por la bacteria (Poinar Jr et al., 1980).

La relacién entre el nematodo y la bacteria se enmarca en una clasica relacion mutualista, ya
que el nematodo provee a la bacteria proteccion contra el medio ambiente externo y también
le da proteccidn contra la respuesta inmunoldgica del hospedero. Asi mismo, el nematodo es
un medio de transporte para la bacteria del cadaver del insecto al hemocele, por otro lado, la
contribucion de la bacteria en esta asociacion es la de proveer de nutrientes al nematodo
(Akhurst, 1982).

Figura 2. Bacterias dentro del nematodo entomopatégeno. A) P. luminescens colonizando
el intestino del nematodo entomopatdgeno Heterorhabditis. bacteriophora B) Vesicula de
nematodo entomopatdégeno Steinernema carpocapsae colonizado por Xenorhabdus
nematophila (Ciche et al., 2006).
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2.5 Biologia de las Familias Steinernematidae y Heterorhabditidae

Las familias Steinernematidae y Heterorhabditidae son parasitos de un gran numero de
especies de insectos, y pueden parasitar cada uno de los estadios (larva, pre-pupa, pupa y
adulto) de los insectos hospederos. En el caso de los infectivos juveniles de la familia
Steinernematidae el tercer estadio trasporta la bacteria mutualista Xenorhabdus spp. en el
receptaculo intestinal (Poinar Jr et al., 1980).

Las hembras son grandes, con longitud del cuerpo variable, cuticula lisa o anulada, sin
campos laterales, poro excretor visible, cabeza redonda o trunca y su sistema reproductor,
por otro lado, los machos son de menor tamafio que las hembras, presentando bursa ausente,
con papilas genitales. El infectivo juvenil presenta un estoma hundido, con o sin cuticula del
segundo estadio juvenil, los campos laterales pueden tener de 4-9 hendiduras o campos
laterales y la cola es conoide o filiforme (Nguyen y Smart Jr, 1996).

Sin embargo, la familia Heterorhabditidae, en el caso de los juveniles infectivos transportan
la bacteria simbidtica Photorhabdus sp. El poro excretor se localiza en la parte posterior del
anillo nervioso. Los NEPs hermafroditas (adultos de primera generacion) presentan una
cabeza trunca, 6 labios conicos bien desarrollados, estoma ancha, poro excretor usualmente
posterior al final del es6fago. Las hembras amfimicticas (adulto de segunda generacién) son
mas chicas que las hembras hermafroditas, presentan papila labial prominente, sistema
reproductivo amfidelfico. Por otro lado, los machos presentan un testiculo reflejado, cabeza
de la espicula corta, y bursa con 9 pares de papilas genitales (Nguyen y Smart Jr, 1996).

En bacterias del género Photorhabdus se puede observar luminiscencia, a diferencia de
Xenorhabdus. Los cultivos de Photorhabdus resplandecen y en los cadaveres de insectos
infectados pueden ser detectadas en la obscuridad. Xenorhabdus es catalasa negativa,
mientras que Photorhabdus es positiva (Thomas y Poinar Jr, 1979); (Boemare y Akhurst,
1998).

2.6 Conservacion en almacenamiento de los nematodos entomopatdgenos

Una de las principales causas que impiden su sobrevivencia de los NEPs tanto en
almacenamiento como en el ambiente, es su sensibilidad a los extremos ambientales. Un
factor importante es la temperatura, la cual influye en varios procesos de su metabolismo, se
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ha observado que la temperatura puede modificar la velocidad a la cual los nematodos
utilizan sus reservas de alimentos (lipidos, proteinas y carbohidratos) (Kaya y Gaugler,
1993). Asi mismo, los almacenes que se encuentran a temperatura ambiente también requiere
una tolerancia considerable al calor (Selvan et al., 1933).

Por lo tanto, para una seleccion de un nematodo entomopatdgeno en el control de una plaga
de insectos, es importante considerar varios factores como: el rango de hospederos del
nematodo, la busqueda de hospederos, la tolerancia de los factores ambientales y sus efectos
sobre la supervivencia y la eficacia (temperatura, radiacion solar, tipo de suelo, humedad, la
patogenicidad del insecto objetivo y estrategia de alimentacion) ya que las condiciones
ambientales pueden limitar la supervivencia, reproduccion y desarrollo de los nematodos
(Kaya, 1990).

