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RESUMEN

Las interacciones entre los organismos forman parte de la ecologia aplicada,
y su entendimiento es fundamental en la solucién de problemas referentes a
plagas. Debido a que las moscas de la fruta representan una seria fimitacién para
el desarrollo de la fruticultura, se investigd la interaccién de dos agentes
entomopatdgenos, sobre diversos estados de desarrollo de las moscas de la fruta y
otros organismos no blanco. Tuvo como objetivo fundamental desarrollar nuevas
alternativas de control, basadas en principios mas sustentables. Los aspectos
abordados fueron: (i) el efecto toxico y patoldgico de las toxinas de Bacilus
thuringiensis Berliner en larvas y adultos, (ii) el efecto del parasitismo de los
nematodos Heterorhabditis indica (Poinar) y Steinernema feltiea (Filipjev) en
larvas, pupas y adultos emergiendo a través del suelo tratado con nematodos, (iii)
el efecto de las caracteristicas fisicas del suelo y otros factores abidticos en la
capacidad parasitica del nematodo S. feftiae, (iv) el impacto de estos agentes
entomopatdgenos y el insecticida Diazindn sobre organismos no blanco presentes
en el suelo bajo condiciones de campo.

Se determiné que la p-exotoxina de B. thuringiensis es altamente téxica a
las iarvas de las tres especies de moscas de la fruta. La concentracidn ietal
cincuenta (CLso) fue de 0.641, 0.512 y 0.408 rg/cm? de papel filtro para
Anastrepha ludens (Loew), A. obligua (Macquart) y A. serpentina (Wied.),
respectivamente. A medida que se incrementd la concentracidn de la toxina,
disminuyd la formacion de pupas normales, pero no se observd dafio a nivel
cuticular y los adultos obtenidos de larvas tratadas no registraron efecto negativo
aparente en su longevidad y capacidad reproductiva. En cambio, la d-endotoxina
registré poca actividad biolégica sobre los adultos de las mismas especies.

Con respecto a los nemdtodos, cuando se aplicaron en suspension sobre la
superficie del suelo, el mayor parasitismo tanto de larvas jévenes como maduras
ocurrio en recipientes de 2 cm de profundidad en arena con 10% de humedad. Las

larvas jovenes fueron mas susceptibles que las maduras. El parasitismo por H.




indica fue mas uniforme en las tres profundidades evaluadas (2, 5 y 8 cm),
comparado con S. feftiae, que disminuyd a medida que la profundidad del
hospedero fue mayor. No hubo diferencia en la mortalidad iarvaria de A. ludens
cuando los estados infectivos de S. feftiae se aplicaron antes o después de las
larvas, en suelo de textura areno-arcillosa con 15% de humedad. Las pupas de A.
fudens de 5 y 12 dias de edad no fueron susceptibles al ataque de S. feffiae,
aungue se registré 10% de parasitismo en adultos emergidos y que salieron a
través del suelo tratado con 204 nematodos/cm?.

Cuando se aplicé la CLsp previamente calculada en suelo de textura arenosa,
la mortalidad en las dos edades larvales de A. obligua se increment6 en suelo de
textura areno-arcillosa, observandose una interaccién significativa entre la
profundidad del hospedero y el tipo de suelo.

Con respecto a la temperatura, el parasitismo fue mayor a 25z1°C v a
19+1°C fue menor, en larvas de A. obfigua de 6 y 8 dias de edad. La temperatura
Optima para el parasitismo de larvas de ambas edades se estimd en 26°C a una
profundidad de 7.9 cm con lo que se puede obtener el 91.4 v 61.2% de
parasitismo en larvas de 6 y 8 dias de edad, respectivamente.

En condiciones de campo, el parasitismo de los nematodos en larvas de A.
ludens fue ligeramente menor al observado en laboratorio con la misma cantidad
por superficie, y fue mas eficiente 5. feftiae que H. indica, sin que los organismos
de prueba se vieran afectados por la presencia de ellos y de la B-exotoxina. En
cambio, el Diazindn resultd altamente toxico a las larvas de A. /fudens y al
parasitoide Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead), y fue moderadamente
tdxico a las larvas de estratidmidos y a la lombriz de tierra.

Los resultados indicaron que la B-exotoxina de B. thuringfensis y estas
especies de nematodos tienen potencial como agentes de control para larvas de
moscas de la fruta, especialmente en ecosistemas tropicaies con temperaturas
calidas y alta humedad.




SUMMARY

The interactions between organisms are an essential part in applied ecology
and it's understanding is very important to give solutions to problems with pests.
Due to fruit flies are a serious threat to the fruit culture, the interaction between
two entomopathogens agents and several developmental stages of fruit flies, and
other non-target organisms, was investigated. The main objective of this research
was to develop new strategies of control, based in sustainable principles. The
following aspects were studied: (i) the pathological and toxic effects of Bacilus
thuringiensis (Berliner) toxins on fruit fly larvae and adults, (ii} the effect of
parasitism by the nematodes Heterorhabditis indica (Poinar) and Steinernema
feltiea (Filipjev) in larvae, pupae and adults following treatment of the soil with
preparasitic nematodes, (iii) the effect of abiotic factors and physical soil
characteristics on the parasitic capacity of S. feftiae, and (iv) the impact of these
biological entities and the synthetic insecticide Diazinon on non-target soil
organisms under field conditions.

The B-exotoxin was observed to be highly toxic to three species from the
genus Anastrepha. The lethal concentration (LCsp) was 0.641, 0.512 and 0.408 ug
of toxin/cm? of filter paper for third instar Anastrepha ludens (Loew), A. obliqua
(Macquart) and A. serpentina (Wied.), respectively. Increasing concentration of -
exotoxin was associated with a decrease in the proportion of normally formed
pupae, although no pathological effects were observed in the histology of the
pupal cuticle and no adverse sublethal effects were detected in the longevity and
reproductive capacity of adult survivors from p-exotoxin treatments. In contrast,
the &-endotoxin showed little biological activity towards the adult stages of the
same species.

Following surface application of a suspension of preparasitic nematodes, the
greatest prevalence of parasitism was observed in early and late instar larvae held
in containers with a 2 cm depth of sand and a 10% moisture content. Early instars
were more susceptible to parasitism than older instars. The prevalence of




parasitism by A. /ndica was more uniform at the three soil depths tested (2, 5 and
8 c¢cm) for compared to S. feltiae for which parasitism decreased markedly with
increasing soil depth.

The prevalence of mortality of A. /udens larvae did not change significantly
when the infective nematode stages were applied before or after infestation of soil
(sandy-clay soil, 15% moisture) by host larvae. Five and 12-day old pupae of A.
ludens were not susceptible to attack by S. feftiae although 10% parasitism was
observed in adults that emerged from soil previously treated with 204
nematodes/cm?.

Following application of the LCsp concentration of nematodes previously
calculated for sandy soil, the mortality of two larval ages increased in sandy-clay
soil and a significant interaction between host depth and soil type was detected.

The prevalence of parasitism was highest at 25+1 °C and lowest at 19+1 °C
in 6 and 8-day old larvae. The optimal temperature for parasitism was calculated
as 26°C at a soil depth of 7.9 ¢m, wherein the prevalence of parasitism was
predicted to be 91.4 and 61.2% for 6 and 8-day old larvae, respectively.

In the field, parasitic activity was slightly lower than that observed in the
laboratory and S. feftiae was found to be more efficient than H indica.
Experimental organisms were not affected by the presence of one another or the
presence of B-exotoxin from B. thuringfensis. In contrast, the insecticide Diazinon
proved to be highly toxic to A. /Judens larvae and to the fruit fly endoparasitoid,
Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead), and was moderately toxic to larvae of
soldier flies (Stratiomyidae) and earthworms.

The results indicate that the p-exotoxin of B. thuringiensis and these species
of nematodes have potential for the biclogical control of Anastrepha fruit flies,
especially in tropical agroecosystems with high temperatures and high humidity.
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I. INTRODUCCION

El género Anastrepha Schiner (Diptera: Tephritidae) es nativo del
continente americano e incluye a numerosas especies de moscas de la fruta
cuyos hospederos primarios son frutos silvestres. Después de la introduccion a
América de especies exdticas de frutales tales como los citricos y el mango, las
moscas de la fruta se han convertido en plagas de considerable importancia,
por lo que en México son consideradas de interés publico (SARH, 1991). Las
larvas de las moscas de la fruta abandonan el fruto y estan en contacto con el
suelo por un lapso de hasta de 24 h antes de pupar, y el periodo de pupacién lo
realizan en el suelo en un tiempo de 15 dias aproximadamente, dependiendo en
gran medida de las condiciones ambientales (Aluja, 1984).

