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Resumen — Los reservorios con nematodos
entomopatégenos (NEPs) han demostrado ser una
alternativa  viable para el almacenamiento y
supervivencia de éstos; sin embargo, un inconveniente es
su liberacion de dichos reservorios. Por lo tanto, este
trabajo tiene como objetivo evaluar el nivel de
rehidratacion y la disgregacion mecanica del reservorio
para la liberacién de NEPs Steinernema glaseri. El nivel
de rehidratacion se realizd6 mediante seis tiempos de
permanencia de los reservorios (0, 10, 20, 30, 40 y 50 s)
en una cémara nebulizadora. Posteriormente, se
determing la capacidad de absorcion méxima de aguay la
cohesion microestructural del reservorio en funcion del
nivel de rehidratacion. La disgregacion mecéanica se
evaluo con cuatro energias potenciales de 0.2, 0.4, 0.6 y
0.8 m, Por altimo, la infectividad de los NEPs liberados
del reservorio se evalud con larvas del Gltimo instar de
Galleria mellonella. Los resultados mostraron que el
reservorio necesita un nivel de rehidratacién mayor a
326.2 pL de agua para comenzar su disgregacion,
teniendo una capacidad de absorcién maxima de agua del
90.90%. La cohesion microestructural del reservorio sin
rehidratar fue 711 Pa, la cual se increment6 con el nivel
de rehidratacidn, alcanzando una valor méximo de 796
Pa. Asi mismo las energias de 0.6 y 0.8 m fueron capaces
de lograr una disgregacién mecanica del reservorio. Un
nivel de rehidratacién de 326.2 uL con una energia de
disgregacion mecanica de 0.6 m provoco la liberacion del
100% de NEPs, los cuales lograron una infectividad
méaxima del 95% sobre larvas de Galleria mellonella. Los
resultados de esta investigacion muestran la viabilidad
del uso de reservorios para la aplicacion de los NEPs
como agentes de control bioldgico.

Palabras Clave: liberacion, nematodos, infectividad,
patogenicidad.

Abstract — Reservoirs with entomopathogenic
nematodes (EPNSs) have shown to be a viable alternative
for their storage and survival; however, one disadvantage
is their release from such reservoirs. Therefore, this work
aims to evaluate the level of rehydration and mechanical
disintegration of the reservoir for the release of EPNs
Steinernema glaseri. The level of rehydration was
achieved using six permanency times of reservoirs (0, 10,
20, 30, 40, and 50 s) in a nebulizer chamber.
Subsequently, the maximum water absorption capacity
and the microstructural cohesion of the reservoir were
determined based on the level of rehydration. The
mechanical disintegration was evaluated with four
potential energies of 0.2, 0.4, 0.6, and 0.8 m. Finally, the
infectivity of the EPNSs released from the reservoir were
evaluated on Galleria mellonella last instar larvae. The
results showed that the reservoir needs a level rehydration
higher than 326.2 uL of water to begin its disintegration,
having a water absorption capacity of 90.90%. The
microstructural cohesion of the unrehydrated reservoir
was 711 Pa, which increased with the level of
rehydration, reaching a maximum value of 796 Pa.
Likewise, the energies of 0.6 and 0.8 m were able to
achieve a mechanical disintegration of the reservoir. A
level rehydration of 326.2 pL with a mechanical
disintegration energy of 0.6 m caused the EPNs release of
100%, which achieved a maximum infectivity 95% about
Galleria mellonella. The results of this research show the
feasibility of using reservoirs for the application of NEPs
as biological control agents.

Key words - Release, nematodes, infectivity,
pathogenicity

INTRODUCCION
La exigencia de cultivos con rendimientos cada vez
mayores, el aumento en las utilidades de la produccién
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agricola y las previsiones de una produccion insuficiente
de alimentos han encaminado al uso indiscriminado y
excesivo de pesticidas quimicos para el control de plagas
[1]. Los problemas ambientales asociados al uso de
pesticidas como consecuencia de su persistencia en el
tiempo y su no biodegradacion ocasiona que se acumulen
en el suelo, filtrandose hacia las aguas subterraneas y
contaminandolas. Asi mismo, las plagas tienden a
aumentar su resistencia, mitigando la poblacién de los
organismos no objetivo como insectos benéficos y
favoreciendo la proliferacion de plagas secundarias [2, 3].
En esta direccion, un método amigable con el medio
ambiente para la mitigacion de plagas es el control
biologico que dentro de sus ventajas se encuentran: la
nula resistencia de las plagas al agente de control, no
existen problemas con intoxicaciones y la relacion
costo/beneficio es redituable [4, 5].