» Una humedad relativa para
los NEPs es de 97% que
*Suelos arcillosos aumenta su tolerancia a la
desecacion. (Popiel et al.,
1987)

TIPO DE
SUELO

HUMEDAD

* Una exposicion alta puede DESECACION
ser letal, ya que pueden
estresarse, afectando su
supervivencia y virulencia.

(Jagdale y Grewal, 2003)

«Esta se relaciona con la
temperatura de donde fue
aislada la especie si son
semiaridas o templadas. (Jagdale
y Grewal, 2003)

Figura 3. Factores que influyen la supervivencia de los nematodos entomopatdgenos
(Jagdale y Grewal, 2003; Popiel et al., 1987).

Kaya y Stock, (1997), nos dicen que pueden ser almacenados manteniendo una alta
viabilidad en un rango de temperaturas que oscilan entre 4-15 °C durante 6 a 9 meses para
steinernematidos y de 3 a 4 meses para heterorhabditidos, asimismo, menciona que las
temperaturas inferiores a 9 °C y superiores a 30 °C, afectan la persistencia de Jls, variando
entre las especies, y que casi todas las especies de NEPs son activas a temperatura ambiente
(252 °C).
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Especies como H. bacteriophora HP88 presentan alta tolerancia al calor, prolongando su
supervivencia hasta 6 horas a 37 °C, y no solo en el caso H. bacteriophora HP88, sino

también H. baujardi LPP7, muestra una alta supervivencia a 24 °C (Segal y Glazer, 2000).

Sin embargo, su tolerancia se ve inducida por su reserva lipidica en algunas especies, ya que,
su infectividad disminuye acorde a su tiempo de almacenamiento como lo es para
steinernematidos que a temperaturas de 8 °C favorece su supervivencia hasta por 180 dias,
asimismo disminuyendo su infectividad acorde a esta. Por parte en heterorhabditidos hay una
correlacion inversa, ya que, a pesar de tener una alta cantidad de lipidos en las temperaturas
de 8, 16 y 20 °C su infectividad se pierde a los 60 dias (Andal6 et al., 2011). Wright y Perry,
(2002) nos dicen que la cantidad de lipidos son de suma importancia ya que tales reservas de
energia influyen en la viabilidad e infectividad de los nematodos entomopat6genos.

Los steinernematidos estan asociados a bajas temperaturas, esto puede depender méas de su
tolerancia a las condiciones ambientales, que a la cantidad de reservas energéticas (Grewal,
2000), debido a que se induce una inactividad en la eficiencia para infectar, sin embargo,
cuando estos son expuestos a sus temperaturas naturales de crecimiento los JIs son capaces
de incrementar su persistencia en el medio, esto se debe a que disminuye su actividad
enzimatica y gastos metabdlicos, comenzando a acumular trehalosa y sélo a 20 °C logran

activarse como lo es S carpocapsae que entra en inactividad a 5 °C (Kaya, 1990).

La tolerancia a bajas temperaturas se debe a una aclimatacion de donde fueron aislados, por
ejemplo, S. feltiae, S. riobrave y S. kushidai, acumulan trehalosa durante su aclimatacién a
5, 10 0 15 °C. Se sabe que la tolerancia a permanecer en ambientes frios o calientes se debe
a esta acumulaciéon de trehalosa, la cual difiere entre las distintas especies de nematodos. La
principal funcion de la trehalosa es proteger las membranas celulares durante la congelacion
y de deshidratacion inducida, remplazando el agua de sus estructuras celulares. Especies
como S. carpocapsae, S. glaseri y S. feltiae, cuando se aclimatan a temperaturas frias o
calidas y luego se estresan por estas, su virulencia se conserva en gran parte sobre G.

mellonella (Jagdale y Grewal, 2003).
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Cuadro 1. Especies de nematodos entomopatogenos y sus temperaturas en almacenamiento.