Se han puesto en practica diversos métodos de control, incluyendo el uso
de cebos con insecticidas para matar adultos en follaje o la aplicacién al suelo
para matar larvas o adultos recién emergidos. Las aplicaciones de insecticidas al
suelo como el Diazindn, se han considerado como una tactica que puede
contribuir al manejo integrado de las moscas de la fruta (Penrose, 1993). Sin
embargo, esta practica pone en riesgo [a microbiota del suelo debido al amplio
espectro de éste y otros insecticidas que se utilicen, por lo que surge como
prioridad la busqueda de métodos alternativos que sean efectivos para el
control de dichas plagas y con menor impacto ambiental,

Entre los productos bioracionales mas prometedores se encuentran la p-
exctoxina y la 8-endotoxina producidas por la bacteria Bacillus thuringiensis
Berliner, y los nematodos entomopatdgenos. La B-exotoxina es producida vy
secretada al medio de cultivo durante la fase activa del crecimiento vegetativo
de la bacteria. Cabe aclarar que no todas las cepas tienen la capacidad de
producirla, y se reporta su asociacion con los plasmidos que codifican para la 8-
endotoxina (Levinson et al, 1990). Se caracteriza por ser estable al calor,
soluble en agua, dializable y no se degrada facilmente ante la presencia de la
luz ultravioleta (Hitchings, 1967). Ademas se ha comprobado que es tdxica a
varias especies de insectos en diversos drdenes (Bugerjon, 1974), aungue su

efectividad es mayor contra larvas de dipteros en donde actila por contacto,




pero también puede actuar por via oral y por inyeccion (Sebesta ef af, 1981).

En cambio, para que la é-endotoxina tenga un efecto patotdxico es necesario

que el insecto la ingiera, una vez que el cristal se encuentra en la parte del

intestino medio es disuelto por la alta alcalinidad del liguido que ahi se
encuentra.

Llos géneros de nematodos entomopatogenos Steinernema vy
Heterorhabditis son organismos que habitan y persisten en el suelo, efectivos
en ambientes hiimedos contra una gran gama de plagas del suelo (Kaya,
1985). Ejercen un excelente nivel de parasitismo en larvas de varias especies
del érden Lepidoptera, principalmente defoliadores, cuando se han aplicado en
ambientes con alta humedad y temperaturas moderadas como los invernaderos
(Glazer y Navon, 1990). En algunos experimentos realizados con larvas de
algunas especies de moscas de la fruta se ha comprobado que inducen buenos
niveles de parasitacion, por lo que no se descarta la posibilidad de que retnan
los atributos como agentes alternativos para el control de larvas de moscas de
la fruta, tomando en consideracion que parte de su ciclo biolégico la pasan en
el suelo.

Por las razones anteriormente expuestas, el presente trabajo se realizé
para cumplir los siguientes objetivos:

1.- Evaluar los niveles de toxicidad y algunos efectos subletales que la
B-exotoxina presenta sobre larvas de tercer estadio y adultos de Anastrepha
ludens, A. obliquay A. serpentina, asi como el efecto a nivel de
cuticula.

2.- Determinar la patogenicidad de 3-endotoxina en adultos de A. /udens, A.
obliguay A. serpentina.

3.- Estudiar el potencial de dos especies de nematodos entomopatdgenos
para parasitar larvas, pupas y adultos de las mismas tres especies de
moscas de la fruta.

4.- Observar el comportamiento de estos agentes de control sobre la mosca
mexicana de [a fruta en condiciones de campo.

5.- Cuantificar el impacto de estas toxinas y de los nematodos entomopatd-

genos sobre organismos no blanco en condiciones de campo.




6.- Estimar el nivel de parasitacion de las dos especies de neméatodos bajo
condiciones de campo.
7.- Determinar el efecto de algunos factores abidticos como son la temperatura

y la textura del suelo sobre la capacidad parasitica del nematodo S, feftize.




I1. LITERATURA REVISADA
2.1. Biologia y ecologia de las moscas de Ia fruta

La familia Tephritidae es una de las familias mas grande de los dipteros
acaliptrados, actualmente cuenta con mas de 500 géneros vy alrededor de 4,000
especies descritas (White y Elson-Harris, 1992). Las larvas se alimentan, sin
excepcion, de los tejidos vivos de las plantas, utilizando como refugio y
alimento diversas estructuras como son frutos, semillas, flores en desarrollo y
tallos. Esta familia comprende seis géneros de importancia econdmica por la
asociacion que tienen con plantas cultivadas, éstos son: Anastrepha, Ceralitis,
Rhagoletis, Dacus, Toxotripanay Bactrocera.

El género Anastrepha es uno de los grupos mas grandes, diversos y de
mayor importancia economica de moscas de la fruta en América (Aluja, 1994).
Actualmente cuenta con 197 especies descritas (Norrhom et a/,, 2000). De este
complejo de moscas de la fruta, en México destacan cinco especies
(Hermandez-Ortiz y Aluja, 1993) por la relacién que presentan con cultivos de
alto valor comercial, éstas son: Anastrepha ludens (Loew), A. obligua
(Macquart), A. serpentina (Wiedemann), A. striala (Schiner) y A. fraterculus
(Wied.). La distribucion de estas especies va desde el sur de Estados Unidos de
América hasta el norte de Brasil. En México se localizan en las regiones
tropicales y subtropicales de ambas planicies costeras, asi como en algunas
regiones templadas de algunos estados de la regidn central, en donde estan
atacando a diferentes especies de frutales de importancia econdmica (Norrbom
y Kim, 1988; Hernandez-Ortiz y Aluja, 1993). Estos dipteros presentan una gran
capacidad de adaptacidn al medio, lo que les permite proliferar en cualquier
area fruticola y ampliar constantemente su rango de hospederos.

Durante su ciclo de vida pasan por las fases de huevo, larva, pupa y
adulto. La duracién de cada una de ellas depende directamente de las
condiciones ambientales de cada lugar. Los principales factores biéticos y
abidticos que influyen en el ciclo de vida de los tefritidos son el alimento,

temperatura, luz, substrato de oviposicion y pupacion, vegetacién nativa,




enemigos naturales y humedad (Bateman, 1972; Aluja, 1994). El ciclo de vida
se desarrolla de la siguiente manera: una hembra fecundada inserta su
ovipositor en un fruto adecuado y oviposita una serie de huevos por debajo de
la cascara, en el mesocarpio. Del huevo eclosiona una larva que se alimenta de
la pulpa hasta completar tres estadios larvarios, el dltimo conocido como larva
madura. Al completar esta fase de su desarrollo, la larva esta en condiciones de
transformarse en pupa para lo cual sale del substrato de alimentacidon y se
entierra en el suelo a profundidades gue varian entre los 2 y 5 cm cubriéndose
con la dltima muda que es lo que se conoce como pupario. El tiempo que
transcurre desde huevo hasta el nuevo adulto es de 40 a 45 dias, aunque
depende en gran medida de las condiciones ambientales que prevalezcan en la
region (Celedonio-Hurtado et a/, 1988; Aluja, 1994).

2.2. Importancia econdmica de las moscas de la fruta

Los dahos causados por fas moscas de la fruta pueden ser directos,
como la presencia de larvas en el interior del fruto y efectos por la ovipostura, o
indirectos, limitando la comercializacién de la fruta debido a las restricciones
cuarentenarias que imponen los paises importadores. En la mayoria de los
paises latinoamericanos y del Caribe, las pérdidas en la produccién fruticola
varian alrededor del 25%. En algunas épocas del afio, el dafio puede ser hasta
del 80% (Enkerlin ef a/, 1989), pero algunas especies, como A. fudens y
Ceralitis capitata Wied. pueden llegar a causar dafios que varian de 10 al 40%
(Gutierrez, 1995). En el caso del mango, los dafos directos por A obligua
pueden ser extremadamente altos si no se realiza ninguna medida de control
(Aluja et af., 1996).