El control bioldgico hace uso de una amplia gama de
organismos, entre los que se incluyen los neméatodos
entomopatogenos (NEPS); sin embargo, su uso no se ha
generalizado para el control de plagas agricolas debido a
diversas limitantes para su reproducciéon masiva y baja
supervivencia en condiciones de almacenamiento [6]. Por
lo que diversas formulaciones de NEPs han sido
desarrolladas con la finalidad de conservarlos por
periodos de tiempo méas amplios, dentro de las cuales se
encuentran las esponjas, soluciones acuosas, formulacion
en cadaveres o en insectos de cuerpo duro [7, 8].

Un avance en la tecnologia de formulacion fue el
desarrollo de reservorios de material granular, como una
proteccion de los NEPs ante los factores abidticos del
medio ambiente como son los rayos UV, la humedad
ambiental y la temperatura [9]. La manufactura de
reservorios con NEPs se ha realizado mediante una
produccion mecanica [10] la cual ha demostrado mejorar
la estabilidad y tiempo de supervivencia de NEPs de la
especie Steinernema glaseri, los cuales han presentado
resultados favorables para el control de diversas plagas
[11] entre ellas la gallina ciega (Phyllophaga vetula) que
afecta a los cultivos del maiz [12]. A pesar de los avances
en la formacién de reservorios granulares para NEPs, alin
falta un procedimiento adecuado y eficiente para la
liberacién de los NEPs de dicho reservorio. En este
contexto, el presente trabajo de investigacion tiene como
objetivo evaluar el nivel de rehidrataciéon (NR) y la
disgregacion mecanica (DM) del reservorio para la
liberacion de NEPs S. glaseri.

DESARROLLO

Materiales

Los nematodos entomopatogenos S. glaseri utilizados
fueron proporcionados por el laboratorio de entomologia
de la Universidad de California campus Davis, los cuales
han sido constantemente reproducidos a través del
método propuesto por Kaya y Stock, [13] utilizando
larvas del Gltimo instar del Galleria mellonella como

hospedero. Para esta investigacion, se emplearon NEPs
S glaseri con una edad no mayor a 14 dias y almacenados
en agua bidestilada a una temperatura de 11 + 1 °C previo
a su formulacion. EI material granular para la formulacion
de los NEPs fue tierra de diatomeas (TD) Celite® 209, el
cual es idoneo para el encapsulamiento de organismo
vivos [9].

Formulacion de los NEPs

La manufactura de los reservorios para los NEPs se
realiz6 con base en lo propuesto por Matadamas et al. [10]
empleando una maquina encapsuladora de NEPs, la cual
se oper6 con los siguientes parametros: velocidad de
rotacion del disco compactador de 87 rpm, angulo de
inclinacion del compactador de 35.7° y un tiempo de
permanencia de 90 s del reservorio en el disco de
compactacion.

Se empled agua bidestilada como componente Unicos de
la solucion acuosa con una dosificacion de 1000 + 50
NEPs S. glaseri en 200 £ 5 pL de agua bidestilada [14].

Nivel de rehidratacion del reservorio

La prueba de rehidratacion se realiz6 en una camara
nebulizadora de 50 x 50 x 50 cm que tiene dos pistolas de
aspersion con diametro de boquilla de 1 mm y una presion
de operacién 0.061 —0.12 MPa, para arrojar gotas de agua
con un didmetro de 50 — 100 um. Sobre la cAmara se
monto6 una balanza analitica OHAUS® con una presion
de 0.01 g, a la cual se le fijo un anillo metalico de 310
mm y sobre éste se colocd el reservorio. El nivel de
rehidratacion (NR) se basé en el tiempo de permanencia
del reservorio en la cdmara nebulizadora, los cuales
fueron de 0, 10, 20, 30, 40 y 50 s, donde la balanza
registro la masa del reservorio antes y después de la
rehidratacion.