ESPECIE TEMPERATURA REFERENCIA
Steinernema feltiae

Steinernema riobrave 5a15°C (Jagdale y Grewal, 2003)

Steinernema kushidai
Steinernema carpocapsae

Steinernema glaseri 8al6°C
Steinernema arenarium 12a16 °C

(Molina et al., 2006)

Heterorhabditis bacteriophora

Heterorhabditis HP88

20a24°C
Heterorhabditis baujardi LPP7
Heterorhabditis sp. CCA
8a20°C (Andal¢ et al., 2011)
Heterorhabditis sp. JPM4
Oscheius myriophilus 25 °C (Ghavamabad et al., 2021)
Oscheius microvillin sp. 257 (Zhou et al., 2017)

2.7 Antecedentes directos de Oscheius myriophila

El nematodo entomopatdégeno MC5-2014 (Oscheius myriophila) forma parte del cepario del
laboratorio de control biolégico del Centro de Investigacién en Biotecnologia de la
Universidad Autonoma del Estado de Morelos y se obtuvo de un relevamiento de 14 suelos
en cultivos de cafia de azucar, en suelo de textura franco-arenosa con un pH de 6.4
perteneciente al municipio de Tepalcingo, Morelos.

La determinacién de la especie se realizd6 mediante técnicas morfoldgicas y morfométricas
buscando una estoma tubular con un cuerpo faringeo cilindrico hinchado y un metacorpus

en la parte basal. Obteniendo en hembras un rango de longitud corporal de 750 a 1200 um y
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en machos 720 a 910 um, mientras que los anchos maximos correspondientes del cuerpo
fueron de 30 a 60 um y de 20 a 30 um, respectivamente.

En el caso de los machos exhibieron bursa con una distribucion de papilas 1 +1+3 + 3,y
las hembras una vulva ubicada en la mitad del cuerpo. Para la identificaciébn molecular se
utilizo la region ITS del ADN ribosémico. En base a lo anterior, se determind que el aislado
era Oscheius myriophila, y es considerado el primer reporte para Mexico (Castro et al.,
2020). Cuando se evalud su patogenicidad en larvas de G. mellonella, se obtuvo que la
concentracion letal media (CLso) de los nematodos fue de 4.732 Jls.

Teniendo en cuenta que el cultivo de la cafia de azlcar esta expuesto a la aplicacion constante
de insecticidas, herbicidas, fungicidas y fertilizantes.

Guadarrama, (2015), busco la respuesta de mortalidad de O. myriophila y su capacidad
infectiva sobre larvas de D. magnifactella, después de ser expuesta a diferentes agroquimicos
(busan®, monitor 600®, faena®, ridomil® y talstar®) que son utilizados regularmente en la
industria agricola.

Mostrando que Oscheius myriophila tiene un mayor porcentaje de mortalidad con el
fungicida busan®, mientras que con el insecticida talstar® tiene un menor porcentaje.

Para el estudio de la capacidad infectiva se encontrd que esta cepa mantiene su capacidad de
infeccion aun después de haber sido expuesta a talstar® y al herbicida faena®, produciendo
un promedio de 2,163 y 598 NEPs respectivamente (la infeccién se realizé con un inéculo
de 30 Jls por larva para cada cepa).

El segundo estudio fue la produccion in vivo, donde se evalto la produccion de Jls por larva
de G. mellonella a diferentes concentraciones de in6culo (10, 30 y 50 JIs), asi como el célculo
de la tasa de reproduccion para cada caso, encontrando que en cuanto a la produccion de
NEPs no hay diferencias significativas entre las distintas concentraciones de indculos
iniciales, mientras que para el caso de la tasa de reproduccién, ésta es mayor a partir de un
inoculo de 10 Jls, y la menor a partir de 50 JIs (Cruz, 2015).
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3. JUSTIFICACION

Los nematodos entomopatdgenos (NEPs) forman parte importante dentro de las diferentes
estrategias de control biologico que se utilizan para regular las poblaciones de insectos plaga.
La produccion y el uso a gran escala de estos organismos se ha visto afectado en gran parte
por la dificultad de mantenerlos viables durante largos periodos de almacenamiento. Lo
anterior se debe principalmente a que cada aislado tiene requerimientos particulares para su
adecuado mantenimiento y desarrollo en los ceparios de los laboratorios de investigacion y
de la industria, lo que eventualmente puede provocar la pérdida de cepas de gran importancia.
En base a lo anterior, mantener en condiciones dptimas un cepario de NEPs permitira tener
un mejor control de las cepas en cuanto a su tiempo de desarrollo, viabilidad y
almacenamiento.