En México se cultivan alrededor de 1.3 millones de hectareas que
corresponde a 32 especies de frutales con una produccién anual superior a los
once millones de toneladas. De dicha superficie, aproximadamente 700,000
hectareas estan cultivadas con especies fruticolas que constituyen los
hospederos mas importantes para las moscas de la fruta. Destacan por su

importancia economica los siguientes cultivos: naranja dulce (Gitrus sinensis L.),




toronja (C. decamana L.), mandarina (C. reticu/ata L.), mango (Mangifera indica
L.), guayaba (Psidium guajava L.), durazno (Prunus persica Natsh), chicozapote
(Achras sapota Mill.), mamey (Calocarpum sapote Merr.) y ciruela mexicana
(Spondias mombin 1.), frutales que resultan susceptibles de ser atacados
frecuentemente por A. ludens, A. obliquay A. serpentina. Por tal motivo este
complejo de plagas siempre esta sujeto a exhaustiva investigacion con el objeto
de desarrollar e incorporar tecnologias que permitan hacer un manejo integrado
que minimice el dafio y reduzca los costos, tanto econdmicos como de salud y

ambientales.
2.3. Métodos de deteccion y de control

Algunas especies causan serios dafios en frutales de importancia
econdmica como es el caso del mango y los citricos, por lo que es fundamental
conocer su presencia y abundancia oportunamente (Celedonio-Hurtado ef af,
1995; Aluja et a/, 1996). Para capturar adultos de moscas del género
Anastrepha se utiliza la trampa McPhail de vidrio, cebada con un atrayente
liguido de tipo alimenticio (235 cc de agua, 10 cc de proteina hidrolizada y 5 g
de bérax) (Gutiérrez et af,, 1992). La inspeccidn se debe hacer cada 7 dias y no
mas de 14 ya que un mayor tiempo de exposicidén provoca la descomposicidn
de las moscas o la disminucidn del poder atrayente de la trampa (Aluja, 1984);
ademas, en climas calurosos e! liquido se evapora y se seca rapidamente. Una
vez identificadas las moscas de la fruta capturadas, se cuantifican por especie
(o especies) de moscas que son plagas reales del cultivo. Esta cantidad de
moscas por especie o plaga se divide entre el nimero de trampas revisadas y el
nimero de dias que estuvieron expuestas, para proporcionar un indice llamado
MTD (Mosca/Trampa/Dia). Sin embargo, el uso de la trampa McPhail tiene
como inconveniente la dificultad para incorporar elementos visuales que
incrementen la atraccién de las moscas, ademas de lo laborioso que resulta la
inspeccion y recebado, y su fragilidad, lo que trae como consecuencia un mayor
costo de esta actividad y menor eficiencia para iniciar las acciones de control.

Lo antetrior hace prioritario la busqueda de nuevos disefios que sean mas




practicas, de facil manejo y el desarrollo de atrayentes que sean mas eficientes
para la captura de moscas de la fruta (Paxtian ef a/, 2001). A pesar esos
inconvenientes, se sigue utilizando en el monitoreo de pobiaciones de moscas
de la fruta.

Las acciones de control se inician después de que el sistema de
monitoreo refleja la presencia y abundancia de la plaga, principalmente de
aquellas poblaciones gue ponen en riesgo el nivel de infestacion de las frutas
relativamente sanas. Esta actividad se realiza mediante un programa de manejo
integrado puesto en practica por la Campana Nacional Contra Moscas de la
Fruta (SARH, 1991). En este programa se contemplan diversas actividades
como el control cultural y/o mecénico, basado principalmente en la recoleccion,
cosecha y destruccion de los frutos sin valor comercial que sean hospederos de
dichas plagas. El objetivo es eliminar huevos y larvas, para evitar que la
poblacién alcance niveles que pongan en riesgo la sanidad de la fruta (Aluja,
1984, Toledo, 1993).

Dentro de las actividades del manejo agrondmico de los cultivos con
fines de reducir la presencia de moscas de la fruta se considera el mangjo de
las arvenses, el rastreo del suelo, la poda de los arboles después de la cosecha
y la seleccién de variedades de frutales a cultivar (Aluja, 1984; Toledo ef af,
2001).

El control bioldgico se aplica a través de liberaciones inundativas, tanto
en huertos comerciales como en zonas marginales, de adultos del parasitoide
Dichasmimoprha longicaudata Ashmead (Hymenoptera: Braconidae), de esta
forma se reduce de manera significativa la emergencia de adultos de la plaga
(Wong et a/,, 1991; Montoya ef a/, 2000).

La eficiencia de la Técnica del Insecto Estéril (T. I. E.) se ha comprobado
en el control y erradicacion de otras especies de moscas de la fruta (Shiga,
1989; Schwarz et al, 1989; Rull, 1997). Por tal motivo y ante la necesidad de
contar con métodos eficientes de control de plagas en areas extensas, para las
moscas de la fruta de importancia econdmica en México como A /udens, A.
obligua, A. striata'y A. serpentina, se construyd una planta de produccién de

moscas estériles que junto con la planta de produccién de la mosca del




Mediterraneo (Ceratitis capitata Wied.) en el mismo sitio conforman el complejo
bioindustrial mas grande del mundo (SARH, 1995). Actualmente este método
de control se aplica en varios estados de la Replblica Mexicana (Reyes ef al,
2000).

En todo programa de manejo de plagas, el control legal juega un papel
importante. Este se lleva a cabo mediante leyes o normas para regular el
movimiento de productos agropecuarios factibles de ser infestados por moscas
de la fruta. Se aplica mediante cuarentenas, permisos para movilizar frutas
(guias fitosanitarias), certificado de origen, certificado de huertos libres de la
plaga, programas de control obligatorios, etc. Su rango de accidén es muy
amplio, pues comprende acuerdos internacionales, regionales y locales (Aluja,
1984). Con la expedicion de la Norma Oficial Mexicana NOM-029-FITO-1996, se
establecieron los requisitos y especificaciones para la movilizacidn de frutos
hospederos de moscas de la fruta (SAGAR, 1996). La colaboracién de las
autoridades federales, estatales, municipales vy la unién de voluntades de todos
los ciudadanos incluyendo los comercializadores de fruta, es fundamental para
que este método de control de resultados positivos.

Debido a las restricciones en la comercializacién de los frutos, el control
guimico sigue siendo una de las principales herramientas en el manejo de las
moscas de la fruta. Se lleva a cabo mediante aspersiones aéreas o terrestres de
cebos-toxicos constituidos a base del insecticida malatién 57% C. E. + proteina
hidrolizada para matar adultos en follaje (Howell et a/, 1975; Aluja, 1984), o
aplicados al suelo contra larvas o aduitos recién emergidos (Penrose, 1993).

Los huertos comerciales orientados a la produccion de fruta sana y de
éptima calidad para concursar tanto en el mercado nacional como internacional,
deberdn alertarse y aplicar los métodos de control antes mencionados, al
obtener 0.08 de MTD o mas, para impedir que la poblacion de la plaga alcance
niveles de dafio arriba del 5%. Ademas, es importante fomentar los
mecanismos de control para las moscas de la fruta, ya que la erradicacion o
supresion de ellas, le permitira a México ser mas competitivo en materia
fruticola ante un libre mercado (Gutiérrez, 1995). Por tal motivo es importante

buscar alternativas de control que sean eficientes contra la plaga y que tengan




un menor impacto ambiental, actualmente estan en estudio los modificadores
del comportamiento del insecto, la aplicacién de feromonas disuasivas de
oviposicion (Papaj y Aluja, 1993), el posible uso de la ciromacina como reductor
de la fecundidad v fertilidad (Diaz et a/, 1994; Moreno et al., 1994; Pérez et a/,
1999), el empleo del acido giberélico para reducir la sensibilidad de los frutos
(Greany et al, 1994), fomentar la aplicacidn del controi bioldgico con
parasitoides (Montoya ef af, 2000), y desarrollo del control microbiano
(Lindegren et al, 1990; Trujillo, 1995; Martinez ef al, 1997; Alberola et a/,
1999; Castillo ef al, 2000). De estas alternativas, las que se incorporen

contribuiran al manejo de dichas plagas de manera mas racional.

2.4. Microorganismos entomopatdgenos con potencial para el control
de moscas de la fruta

Debido a que el uso de insecticidas ha sido el motivo de muchas
controversias por los dafios que ocasionan a organismos benéficos y a la salud
del hombre (Ehler et af, 1984; Gary y Mussen, 1984; Troetschler, 1984),
aunado a los problemas sociales que se generan cuando se aplica en grandes
extensiones fruticolas (Hawkes y Stiles, 1986), existe la necesidad de buscar
agentes de control eficientes contra la plaga y con menor toxicidad para el
ambiente. En los dltimos afios, tanto la industria y como las agencias
gubernamentales han enfatizado su interés por el uso de microorganismos
entomopatdgenos a manera de bioinsecticidas. Estos patdgenos se pueden
utilizar de la misma forma como se encuentran en la naturaleza, asi como
también habiendo sido manipulados genéticamente para mejorar su actividad
bioldgica (Federici, 1991). Dentro de los entomopatégenos méas estudiados y
prometedores para el control de las moscas de la fruta se encuentran las
bacterias (Robacker ef al, 1996), los hongos (Castillo ef al, 2000) y los
nematodos (Gazit et a/,, 2000). Hasta el momento (nicamente se cuenta con
resultados experimentales, ya que ninguno de estos organismos se aplica en
programas de manejo integrado de las moscas de la fruta, pero es de esperarse

que con los conocimientos que se generen se pueda recomendar un producto




para el control de las moscas de la fruta, cuyo ingrediente activo se derive de

algin microorganismo entomopatdgeno (Toledo, 2000).
2.5. La bacteria Bacillus thuringiensis

Dentro de las bacterias de mayor importancia como alternativa para el
control de insectos se encuentra a Bacillus thuringiensis (Berliner), que con su
acelerada diversificacién de productos a base de ella, es de esperar que dichos
productos dominen el mercado mundial de este tipo de agente de control
(Fietelson et af, 1992). De acuerdo al manual de Bergey's de Bacteriologia
Sistematica (Krieg y Holt, 1984), pertenece a la familia Bacillaceae por su forma
de bastén o barra, y se caracteriza por la presencia de endosporas ovales,
estructura que determinan su resistencia a las condiciones adversas, lo que les
permite preservar su viabilidad durante varios ahos. Cuando las esporas son
introducidas a un ambiente favorable germinan a una forma activa de
produccién que representa el estado vegetativo o de multiplicacidén (Angus,
1971), las cuales poseen propiedades saprofiticas bien desarrolladas por lo que
puede multiplicarse fuera de los insectos (Krieg, 1981).