Una vez que el reservorio fue retirado de la camara
nebulizadora, éste se dej6 en reposo a temperatura
ambiente durante 90 minutos [15]. Posteriormente, se
registré la masa del reservorio rehidratado y la capacidad
de absorcion méxima de agua (CA) se determind
mediante la ecuacion 1.

cA=2—1 Ec. (1)

Donde:

CA = capacidad de absorcion maxima de agua (%).
W = masa del reservorio rehidratado (g).
Wy = masa del reservorio sin rehidratar (g).

Cohesidn microestructural del reservorio

Un reservorio se rehidratd en la cdmara nebulizadora
durante los tiempos previamente mencionados e
inmediatamente después se colocado en una celda Jenike
modificada. Con dicha celda se determind la fuerza
necesaria para que el reservorio fallard por esfuerzo
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cortante. Posteriormente, la cohesién
microestructural del reservorio (CM) se calcul6 con base
en la ecuacion 2.

CM = — Ec. (2)

Donde:

CM = Cohesidn microestructural (Pa)

F = Fuerza necesaria para el reservorio falle por esfuerzo
cortante (N)

At = Area de la seccion transversal del reservorio (m?)

Disgregacion mecanica del reservorio

La prueba de disgregacion mecanica se realizd con base
en la metodologia propuesta por Jinsheng Fu et al. [16]
que consisti6 en proporcionar cuatro energias potenciales
de 0.20, 0.40, 0.60 y 0.80 m al reservorio para
posteriormente dejarlo caer a un suelo agricola seco cuya
granulometria fue: 90.4% de arena, 5% de limo y 4.6%
de arcilla. Antes y después de la prueba se determiné la
masa del reservorio en una balanza analitica marca
OHAUS® con una sensibilidad de 0.01 g.
Posteriormente, la relacién de disgregacién mecénica
(DM) se determind con la ecuacion 3:

DM = — Ec. (3)

Donde

DM = Disgregacion mecénica
M = Masa del reservorio después de la prueba (g)
Mo = Masa del reservorio antes de la prueba (g)

Emergencia de los NEPs

Reservorios a los cuales se les aplicaron pruebas de
rehidratacion y disgregacién mecanica fueron puestos en
una caja Petri en cuyo interior se coloc6é papel filtro
Whatman No 1 humedecido con 1 mL de agua
bidestilada. Los NEPs que lograron emerger del
reservorio se deslizaron por el papel filtro y la caja Petri
se llev6 a un microscopio estereoscopio para contabilizar
los NEPs liberados mediante el método propuesto por
Cheny Glazer, [17].

Evaluacion de la infectividad de los NEPs liberados.
La prueba de infectividad consistio en colocar un
reservorio con la menor energia para lograr una DM
significativa en una trampa White para posteriormente ser
rehidratado con tres diferentes niveles. Junto con el
reservorio se introdujo una larva de G. mellonella.
Después de 72 h las larvas que murieron fueron retiradas
y colocadas en una caja Petri para verificar que su muerte
haya ocurrido a causa de los NEPs.

Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se realiz6 mediante un
ANOVA vy las diferencias significativas con la prueba de
Tukey. Lo anterior empleando el software SPSS®.

DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

Rehidratacion y capacidad de absorcién del
reservorio de NEPs

En la Figura 1a se observa el NR de reservorio en funcién
del tiempo de permanencia en la camara nebulizadora,
donde el NR incrementa con el transcurso del tiempo. La
Figura 1b ilustra el efecto del NR en la masa de
reservorio. Los resultados indican que la masa del
reservorio aumenta con el NR hasta alcanzar una masa
maxima de 0.65 g con un NR de 326 pL. Posteriormente,
el aumento en el NR produce una pérdida de masa en el
reservorio debido a que éste se satura comportandose
como un fluido [18] y por consiguiente ocurre la
disgregacion por rehidratacion del reservorio llegando a
tener una masa de 0.25 g y 0.05 g para los NR de 470 y
625 pL, respectivamente.
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Figura 1. a) Nivel de rehidratacion del reservorio con
base en el tiempo de permanencia en la camara
nebulizado y b) efecto del nivel de rehidratacion en la
masa del reservorio.