El presente trabajo permitird complementar la linea de investigacion sobre la cepa MC5
(Oscheius myriophila), asi como determinar cuél es la temperatura 6ptima. A la cual este
nematodo puede desarrollarse adecuadamente y sobrevivir por periodos de tiempo més

largos.
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4. HIPOTESIS

La temperatura de almacenamiento influye en la conservacion y patogenicidad del nematodo

entomopatogeno MC5 (Oscheius myriophila).

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

e Evaluar la conservacion de la cepa MC5 (Oscheius myriophila) a cuatro
temperaturas (8 °C, 12 °C, 20 °C y 27 °C) y su patogenicidad sobre larvas de

Galleria mellonella.

5.2 Objetivos especificos

» Evaluar la conservacion durante 12 meses de la cepa MC5 (Oscheius myriophila) a (8 °C,
12 °C, 20 °Cy 27 °C)
» Evaluar la patogenicidad de la cepa MC5 (Oscheius myriophila) sobre G. mellonella

durante su almacenamiento.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Material biologico
6.1.1 Cria de Galleria mellonella

Se utilizaron botes de plastico transparente con capacidad de 1L, alrededor de la parte interna
del bote se colocé papel bond. Posteriormente se colocaron 10 adultos, y al cabo de 10 dias
se abrieron y se recortd el papel donde se observé que habian ovipositado los huevos,
posteriormente los cuadritos de papel se colocaron en botes de plastico de 1 L, con dieta a la
mitad de su capacidad.

La dieta que se utilizo para la cria de Galleria esta hecha a base de los siguientes ingredientes:

375¢g

Salvado de trigo
(estéril)

300g
Cereal de arroz

Figura 4. Ingredientes de dieta de Galleria mellonella.

Procedimiento: mezclar el cereal de arroz, salvado de trigo (estéril) y levadura de cerveza en
un recipiente hondo; en un recipiente aparte calentar la miel y mezclarla con el glicerol,
posteriormente verter poco a poco esta mezcla junto con los demas ingredientes secos y
mezclar todo perfectamente.

18



6.1.2 Produccion del Nematodo entomopatogeno (Oscheius myriophila)

Cepa Especie Bacteria simbionte Habitat Referencia
) o ) Suelo de cafia de azUcar
MC5  Oscheius myriophila Serratia ) (Castro et al., 2020)
Tepalcingo

Cuadro 2. Cepa del nematodo entomopatogenos del cepario del laboratorio de Control Bioldgico, perteneciente
al Centro de Investigacion en Biotecnologia.

Para llevar a cabo la produccion del nematodo se prepararon cajas Petri de 60x15 mm en las
cuales se coloco un disco de papel filtro Whatman del N° 1 Figura 5 (A), posteriormente
sobre el papel se colocaron cinco larvas de G. mellonella de sexto y/o séptimo instar, se
afiadieron 100 pL de suspension con NEP por larva y se incubaron a temperatura ambiente
Figura5 (AyB).

Figura 5. Esquema general del proceso de produccion de los nematodos entomopatdgenos.

Para monitorear que los nematodos se estaban reproduciendo adecuadamente, se observaron
los cambios morfoldgicos en las larvas infectadas, principalmente que presentaran una
apariencia flacida y que tomaran un cambio de coloracién en el tegumento a las 48 horas
posteriores a la infeccion, también se observo si habia liberacion de Jls en las cajas Petri.