Las células vegetativas de B. {thuringiensis son Gram-positivas,
unicelulares y baciliformes, de extremos redondeados con un tamafo promedio
de 1 pm de diametro por 2 un de largo. Poseen flagelos peritriticos que la
proveen de motilidad y se reproducen por fisién binaria, llegando a formar
cadenas de 2 a mas células en cultivos de crecimiento vigoroso. Al final del
proceso de multiplicacidn produce una espora y un cuerpo parasporal o cristal
dentro de las células, tanto la espora como el cristal quedan libres al ocurrir la
autdlisis (Pendleton, 1969). Pueden multiplicarse en una gran variedad de
medios de cultivos bacteriolégicos, con un rango de temperatura de 20 a 30° C
que se clasifica como el dptimo para la incubacion. Si las células son ingeridas
por el insecto, el crecimiento de éstas es inhibido por las condiciones alcalinas
del intestino, pero si son introducidas al hemocele se multiplican con facilidad y

llevan a cabo una septicemia {(Angus, 1971).
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2.5.1. La p-exotoxina y la 3-endotoxina

De las toxinas producidas por B. thuringiensis, las mas ampliamente
utilizadas en el control de plagas en cultivos agricolas son la B-exotoxina y la -
endotoxina. La actividad biolégica de dichas toxinas es muy variada, pues
difiere de acuerdo a la especie de insecto de que se trate.

La presencia de la p-exotoxina en B. thuringiensis generalmente se
determina por medio de bioensayos con insectos susceptibles o mediante el uso
de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPCL, por sus iniciales en inglés)
(Campbell ef &f, 1987). El primer reporte que se tuvo acerca de su toxicidad
fue hecho por MacConell y Richards en 1959 (Bond et af, 1971), quienes
inyectaron e! sobrenadante de cultivos bacterianos centrifugados en la regién
pleural de larvas de Gafleria melonefla L. (Lepidoptera: Pyralidae), indicando
que la actividad comienza al parecer en la fase exponencial del crecimiento de
la bacteria y que ademas esa actividad no se pierde al someterla a una
temperatura de 120° C durante 15 minutos en autoclave. También Burgerjon y
de Barjac (1960) reportaron que el sobrenadante fue toxico a varias especies
de lepiddpteros, a Leptinotarsa decemiineata (Say) y a Pristiphora pallipes. Las
caracteristicas de produccion y toxicidad fueron muy similares a la que
describieron MacConell y Richard en 1959. Es com(In encontrarla en la literatura
con los siguientes sinénimos: “MacConell and Richard s factor”, “Heat-stable
toxin”, “thermoestyable toxin”, Bacillus thuringiensis exotoxin”, Thuringiensin,
“fly factor” o “fly toxin” (Bond et af, 1971).

Es un producto extracelular soluble en agua, termoestable a 120° C por
15 minutos, tolerante a la luz ultravioleta y actda por contacto, es decir,
atraviesa la cuticula de los insectos y tiene la caracteristica de ser mutagénica
en insectos de los drdenes Coleoptera, Diptera, Lepidoptera y Orthoptera
principalmente. Su efecto se ha detectado tanto por via oral como por inyeccién
y su actividad biolégica se manifiesta principalmente en larvas, pupas y
ocasionalmente en adultos en donde causa deformaciones teratogénicas (Bond
et al,, 1969; Dulmage, 1981; Sebesta ef a/, 1981).

11




La actividad de fa B-exotoxina, segln Bond ef e/, (1971) se diferencia de
la del cristal porque su actividad persiste después de someterfa a un proceso de
esterilizacion a 120°C durante 15 minutos, ademas el espectro de insectos
afectados es diferente al del cristal, y porque los insectos afectados presentan
una particular sintomatologia que se manifiesta en deformaciones o presencia
de vesiculas de las partes afectadas.

En cambio la &-endotoxina se encuentra contenida en el cristal
parasporal que es termolabil y solubie a pH alcalino. Su formacidn se inicia a la
par del proceso de esporulacién, el cual esta dividido en 7 etapas (I-VII).
Aparece por primera vez durante el estado III de la esporulacion y posee un
arreglo cristalino (Bechte! y Bulla, 1976). El cristal alcanza casi en su totalidad
la forma final en el estado IV de la esporulacion, junto a la aparicién del
exosporium. La proteina del cristal representa entre un 30 y 40% de la proteina
total de la bacteria. La espora alcanza su madurez y es liberada al medio junto
con el cristal parasporal a través de la accion de enzimas liticas que destruyen
la pared celular (Lithy et &/, 1982). Se observan varias formas de cristales

pero el mas comun es el cristal bipiramidal {Lambert y Peferoen, 1992).
2.5.2. Modo de accion de la p-exotoxina y de la & endotoxina

El modo de accién de la B-exotoxina fue estudiado por Sebesta y Horska
(1968) y Sebesta et a. (1981), quienes observaron que la B-exotoxina inhibe la
sintesis del RNA interfiriendo con la RNA polimerasa dependiente del DNA. Para
ello se une al sitio especifico del ATP del complejo enzima-DNA, compitiendo asi
exclusivamente con el ATP y previniendo el paso de polimerizacidon de la
reaccién enzimética, no afecta directamente la ruta de biosintesis de DNA y
proteinas. Es un inhibidor especifico de la RNA polimerasa dependiente de DNA,
tanto de origen procariético como eucaridtico; su accidn se debe a que compite
con el ATP por el sitio de unién de la enzima, debido a la similitud que existe en
la estructura tridimensional de ambas moléculas.

En este aspecto se caracteriza porque retarda o inhibe la pupacion de

varias especies de Diptera, entre las que se encuentran Musca domestica L.,
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Haematobia irritans .., Stomoxys calcitrans L. (las tres, especies de la familia
Muscidae), Drosophila melanogaster Meigen (Drosophilidae), y otros dipteros
ciclérrafos (Ignoffo y Gard, 1970; Gingrich y Eschle, 1971; Wasti ef a/, 1973;
Haufler y Kunz, 1985). También puede afectar larvas de especies de otros
ordenes, tales como son: Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera e Isoptera
(Sebesta ef a/., 1981).

En algunos casos también afecta la aptitud (menor longevidad,
fecundidad y fertilidad) de los insectos adultos obtenidos de larvas tratadas.
También puede inducir un efecto crénico en los adultos obtenidos a partir de
larvas tratadas, cuando emergen presentan efectos mutagénicos como: antenas
anormales, alas deformes, vesiculas en la cabeza, antenas atrofiadas, etc.
(Cantwell et. al., 1964; Sebesta et. a/, 1981).

Un aspecto importante e inesperado de los efectos teratoldgicos
producidos por la p-exotoxina es la habilidad de transmitir a la descendencia
efectos mutagénicos. Burgerjon (1972 y 1974) descubrié este fendmeno en la
catarinita de la papa (Lepiinotarsa decemfineata). En esta especie los adultos
deformes se pueden rteproducir nhormalmente pero las anormalidades que
presentan en las patas, partes bucales y antenas son heredadas a la progenie;
es decir, los caracteres transmisibles pueden reproducirse, con algunas
diferencias para el caso de las antenas y las patas. Sin embargo, los efectos
hereditarios producidos por la p-exotoxina no es general, a este respecto Marek
et al. (1989) reportan'que cuando realizaron una prueba de mutacidén somatica
y de recombinacién genética en larvas de D, melanogaster con B-exotoxina, los
resultados indicaron que dicha sustancia no exhibe ninguna actividad
genotdxica, aunque mostré un efecto distinto en cada sexo de las moscas por
arriba de la DLsp. Al parecer el efecto fue mas drastico en las hembras que en
los machos.