La masa inicial y final antes de la disgregacion por
rehidratacion y la CA del reservorio son presentados en
la Tabla 1. Los resultados indican que el reservorio de
NEPs es capaz de absorber una cantidad significativa de
agua respecto a su masa, lo cual es debido a que esta
manufacturado con TD que es un material arcilloso capaz

Fecha de Recepcion: 16 de agosto de 2023 | Fecha de Aceptacion: 16 de octubre 2023

IPSUMTECS | Volumen 6 — N° 6 | julio — diciembre 2023



EDUCACION @um‘;«gm &

d#iPSUNMTEC

ISSN: 2594 - 2905

de absorber y adsorber agua. No obstante, Picasso, [19]
menciona que es la absorcion el principal fendmeno para
la retencion de agua.

Si bien la CA del reservorio es cercana al 100%, es
importante mencionar que su masa es tan solo de 31 g;
por lo tanto, la cantidad de agua absorbida por éste es del
orden de los microlitros, cantidad de agua que puede ser
encontrada en diversos suelos agricolas durante la
temporada de lluvias [20-22].

Tabla 1. Capacidad de absorcion maxima de agua del
reservorio de NEPs.

Masa Masa
inicial D.E. Final | D.E. (%/OA)
(9) ()
0.32 0.02 0.65 0.03 | 90.90

D.E. = Desviacion estandar; CA = Capacidad de absorcién
maxima de agua

Cohesion microestructural de reservorio de NEPs

El efecto del nivel de rehidratacion de la cohesion
microestructural (CM) del reservorio es mostrado en la
Figura 2, donde las medias que no comparte una letra son
significativamente diferentes.
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Figura 2. Cohesién microestructural del reservorio en
funcion del nivel de rehidratacion.

Es importante sefialar que el comportamiento de la CM es
semejante a la disgregacién por rehidratacion del
reservorio, ambas consecuencia del material arcilloso con
el cual esta elaborado dicho reservorio. La cohesion de un
material arcilloso se incrementa hasta un maximo y luego
decrece rapidamente al ir aumentando el contenido de
humedad en éste [23]. Lo anterior es debido a que la
cohesion es funcion del espesor de la pelicula de agua,
conocida como “film”, que rodean a las particulas
arcillosas del reservorio. La teoria del film menciona que
un exceso de agua en los materiales arcillosos provoca el
incremento del grosor del film, ocasionando un aumento
de las cadena de puentes de hidrogeno y por ende el
espacio entre las particulas de arcilla [24], motivo por el
cual la masa del reservorio incrementa, tal como mostro

los resultados de rehidratacion. Conforme el reservorio
sigue rehidratando, la capa de agua ocasiona un
deslizamiento de las particulas arcillosas, y por con
siguiente la masa del reservorio se vuelve viscosay laCM
entre ellas decrece rapidamente hasta ocasionar una
disgregacion por rehidratacion.

Los resultados anteriores indican que el reservorio de
NEPs necesita una cantidad de agua semejante a la de su
propia masa para que la CM del reservorio decrezca, su
estructura falle y finalmente se disgregue por
rehidratacion.

Disgregaciéon mecéanica

La Figura 3 ilustra los resultados de la relacion de
disgregacion mecéanica (DM) del reservorio donde las
medias que no comparte letra son significativamente
diferentes.
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Figura 3. Relacién de disgregacion mecanica del
reservorio de NEPs

Los resultados indican que para una energia de 0.2 y
0.4 m, la DM de reservorio es cercano a uno, es decir, que
éste permanecié practicamente sin alterar. Para las
energias de 0.6 y 0.8 m, las DM del reservorio fueron
significativamente diferentes en comparacion de las
energias de 0.2 y 0.4 m; no obstante, semejantes entre
ellas. Lo anterior indica que para lograr una DM del
reservorio de NEPs es necesario una energia minima de
0.6 m, que en la practica puede ser aplicada al ser una
cantidad menor a la altura promedio de un ser humano.
Una vez conociendo las cantidades de NR y DM
necesarias para ocasionar una falla de la estructura del
reservorio, es preciso conocer el efecto de la interaccion
de ambas sobre la liberacion de los NEPs. Dichos
resultados se presentan a continuacion.

Emergencia de los NEPs

La Tabla 2 muestra los porcentajes de NEPs que
emergieron del reservorio con la interaccién de la
disgregacion por rehidratacion y DM. Los datos indican
gue en un reservorio sin rehidratacion la emergencia de
los NEPs es nula. Cuando el NR incrementa de 0 a 326
pL el porcentaje de NEPs también aumenta. Sin embargo,
cuando el reservorio sigue rehidratandose el nimero de
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NEPs liberados decrece. Lo anterior puede ser debido al
aumento en la CM y el posterior comportamiento plastico
de reservorio, los cuales pueden dificultar la movilidad y
posterior emergencia de los NEPs.