Posteriormente, las larvas infectadas se colocaron en trampas White (C) que consistieron en
una tapa de caja Petri de 100 x 15 mm de diametro y sobre esta caja se colocé la caja Petri
de menor tamafio con 5 mL de agua destilada y se incubaron durante 10 dias a temperatura

ambiente para posteriormente hacer la colecta de Jls.
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6.2 Cuantificacion y almacenamiento de juveniles infectivos

Para llevar a cabo la cuantificacion de Jls se utilizé el método propuesto por Woodring y
Kaya (1988). Para lo cual se homogeniza la suspension inicial contenida en frascos de cultivo
Corning y posteriormente tomar 100 pL, los cuales se depositan en una caja Petri.
Posteriormente se realizé el conteo de los JIs vivos en un microscopio estereoscopico,
repitiendo esto cinco veces y calculando el promedio de los conteos realizados.

Con la férmula de Woodring y Kaya (1988), se obtienen las diluciones requeridas para

utilizar en cada una de las evaluaciones:

A_DxC
- B

Donde:
A = Volumen de la suspensién concentrada a ser diluida.

B = NUmero de nematodos/mL en la suspension diluida.

C = Volumen final en mililitros de la nueva dilucién.

D = Concentracion de nematodos deseada en la nueva dilucion.
(Woodring y Kaya, 1988).

Una vez que realizamos lo descrito, se procedio a realizar el almacenamiento, utilizando
frascos de cultivo Corning con capacidad de 50 mL en los cuales se colocaron 3000 Jis de la
cepa Oscheius myriophila, y se aford con agua destilada a un volumen de 40 mL, para
posteriormente ser almacenados a las temperaturas de 8, 12, 20 y 27 °C, se almacenaron

frascos para 1 afio con la finalidad de evaluar muestras independientes.

6.3 Cuantificaciones del Nematodo entomopatdgeno (Oscheius myriophila)

Las cuantificaciones fueron realizadas cada 15 dias, con la finalidad de saber el porcentaje
de supervivencia.

Se realiz6 tomando 4 frascos de cada una de las temperaturas 8, 12, 20 y 27 °C y con ayuda
de una micropipeta se tomo de cada frasco 100 uL de JIs y se hizo una cuantificacion de Jls
vivos, todo esto repitiéndolo 5 veces para posteriormente sacar un promedio de

supervivencia.
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6.4 Bioensayos de patogenicidad de Oscheius myriophila

Para llevar a cabo los bioensayos de patogenicidad se tomaron cuatro frascos al azar de cada
una de las temperaturas (8 °C, 12 °C, 20 °C y 27 °C) vy se hizo una cuantificacion de Jls
vivos y muertos de cada una de las temperaturas con ayuda del método propuesto por
(Woodring y Kaya, 1988) una vez realizada la cuantificacion se saco el promedio de vivos y
muertos, realizando esto cada 30 dias.

Posteriormente al resultado obtenido de supervivencia en una caja Petri de (60 x 15mm) con
un fondo doble de papel filtro de abertura media, de 60 mm de diametro, se colocé 1 larva
de Galleria mellonella de sexto o séptimo instar y se agrego la suspension de 10 JlIs vivos
con 250 pL de agua destilada estéril.

Cada unidad experimental estd formada por 10 larvas de G. mellonella, con cuatro
repeticiones por temperatura. Se monitoreé la mortalidad a las 48, 72, 96 y 120 horas,
considerando una larva muerta cuando presenté apariencia flacida y cambio en la coloracion,

ademas se verificd la presencia de nematodos con ayuda de un microscopio estereoscépico.

6.5 Analisis estadisticos

Para poder analizar los datos estadisticamente fueron transformados utilizando arcoseno, para
posteriormente realizar un analisis de varianza (ANOVA). Para determinar si hubo diferencias
estadisticas entre los diferentes tratamientos se aplico la prueba de Tukey con un nivel de

confianza del 0.05. Todos los andlisis fueron hechos en el programa estadistico Rcomander.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION.