En cambio, para que la &-endotoxina tenga un efecto patotdxico, es
necesario que sea ingerida por el insecto, ya que la bacteria es incapaz de
invadir a su hospedero sin el cristal (Ibarra, 1995). Una vez que el cristal (o
complejo espora-cristal) es ingerido por un insecto susceptible, éste es disuelto

por la alta alcalinidad del liquido presente en el intestino medio. Una vez
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disuelto, las proteinas del cristal sufren proteolisis por las proteasas digestivas
del insecto, aunque su degradacién no es completa, ya que queda una proteina
intacta de aproximadamente 65 kilodaltons llamada 3-endotoxina, la cual
adquiere una conformacién tridimensional que les confiere gran especificidad
para acoplarse a un componente glicoproteico de la membrana de las células
epiteliales, comdnmente llamado receptor. Esta union desequilibra la estructura
de la membrana y conduce a la formacion de poros, que permiten el ingreso de
grandes cantidades de cationes y agua a la célula. El exceso de agua en el
citoplasma de las células epiteliales provoca una distension excesiva de los
organelos membranosos y de la propia céiula en su totalidad hasta que estalla,
lo que permite la entrada de liquido alcalino al hemocele, el cual se mezcla con
la hemolinfa y le cambia el pH. Esto ocasiona que la conduccién nerviosa cese y
la larva del insecto intoxicado deje de alimentarse a causa de una paralisis del
intestino y de las partes bucales, ademas hay descenso en el pH del intestino
medio, un incremento en el pH de la hemolinfa y posteriormente ocurre la
muerte del insecto (Cooksey, 1971; Gill et al, 1992).

2.5.3. Uscs comerciales

Los bioinsecticidas a base de 8. thuringiensis se producen en gigantescos
fermentadores (biorreactores), cuyos medios artificiales se basan en el uso de
diversas materias organicas baratas (&j. harina de soya, sangre en polvo, harina
de semillas de algoddn, etc.), aunque la formulacién completa de cada medio
representa un secreto de cada compaiiia. Una vez que la fermentacién ha
llegado a su fase de autolisis (cuando la pared del esporangio se degrada y
libera a la espora y al cristal, separadamente), el fermento se concentra por
centrifugacion y/o secado atomizado. Este concentrado se homogeniza, se
estandariza {normalmente por medio de bioensayos, para determinar la
actividad de cada lote de fermentacidon), y se formula, de acuerdo a su
presentacion comercial (polvo humectable, suspensién, granulos, croquetas,
etc.). Normalmente la concentraciéon de los productos varia entre 2 y 10%,

dependiendo de la actividad de la cepa vy de la potencia que se requiera del
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producto. Su formulacién normalmente permite el uso del equipe convencional
para su aplicacion (Ibarra, 1995). Actualmente se producen biocinsecticidas
basados en B. thuringiensis en 13 paises, por diversas compafiias tanto de
caracter privado como aquellas que funcionan con caracter gubernamental. Los
nombres comerciales varfan: Javelin, Dipel, Biotrol, Moskitur, Futura, etc.

La g-exotoxina es altamente toxica y tiene un espectro amplio de accién
a larvas de dipteros y de muchos otros insectos. Este nucledtido analogo de la
adenina bloquea la mitosis propiciando efectos teratogénicos. Por su misma
toxicidad, es menos selectiva que la §-endotoxina y como consecuencia de ello
en los Estados Unidos de América no esta permitido su uso para el control de
plagas en los cultivos. Sin embargo, a pesar de los efectos que produce en
mamiferos y probablemente en el hombre, la p-exotoxina mezclada con la -
endotoxina es producida y utilizada en la ex Unién Soviética y algunos paises
del Este de Europa, para el control de la catarinita de la papa (Leptinotarsa
decemfineata) (Coleoptera: Crysomelidae) (Sebesta et a/, 1981). En Estados
Unidos la p-exotoxina también esta siendo estudiada como una alternativa en el
control de dicha plaga. Se ha encontrado que en condiciones de campo se ha
logrado reducir entre el 98 y 100% de las larvas del Ultimo estadio, cuando
aplican el producto con un intervalo de stete dias.

En la actualidad no existe duda que con la f-exotoxina, es posible
controlar muchas especies plagas de Coleoptera y algunas de Diptera. Sin
embargo, el modo de accion no selectivo hace que se considere como un
producto reservado, como son los insecticidas quimicos (Keller y Lagenbruch,
1993).

2.5.4. Efecto sinergista de la p-exotoxina y la 5-endotoxina

Con respecto al sinergismo que presenta la B-exotoxina con otros
compuestos producidos por la misma bacteria, existen diferentes opiniones
como resultados de las diversas investigaciones que se han realizado. Por
ejemplo, Morris (1988) evalud el efecto toxico de cinco formulaciones de &-

endotoxina, tres de turingiensina (B-exotoxina) y mezclas de &-endotoxina y
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turingiensina, contra larvas de cuarto estadio del gusano de betabel (Mamestra
configurata Walker) (Lepidoptera: Noctuidae). En términos generales las
mezclas de turingiensina y &-endofoxina presentaron efectos sinérgicos.
También Benz (1975) observo un incremento en la efectividad de la B-exotoxina
con una cepa de Bt serotipo H1 mezclada con la formulacion comercial
Thuricide, en donde se aprecid que la B-exotoxina no presenta efectos tdxicos
significativos de manera individual, ya que sdlo indujo aproximadamente el
60% de mortalidad, mientras que mezclada con el producto comercial, la
mortalidad se incrementd a mas del 80% sobre Zeiraphera diniana (Gueneg).
Resultados similares fueron reportados por Mueller y James (1987) cuando
evaluaron una formulacién comercial de BT y la p-exotoxina, aplicada de
manera individual y mezcladas sobre larvas recién emergidas del gusano
cogollero, Spodoptera frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae). Para el
caso de |la mosca mexicana de la fruta Anastrepha fudens, se reportd que 1 mg
de &-endotoxina ocasiono el 80% de mortalidad de adultos, mientras que la p-
exotoxina resulté inocua, pero cuando se proporciond la mezcla de las dos
toxinas la mortalidad se incrementd a 90%, por lo que se concluyd que existe
un efecto sinergista (Dominguez, 1990). Sin embargo, en otros estudios se
demostrd que la B-exotoxina no tiene efecto tdxico y no presenta sinergismo
con alguna otra toxina de B. thuringiensis en adultos de A, fudens (Robacker ef
al., 2000).

2.5.5, Efecto en organismos no blancos

El efecto toxico de la B-exotoxina se ha observado en organismos de
cuatro Phyla (Annelida, Arthropoda, Chordata y Nematelmintos), pero
solamente incluyen organismos considerados como plagas (Faust, 1973).

De los organismos benéficos que afecta la p-exotoxina estd la abeja
europea, Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae) (Vanderberg y Shimanuki,
1986); el depredador, Chrysoperfa sp., €l gusano de seda, Bombyx mori (L.)
(Lepidoptera: Bombycidae); v el parasitoide, Bracon hebetor (Hymenoptera:
Braconidae) (Sebesta ef al, 1981). Segin Ldpez (1996, comunicacion
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personal), cuando evalué el efecto de ia pB-exotoxina sobre nematodos
entomopatdgenos de la especie Steinernema feltiae, observd que no fue tdxica.
Pero esta aseveracion hay que considerarta con reserva debido a que se ha
reportado que es altamente tdxica para otros nematelmintos como es el caso
del nematodo de la soya, Heterodera glycines Ichinohe, principalmente a las
hembras (Noei, 1990).

Se dehe tener precaucién si se utiliza como acaricida, ya que es eficiente
para el control del acaro Tefranychus pacificus McGregor (Acarida:
Tetranychidae), pero también afecta a su depredador Metaseiulus occidentalis
Nesbitt (Acarida; Phytoseiidae) (Hoy y Quyang, 1987).