Tabla 2. Porcentaje de NEPs liberados del reservorio
debido a su NRy DM.

Nivel Disgregacion mecanica
de (m)
rehidratacion

(uL) 0.2 04 | 06 0.8
0 0 0 0 0
64 37 33 | 32 39
190 45 49 | 46 50
326 77 91 100 97
470 51 85 56 39
626 55 58 52 54

Continuado con el andlisis, la interaccion de la
rehidratacion con la DM provoca diversos resultados en
la liberacién de los NEPs, siendo aquella con un NR de
326 puL y energia de 0.6 m la que induce un 100% NEPs
emergidos. No obstante, cuando el NR incrementa a mas
de 326 pL y en combinacién con cualquier DM la
emergencia de NEPs decrece a porcentaje cercano al
50%. Estos dos mecanismo para la liberacion de NEPs de
reservorios granulares presentan mejores resultados que
otras  formulaciones; por  ejemplo, diversas
investigaciones de NEPs formulados en gel han reportado
problemas para la liberacién debido a las dificultades para
la disolucidn de dichos geles [25].

Los resultados obtenidos muestran la viabilidad del uso
de reservorios con NEPs para su liberacion; no obstante,
se debe de tener en cuenta que el factor principal es la
rehidratacion.

Infectividad de los NEPs liberados del reservorio
Para la pruebas de infectividad se tomd en cuenta los NR
de 64,326 y 626 pL junto con una energia de 0.6 m para
la DMy los resultados son mostrados en la Figura 4.

Los datos indican que el mayor porcentaje de infectividad
fue cuando el reservorio tuvo un NR de 326 pL y una DM
de 0.6 m, lo cual concuerda con los resultado de
liberacion de NEPs, ya que la combinacion de estos
factores ocasiono la mayor emergencia de S. glaseri. El
mismo nivel de DM y una rehidratacion de 626 pL
producen una infectividad del 60%, mientras que una
rehidratacion de 64 uL logra una infectividad maxima del
50%.

m [nfectividad

Porcentaje
o
o

64 326 626
Nivel de rehidratacion (uL)

Figura 4. Infectividad de los NEPs
S. glaseri emergidos del reservorio.

Los resultados de la presente investigacién muestran que
la rehidratacion y la disgregacién mecénica del reservorio
no afecta negativamente la infectividad de los NEPs; por
lo tanto, se puede afirmar que la formulacion mediante
materiales granulares es una opcion viable para el
almacenamiento, transporte y aplicacién de S. glaseri
como agentes de control bioldgico.

CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en la investigacion,
las siguientes conclusiones pueden ser mencionadas.

e Ladisgregacion por rehidratacion del reservorio
de NEPs se logra con un nivel de rehidratacion
mayor de 326 pL.

e La capacidad de absorcion maxima de agua del
reservorio es de 90.90%.

e La cohesi6on microestructural del reservorio
aumenta conforme se rehidrata alcanzando un
valor méximo 796 Pa. Posteriormente, la
cohesion decrece rapidamente debido a su
disgregacion por rehidratacion.

e La energia minima para la disgregacion
mecénica del reservorio es de 0.6 m.

e La interaccion entre un nivel de rehidratacion de
326 pL y una energia de disgregacion mecanica
de 0.6 m produce una emergencia del 100% de
los NEPs del reservorio.

e Los NEPs S. glaseri mostraron una infectividad
del 95% sobre larvas del dltimo instar de G.
mellonella.

e Las disgregaciones por rehidratacion 'y
mecdnica  del reservorio no  afectan
negativamente la infectividad de los NEPs
S. glaseri.

e Se necesitan investigaciones futuras en campo
respecto al efecto de la rehidratacién y
disgregacion mecénica en la patogenicidad de
los S glaseri sobre larvas de gallina ciega
(Phyllophaga vetula).
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e Se necesitan investigaciones futuras en campo
para conocer los posibles efectos ambientales
como cambios de temperatura, radiacion UV y
humedad del suelo en la liberacion e infectividad
de los NEPs S. glaseri liberados del reservorio.
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