7.1 Supervivencia de Juveniles infectivos

En base a los resultados obtenidos a los 15 dias de almacenamiento a las distintas
temperaturas, se pudo observar que hubo una diferencia significativa (P<0.05) en cuanto a la
temperatura de 8 °C con respecto a las demas. Los resultados indican que almacenar los
nematodos a 8 °C afecta drasticamente la supervivencia de los nematodos, debido a que esta
disminuy6 por completo al 0%, en comparacion con los nematodos que fueron almacenados
a las temperaturas 12, 20, 27 °C, en donde se observé que entre estas no hubo diferencias
estadisticas significativas (P>0.05) durante los primeros 105 dias de almacenamientos,
observando que a la temperatura de 12 °C la supervivencia fue de 93.33%, mientras que a 20
°C de 88% y a 27 °C del 85%.

Siendo asi, observamos que fue hasta los 120 dias, que pudimos encontrar una diferencia
estadisticamente significativa en el porcentaje de supervivencia (P<0.05) siendo de 37.33%
para 27 °C y 42.67% a 20 °C, en comparacion de la temperatura de 12 °C en la cual
disminuyé al 66.67%.

Posteriormente a los 150 dias de ser almacenados los JIs redujeron su porcentaje a 0% en las
temperaturas de 20 y 27 °C, asimismo quedando en la temperatura de 12 °C con una

supervivencia del 58.67% al cabo de 180 dias de almacenamiento.
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Figura 6. Supervivencia de JIs a los 180 dias en distintas temperaturas. Letras distintas indican diferencias
significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05).
Se obtuvo que en concentraciones de 3,000 JIs en temperaturas de 20° y 27°C se pueden
mantener hasta cuatro meses y medio, mientras que a 12°C se vieron beneficiados, ya que,
su supervivencia no disminuye tan rapido y que va acorde al tiempo de almacenamiento. Por
otro lado, temperaturas inferiores a 8 °C no favorecen a esta especie ya que, 15 dias después

de ser almacenados se murieron en su totalidad.
7.2 Patogenicidad de juveniles infectivos sobre Galleria mellonella

Para evaluar la patogenicidad de los nematodos almacenados a distintas temperaturas en G.
mellonella, se utilizaron 10 Jls, de los frascos a 12, 20 y 27 °C, haciendo esto cada 30 dias
(Imagen 7). En base a los resultados obtenidos, se observo que a los 30 dias los Jls seguian
siendo capaces de infectar larvas de G. mellonella independientemente de la temperatura de
almacenamiento (P>0.05), manteniendo su porcentaje de infectividad en 97.5% para las
temperaturas de 12 y 20 °C, y en 95% para la de 27 °C. Posteriormente a los 90 dias se
observd una diferencia estadisticamente significativa en la patogenicidad (P<0.05)
disminuyendo especialmente en la temperatura de 27 °C, con un porcentaje del 62.5%. Asi
mismo a los 120 dias las temperaturas de 20 y 27 °C se redujeron a un 55y 45 % su
patogenicidad.

Sin embargo, a los 180 dias los JIs que fueron almacenados a 12 °C no se vieron afectados

en su supervivencia y patogenicidad, ya que la mantuvieron a niveles aceptables (cuadro 3).

Cuadro 3. Porcentaje de patogenicidad de JlIs sobre G. mellonella durante 180 dias a diferentes temperaturas.
Se muestra su promedio y Desv. Estandar. Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo con la
prueba de Tukey (p<0.05). (N/A = JIs no viables).

Oscheius myriophila

DIAS 12°C 20°C 27°C
30 975+433 A 975+433 A 95 + 8.66 A
60 925+829 A 85+5 A 775433 A
90 87.5+433 A 725+829 AB 625+829 B
120 80+7.07 A 55+5 B 45 + 8.66 B
150 725+829 A N/A N/A
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180 67.5+9.57 A N/A N/A

Figura 7. Larvas de G. mellonella infectadas por O. myrbiop‘hil
De acuerdo a Kaya y Stock, 1997, los NEPs en condiciones de almacenamiento se conservan
mejor a temperaturas de 4 a 15 °C de 6 a 9 meses para steinernemétidos y de 3 a 4 meses
para heterorhabditidos, y que bajas concentraciones de 1000 a 2000 JI/mL son ideales para
su almacenamiento, asi mismo afirmando que todas las especies son activas a temperatura
ambiente (25+2 °C). Temperaturas sobre 30°C o bajo 9 °C los nematodos se ven afectados
negativamente en la persistencia, variando entre especie de nematodo y de la region

geografica de origen (Kaya 1990).