2.5.6. Antecedentes de su uso en el control de dipteros y tefritidos

Se ha reportado que las preparaciones comerciales a partir de B-
exotoxina, suministradas en el alimento a los animales domeésticos,
principalmente ganado, inhiben el desarrollo larvario de algunas especies de
dipteros en el excremento. Gingrich (1965), cuando realizé estudios para medir
la efectividad en tres especies de moscas que causan problemas en el ganado;
Musca domestica, Haematobia irrftans y Stomoxys calcintrans, alimentando las
larvas con excremento de animales que previamente habfan ingerido alimentc
contaminado con diferentes productos comerciales de B. thuringiensis, se
encontré en todos los casos que la bacteria no sufria alteraciones al pasar por
el tracto digestivo del animal y que las cantidades contenidas en sus
axcrementos eran suficientes para inhibir el desarrofio larvario, ast como evitar
que se transformaran en pupas. Resultados muy similares fueron reportados
después de haberse adicionado el producto comercial Biotrol a la dieta
alimenticia del ganado para el control de la mosca de la cara de los bovinos
(Musca autumnalis De Geer) (Hower y Hsi Cheng, 1968). En otro estudio mas,
también se reporté que después de haberse aplicado a la dieta del ganado,
sobrenadantes que contenian 3-exotoxina, que los resuitados fueron excelentes
en el control de M. autumnalis y H. irritans (Yendol y Miller, 1967; Gingrich y
Eschie, 1971).
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Para el caso de larvas de Anastrepha ludens se reportd que después de
haberse probado tanto el “pellet” como el sobrenadante de diferentes cepas de
B. thuringiensis, de las dos presentaciones, los mejores resultados fueron con el
sobrenadante, pues se observéd una mortalidad maxima de 63%, aunque los
precipitados de dos cepas obtenidas de muestras de suelo colectadas en
Guatemala, causaron mayor mortalidad en estado de pupa (Robacker ef af,
1996). Por otro lado, después de haberse evaluado 440 cepas mediante
bicensayos con larvas de Musca domestica con el fin de detectar aquellas cepas
que producen cantidades letales de pB-exotoxina gue ocasionaran una
mortalidad >80% y cuantificar la produccién de turingiensina mediante
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPCL), se sugirié que existe un gran
potencial con las cepas productoras de B-exotoxina para el control de larvas de
la mosca del mediterrdneo, Ceratitis capitata, pero aln no se desarrolla un
procedimiento seguro para utilizarlas en nuestro pais, pues la toxicidad que
presenta esta toxina hacia los vertebrados la coloca dentro de las sustancias
prohibidas, alin cuéndo se ha demostrado que sélo es letal al ser inyectada y
no cuando es ingerida (Guerrero, 1995).

Cuando se evalud el sobrenadante que conteniz la pB-exotoxina de B
thuringiensis var. thuringiensis en hembras adultas de Drosophila melanogaster
y observaron la viabilidad, fecundidad y fertilidad. Suministrando diariamente la
toxina a las moscas por diferentes métodos de ingestion, los resultados
indicaron que los extractos de la bacteria causaron una reduccidén en la
longevidad de las moscas y que ademas afectd el tamafio de los huevos (David
y Vago, 1967). |

El producto Thuringiensin al 20%, evaluado sobre la viabilidad de la
mosca mexicana de la fruta, resultd ser tdxico a partir de los 12 dias de
exposicion a la dosis de 1,000 ppm (Borbolla, 1984). En éambio, cuando se
evalud la 3-endotoxina y la B-exotoxina, tanto separadas y en mezclas, se
ohservd que 1 mg de §-endotoxina ocasiond el 80% de mortalidad en adultos
de A. /udens, y |la B-exotoxina resultd inocua cuando se les proporciond sola, y
cuando se mezclé con la s-endotoxina la mortalidad se incrementé a 90%

(Dominguez, 1990). Sin embargo, cuando se alimentaron adultos de A. /udens.
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con el precipitado que contenia el complejo espora-cristal de B, thuringiensis de
la cepa obtenida de muestras de suelo colectado en Guatemala, a los 10 dias se
registré el 80% de mortalidad, en cambio en el testigo la mortalidad fue del 2%
(Robacker et af, 1996). Las investigaciones que se han realizado son con
respecto al uso del complejo espora-cristal aplicado en adultos y los resultados
que se han obtenido son muy inconsistentes, por o que es necesario continuar
con las investigaciones {Borbolla, 1984; Gingrich, 1987, Montoya, 1989).

2.5.7. Patologia de larvas de dipteros tratadas con 3-exotoxina

La B-exotoxina actda principalmente por contacto, es decir, que atraviesa
la cuticula de los insectos y tiene Ja caracteristica de ser mutagénica, ademas
puede ser téxica por via oral asi como por inyeccion (Sebesta et af, 1981). El
efecto varia en gran medida de acuerdo a la dosis, modo de accion y tiempo de
aplicacidén. Dicho efecto es mas marcado durante los estados de desarrollo
criticos del insecto (Burgerjon y Biache, 1967). Ei efecto principal en las larvas
es la muerte o puede impedir que alcance el préximo estado bioldgico (pupa o
adulto). Los adultos en muchas ocasiones son estériles o tienen una fecundidad
y longevidad reducida (David y Vago, 1967). Aunque las estructuras afectadas
varfan ligeramente entre los diferentes drdenes, los efectos usualmente se
observan como deformaciones en las partes bucales, en las antenas, en las alas
de los adultos y malformaciones de las pupas.

En aigunos dipteros, como D. mefanogaster, el periodo de desarrollo
larvario se alarga por efecto de la toxina, ademas ocurre una alta mortalidad
larvaria especialmente en aquellas que daran origen a hembras. Los adultos
emergidos a partir de larvas que sobrevivieron al efecto de B-exotoxina, fuercn
de tamafio mas pequefio aunque de apariencia normal, pero con una
fecundidad y longevidad menor (Sebesta ef al, 1981). Ademas, la interrupcién
de la ovogénesis pudo haber sido el resultado de la penetracion de la B-
exotoxina a la hemolinfa y ocasionar algin efecto sobre los ovarios (David vy
Vago, 1967).
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Algunos adultos de la especie antes citada pueden presentar los ovarios
atrofiados con los foliculos mas o menos normales, mientras que ios ovarios de
M. domestica estuvieron tumefasiado con huevos retenidos. También se ha
observado una marcada necrosis en los discos imaginales durante el desarrollo
(Sebesta ef af, 1981).

Cuando se evalud la toxina sobre larvas de Haematobia irritans la
mortalidad fue de 12.8, 44.6 y 81.5% con las concentraciones de 1, 3y 5 /g
de dieta, respectivamente, aplicado como tratamiento del substrato larvario.
También se observd que con dosis mas altas la pupacion se redujo y la mayor
mortalidad ocurrié en la transformacion de pupa a adulto. Ademas, reportaron
que las pupas afectadas fueron de menor tamafio y con una coloracion mas
clara, comparadas con las del testigo (Haufler y Kunz, 1985).

Después de haberse evaluado la B-exotoxina sobre larvas de M.
domestica, se observd que en algunas cepas hubo hasta el 60% de mortalidad
larvaria mientras que en otras fue de cero. Después de haberse seleccionado
las cepas con actividad téxica para esta especie de mosca y se volvié a ensayar
sobre las larvas de tercer estadio, se registré cero porciento de formacion de
pupas normales y de emergencia de adultos. La mortalidad larvaria varié entre
40% en aquellas cepas con menor actividad toxica hasta 100% en aquellas con

una mayor actividad bioldgica (Guerrero, 1995).
2.6. Los nematodos Steinernema feltiaey Heterorhabditis indica

Las especies de nematodos entomopatégenos Steinernema feltiae
(Filipjev) v Heterorhabditis indica (Poinar) son habitantes naturales del suelo,
donde persisten a expensas de parasitar una amplia gama de hospederos de la
clase Insecta y otros artrépodos, principalmente en ambientes hliimedos (Kaya,
1985). Los estados juveniles infecciosos (larvas “dauer”) de estos nematodos
penetran al hemocele del hospedero a través de aberturas naturales como son
los espiraculos (Triggiani y Poinar, 1976), la boca y el ano (Woodring y Kaya,
1988) o directamente a través del integumento (Peters y Ehlérs, 1994). Una vez

dentro del insecto, las larvas “dauer” liberan a su bacteria simbiética, la cual
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causa septicemia y la muerte del insecto. Los nematodos se alimentan de la
bacteria y pueden ocurrir de dos a tres ciclos completos en el cadaver del
hospedero.

Son efectivos para parasitar larvas de varias especies del drden
Lepidoptera, principalmente defoliadores, cuando se han aplicado en ambientes
himedos y temperaturas moderadas (Glazer y Navon, 1990). También son
buenos reguladores de poblaciones de algunas especies de larvas de los
érdenes Coleoptera, Isdptera y Diptera (Sexton y Williams, 1981; Mullens et af,
1987; Jansson et af., 1993).

El desarrollo en la produccién comercial a bajo costo y la facil aplicacién
han hecho de ellos una alternativa econdémicamente atractiva sobre los
métodos basados en el control quimico (Friedman, 1990). Son especificos para
muchos insectos y algunos artropodos, no causan efectos adversos a mamiferos
y plantas, producen una rapida mortalidad a su hospedero y tienen un amplio
rango de hospederos, lo que ha generado gran interés en su uso como agentes
de control bioldgico en los sistemas de manejo integrado de plagas (Woodring y
Kaya, 1988; Gaugler ef af, 2000).