Molina et al. 2006, afirma que temperaturas de 20 a 24 °C afectan la supervivencia de
steinernematidos y favorecen a heterorhabditidos en almacenamiento hasta 1 mes, por otro
lado, los steinernematidos toleran temperaturas de 8 a 16 °C manteniendo su supervivencia
hasta 3 meses al contrario de heterorhabditidos que temperaturas inferiores a 16 °C afectan
su supervivencia, debiéndose posiblemente a que obedecen a una adaptacion térmica de
donde fueron aislados. Por ejemplo, especies subtropicales como S. glaseri persiste en el
medio a temperaturas entre 10 y 35 °C a diferencia de S. carpocapsae que persiste mejor
entre 5y 15 °C (Kaya 1990). Asi posiblemente explicando por qué esta especie Oscheius
myriophila se vio afectada su supervivencia a 8 °C, ya que las temperaturas de Tepalcingo
Mor. durante el transcurso del afio, generalmente varian de 13 °C a 34 °C y rara vez baja a
menos de 9 °C o sobrepasa los 37 °C.
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Molineux en 1985, afirma que temperaturas bajas inducen no solo inactividad, sino a un
aumento en su persistencia en el tiempo a los Jls, ya que hay una disminucion en la actividad
enzimética y en los gastos metabdlicos, comenzando una acumulacion de trehalosa y
reduccion en los niveles de lipidos siendo caracteristico de steinermatidos explicando su alta
supervivencia a temperaturas bajas. Al parecer los Jls parecen experimentar en un periodo
obligatorio de inactividad, indicando el establecimiento de un estado de diapausa, en el cual
son incapaces inclusive de infectar hasta recuperar su viabilidad a temperatura de
acondicionamiento, entrando a una inactividad, comenzando a acumular trehalosa y solo a
20 °C logran activarse como lo es S. carpocapsae que entra en inactividad a 5 °C Kaya
(1990).

Andalé y colaboradores en 2011, evaluaron cuatro especies de NEPs, favoreciendo la
temperatura de 8 °C a las especies de S. carpocapsae, ya que, su reserva de lipidos disminuyé
al 75% y su infectividad a 72.5%, asi mismo, para la especie S. riobrave que su reserva de
lipidos disminuy6 al 61.3 % y su infectividad a 62.5 % al cabo de 180 dias, observando que
a medida que el porcentaje de lipidos disminuye su infectividad también. Sin embargo, para
heterorhabditidos hubo una correlacién inversa a 8 °C, por lo que, a pesar de tener una alta
cantidad de lipidos en las temperaturas de 8, 16 y 20 °C su infectividad se perdi6 a los 60
dias. De igual manera posiblemente explicando en Oscheius myriophila la disminucién de
su supervivencia e infectividad al cabo de 180 dias y porque a comparacion de las
temperaturas de 20 y 27 °C que al cabo de cuatro meses disminuyo su supervivencia, ya que
al estar en constante movimiento y activados constantemente su desgaste de trehalosa fue

mayor, ha permanecido mas tiempo.
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8. CONCLUSION.

Oscheius myriophila tolera tres temperaturas 12, 20 y 27 °C a diferentes tiempos, como lo es
para 20 y 27 °C a 4 meses y para la de 12 °C hasta 6 meses o mas, al contrario de la

temperatura de 8 °C que se vieron perjudicados desde los 15 dias al disminuir en su totalidad.

Asi mismo, obteniendo que a una temperatura de 12 °C su patogenicidad disminuye acorde
al tiempo de almacenamiento, al contrario de las temperaturas de 20 y 27 °C que, aunque
disminuya significativamente a los 150 dias, el porcentaje de patogenicidad que obtuvieron

a los 120 dias nos mostr6 que para su patogenicidad también disminuye con el tiempo.
Por lo tanto, las temperaturas si influye en su tiempo de almacenamiento, asi como en su

supervivencia y patogenicidad. Mostrando que de las tres temperaturas la de 12 °C es la

Optima para almacenarlos a mas de seis meses.
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