2.6.1. Biologia, ecologia y modo de accién de los nematodos
Steinernema feltiaey Heterorhabditis indica

Estos nematodos tienen un ciclo de vida simple, compuesto por los
estados de huevo, cuatro estadios juveniles separados por mudas y el adulto. El
tercer estadio juvenil es el infectivo, el cual lleva en su tracto digestivo células
de una bacteria simbidtica.

Los estados juveniles conocidos como larvas “dauer”, particularmente
resistentes a las condiciones ambientales adversas, son los estados parasiticos
de los insectos. Cada familia de nematodos estd asociada a un género de
bacteria en particular: la familia Steinernematidae estd relacionada con
Xenorhabdus spp. y la familia Heterorhabditidae con la bacteria Photorhabdus
spp. por lo tanto el nematodo actia como un vector de dicha bacteria (Kaya y
Gaugler, 1993; Stok y Camino, 1996). El modo de accién de las especies de
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ambas familias es muy parecido, empieza cuando los infectivos juveniles
penetran en el hospedero a través de las aberturas naturales (boca, ano o
espiraculos), luego llegan al intestino, traqueas y por tltimo al hemocele, donde
liberan las bacterias simbidticas. Las bacterias se multiplican ahi y provocan la
muerte del hospedero por septicemia, lo cual generalmente ocurre en 48 h
después de la parasitacion del insecto. Los neméatodos contindlan ahi con su
desarrollo y en pocas horas mudan al 4° estadio larval y posteriormente
alcanzan el estado adulto (Kaya y Gaugler, 1993). Una diferencia con los
miembros de la familia Heterorhabditidae, es que éstos, ademas de utilizar las
aberturas naturales para penetrar al cuerpo del hospedero, también poseen un
odontoestilete con el cual pueden penetrar activamente a través de la cuticula
del insecto. Esta caracteristica hace que en cierta forma tengan mas ventajas
comparados con los de la familia Steinernematidae (Bedding y Molyneux,
1982). Los juveniles infectivos emergen del cadaver del hospedero para buscar
nuevos hospederos e iniciar un nuevo ciclo, el cual dura de 10 a 14 dias para S.
feltiae en larvas de de Gafleria melloneffa L. (Lepidoptera: Pyrallidae) (Jackson,
1985).

El control de insectos por nematodos probablemente ocurre de manera
natural en un ambiente dado, pero es muy dificil de cuantificarlo (Kaya, 1985).
Cuando se hacen aplicaciones inundativas se ha comprobado que existe una
persistencia de los mismos, pero se desconoce si sdlo persisten o se reciclan.
Esto se ha investigado mediante la adicion de hospederos a ciertos intervalos
de tiempo en macetas con suelo, y se ha comprobado una reduccién de su
poblacién cuando las condiciones no son favorables después de 50 dias de su
aplicacion (Kaya, 1990). La conservacion e incremento de manera natural de las
poblaciones de nematodos, haciendo use de un manejo adecuado de practicas
agricolas, nos indica que podemos desarrollar una alternativa viable de control

sostenible de insectos plagas (Brust, 1991).
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2.6.2. Potencial de los nematodos como agentes de control biologico
de moscas de la fruta

Estd demostrado que los nematodos entomopatdgenos son eficientes
como organismos reguladores de poblaciones de larvas de insectos,
principalmente de los drdenes Lepidoptera, Coleoptera, Isoptera y en menor
frecuencia de Diptera. (Woodring y Kaya, 1988). En dipteros se ha comprobado
su efectividad en larvas de la mosca doméstica, M. domestica L. (Muscidae)
(Mullens ef a/, 1987); del mosquito patén (cranefly), 7ipula pafidosa Miegen
(Tipulidae) (Peters y Ehlers, 1994); de la mosca de la remolacha, 7efanops
myopaeformis von Roder (Otitidae) (Wozniak ef a/ 1993); de la mosca del
champifién, Megaselia halterata Wood (Phoridae) (Scheepmaker ef a/, 1998);
asi como de diferentes especies de moscas de la fruta (Tephritidae) (Beavers y
Calkins, 1984; Lindegren y Vail, 1986; Lindegren ef af, 1990; Gazit ef 4.,
2000). Lezama-Gutiérrez ef a/ (1996) reportaron que cuando evaluaron varias
especies de nematodos, la especie de Steinernema riobrave (Cabanillas, Poinar
& Raulston) provbcé un alto porcentaje de parasitismo en larvas de tercer
estadio de la mosca mexicana de la fruta, A. fudens. Por tales razones se
pueden considerar como agentes importantes en los programas de manegjo
integrado de moscas de la fruta, principalmente en ecosistemas tropicales con
ambientes himedos. Pero es necesario aclarar que el parasitismo en la fase de
pupas de Tephritidae es practicamente nulo (Beavers y Calkins, 1984; Toledo et
al, 2002).

A pesar de los reportes que existen sobre el potencial que tienen algunas
especies de nematodos entomopatégenos, incluyendo a S. fefltiae y a H. indica,
para parasitar larvas de dipteros en general y especificamente de moscas de la
fruta, el conocimiento de estas interacciones adn es limitado, por lo que es
necesario profundizar en su estudio, principalmente para saber cémo influyen
algunos factores, como la edad y la especie del hospedero, la profundidad a
que se localiza o las propias condiciones ambientales, en la capacidad parasitica
de estos organismos para considerarlos como parte de una estrategia de

manejo integrado de moscas de la fruta.
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2.6.3. Interaccion de los nematodos con sus hospederos y con algunos
factores abiéticos y bioticos

La eficiencia de estos organismos se empezdé a estudiar en larvas de
especies de Lepidoptera y Coleoptera, pero poco a poco se ha ido ampliando su
rango de accion, principalmente porque una gran cantidad de insectos
permanece al menos una etapa de su ciclo bioldgico en el suelo y el cual es un
fugar excelente en cuanto a refugio y sobrevivencia de los nematodos. Por tal
motivo se dice que hay una interaccion + -, en donde los nematodos se ven
favorecidos con la presencia de larvas de insectos en el suelo y los insectos se
ven afectados por la presencia de nematodos en el suelo.

Su eficiencia estd relacionada directamente con la accién de varios
factores tanto abidticos como bidticos. Entre los primeros tenemos
principalmente a la temperatura, la textura, la humedad y el pH del suelo y el
fotoperiodo (Gaugler y Boush, 1979; Gaugler, 1981) que son las principales
limitantes de su uso, pero si son déptimas, podemos pensar en un uso eficiente
y un control sustentable de aquellas plagas que utilizan el suelo como refugio
para completar al menos alguna etapa de su ciclo bioldgico. A este respecto,
Kung y Gaugler (1991} confirmaron que las temperaturas adversas (< 15° y >
35°C) afectan la biologia, la respiracion, la persistencia (sobrevivencia) v la
dispersién de los nematodos, lo que tiene un efecto directo sobre su capacidad
y eficiencia como agentes de control. En ambientes con baja humedad y
temperaturas extremas su aptitud se ve afectada (Georgis y Gaugler, 1991), Su
desplazamiento esta regido por la textura del suelo, por lo que su capacidad de
bisqueda depende de las condiciones favorables del suelo dado por los tipos
franco arcillosos (Gaugler, 1981). Por lo que podemos concluir que tanto Ia
humedad, la temperatura, y la textura del suelo son factores importantes para
el uso y establecimiento de los nematodos.

El pH del suelo también juega un papel importante, ya que puede
funcionar de manera adversa en la eficiencia y persistencia de los mismos. Si se
desconocen las condiciones que prevalecen en el suelo, el uso de los

nematodos puede estar destinado al fracaso. La luz ultravioleta es otro factor
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que afecta la supervivencia de los nematodos, principalmente cuando éstos se
localizan en [a superficie del suelo (Gaugler y Boush, 1979).

Entre los principales factores bidticos que afectan la eficiencia de los
nematodos, los mas importantes son los hongos y las bacterias que en
presencia de algunos de ellos ocurre un efecto antagonico con los nematodos al
causarles enfermedades letales, reduciendo de esta manera la cantidad de
nematodos efectivos por superficie de suelo (Poinar y Jansson, 1986; Epsky et
al., 1988). También los organismos nematéfagos como los acaros y [os insectos
causan serios problemas (Mankau, 1980). La reduccién en el numero de
juveniles infectivos y la poca dispersién que podrian presentar, ponen en duda
la efectividad de estos organismos en los programas de contro! bioldgico, por lo
que en algunas ocasiones seria necesario realizar nuevas aplicaciones para que
exista un buen control de la plaga (Reed y Carne, 1967).

La presencia constante de hospederos es un factor importante para la
persistencia de los nematodos en el suelo, Por esta razdn, fos ambientes
tropicales y subtropicales pueden proporcionar constantemente insectos
hospederos para garantizar una poblacion permanente de nemétodos (Capinera
y Epsky, 1992). Partiendo de esta premisa, considerando que las larvas de las
moscas de la fruta utilizan el suelo para pupar y que los huertos tanto de
mango como de citricos se localizan en regiones tropicales y subtropicales en
donde las temperaturas son bastante uniformes y la humedad es alta, aunado a
que predominan los suelos con textura franco arcillosas y areno arcillosas, se
puede implementar un programa de control de dichas plagas utilizando, como
una alternativa mas, a los nematodos como agentes de control, los cuales
provocarian menor contaminacion ambiental que la ocasionada por los

pesticidas quimicos convencionales que actualmente se utilizan.
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III. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se ilevd a cabo en los laboratorios de El Colegio de la Frontera
Sur (ECOSUR), Unidad Tapachula. Ademas, parte del trabajo se realizé en
condiciones de campo en huertos comerciales de mango Cv. “Ataulfo” en la regién
del Soconusco, Chiapas. El desarrollo de la investigacion se efectué de manera
seriada, de acuerdo al avance progresivo de la misma.

A continuacion se hard una descripcidn de los elementos generales que se
utilizaron en todos los experimentos, asi como de las condiciones ambientales.
Después se describiran los bioensayos de acuerdo al desarrolio de cada uno de

ellos.

3.1. Material bioldgico y condiciones ambientales:- Las larvas de segundo y
tercer estadio de las tres especies de Anasitrepha spp., se obtuvieron de la planta
de cria del Programa Moscafrut (SAGARPA-IICA), en donde se desarrollaron en una
dieta larvaria artificial de acuerdo al proceso y condiciones ambientales descritas
por Dominguez et a/ (1996), Moreno (1996) y Pinson (1998) para A. fudens, A
obliguay A. serpentina, respectivamente.

La B-exotoxina que se utilizd es un producto experimental (ABG-6277A, lote
No. 28-037-BR) de la compafiia Abbot, formulado como polvo humectable al 25%
(peso/volumen) de la turingiensina. La &-endotoxina de las diferentes cepas de
Baciflus thuringiensis se obtuvo del cepario que posee el laboratorio de
Bicinsecticidas, del Centro de Investigaciones y de Estudios Avanzados del I. P. N.
(CINVESTAV), Unidad Irapuato. Para el cultivo de las bacterias se utilizé el inéculo
de acuerdo a la metodologia descrita por Ldpez (1993), y la separacién del
complejo espora-cristal se realizé siguiendo la metodologia propuesta por Dulmage
et al. (1970) y Lopez (1993).

En el caso de los nematodos entomopatdgenos, la especie Steinernema
feltize (Filipjev) se obtuvo de la coleccion de entomopatégenos del mismo
CINVESTAV. El nematodo Heterorhabditis indica (Poinar) es una especie




procedente de Costa Rica, la cual se colectd a partir de larvas de “gallina ciega”,
Phyllophaga sp. (Coleoptera: Melolonthidae). La cria y reproduccion de ambas
especies se realizé en larvas de Gafleria mellonelia L. y la colecta de los estados
infectivos se realizé utilizando trampas White (Woodring v Kaya, 1988). Después
de fa colecta, los estados infectivos se cuantificaron y se ajustd su densidad a 800
nematodos/ml de agua destilada estéril, para luego ser refrigerados (10+2°C)
hasta su eventual utilizacion (Woodring y Kaya, 1988). Estas suspensiones se
utilizaron para preparar las concentraciones requeridas en los diferentes
tratamientos de cada bioensayo.

Las condiciones bajo las cuales se llevaron a cabo las fases de laboratorio
fueron de 26+1°C, 70+5% H. R. y 12 h de fotoperiodo. En las pruebas de campo ia
temperatura del suelo fluctué entre 25 y 29°C.

3.2. TOXICIDAD DE LA B-EXOTOXINA DE Bacillus thuringiensis HACIA LARVAS DE
MOSCAS DE LA FRUTA'Y EFECTOS SUBLETALES EN ADULTOS

3.2.1. Toxicidad de la p~exotoxina:- Los bioensayos se llevaron a cabo en
cajas Petri en donde se colocaron discos de papel filtro impregnados con 1 mi de
solucién de ia toxina, o agua destilada para los testigos. Se seleccionaron larvas de
tercer estadio préximas a pupar, utilizandose 30 por concentracién y 90 para el
testigo. Las larvas del testigo también se colocaron a la densidad de 30 larvas por
caja Petri. Las concentraciones ensayadas fueron: 0.091, 0.152, 0.253, 0.421,
0.702, 1.169, 1.949 y 3.248 g de p-exotoxina por cm? de papel filtro. E! tiempo
que permanecieron las larvas sobre el papel filtro fue de 24 h, para luego
transferirse a pequefios recipientes de plastico con vermiculita himeda para
promover la pupacion, ahi permanecieron por 12 dias a una temperatura de
26+1°C y una H. R. de 70+£5%. Al final de este tiempo se separaron las pupas con
un tamiz, registrandose las pupas deformes y las normales, colocandose estas
Gltimas en jaulas de vidrio de 27 dm® para la emergencia de los adultos. Se
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cuantificd la emergencia y se observd el estado morfoldgico de los adultos para
clasificartos como moscas normales o deformes.

La relacion dosis-mortalidad y la estimacion de las Clsg's se determinaron
mediante analisis Probit (Proc Probit, SAS Institute, 1992). El nimero de
bioensayos varié en cada especie, repitiéndose hasta obtener un minimo de tres
bioensayos que cumplieran con los requisitos estadisticos establecidos con
anterioridad (Ibarra y Federici, 1987). Las Clgy's de las repeticiones fueron
sometidos a un andlisis de varianza y de prueba multiple de medias, donde las
Clso's de cada especie de mosca se consideraron como fratamientos (SAS
Institute, 1992).

3.2.2. Efecto de las concentraciones subletales sobre adultos:- El efecto de
la p-exotoxina sobre la longevidad, fecundidad y fertilidad de los aduitos obtenidos
a partir de larvas tratadas, se estudid en dos fases: a) los adultos de Anastrepha
fudens (la especie mas tolerante a la toxina) que sobrevivieron a las diferentes
concentraciones ensayadas en el estudio de toxicidad contra las larvas, y b) los
adultos de las tres especies que sobrevivieron después de haberse expuesto como
larvas a su correspondiente Clso,

En el primer estudio, una vez que emergieron los adultos en cada
concentracion, fueron separados y 24 h después se confinaron 10 machos y 10
hembras en jaulas de vidrio de 27 dm® a las cuales se les adaptd en unas de sus
caras una malla. El alimento para estos adultos fue a partir de proteina hidrolizada
enzimaticamente (ICN, Biomedical, Inc.) + sacarosa (1:3) y el agua se les
proporciond en tubos de ensaye cubiertos con torundas de algoddn. A partir de los
ocho dias de edad, se colgaron de la parte superior de las jaulas tres esferas de 2
cm de diametro, hechas de agar (3 | de agua: 80 g de agar), tefiidas de color
verde con colorante vegetal y envueltas en papel parafilm, como dispositivos de
oviposicién (Boller, 1968; Freeman y Carey, 1990). Las esferas fueron
reemplazadas cada 24 h. Las que se retiraban de las jaulas eran disectadas para
extraer y cuantificar el nimero de huevos ovipositados por dia. La fertilidad se
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cuantificd a partir de una muestra de 100 huevos seleccionada diariamente, luego
se alineaban con un pincel de cerda suave sobre papel filtro negro humedecido
dentro de una caja Petri. Las muestras se incubaron a 28+0.5°C y 7045% H. R. y
después de 5 dias se cuantificé el nimero de larvas eclosionadas. La longevidad se
midié mediante el registro de la mortalidad diaria de los adultos, actividad que se
realizd hasta que murié el Gitimo adulto. Los datos fueron sometidos a un analisis
de varianza y a una prueba multiple de medias (SAS Institute, 1992).

En [a segunda fase del estudio, las larvas de tercer estadio de cada especie
fueron expuestas a sus respectivas Clsq de toxina y, después de 24 h, las larvas se
transfirieron a contenedores con vermiculita himeda para su pupacion. Cuando los
adultos emergieron se seleccionaron y se confinaron 10 parejas por especie por
jaula. Para cada especie se manejo un testigo. Estos adultos fueron sujetos & las
mismas observaciones descritas en fa fase anterior del estudio. Los datos fueron
sometidos a una prueba de £ de Student (Steel y Torrie, 1993).

3.2.3. Efecto patotdxico de la p-exotoxina en la cuticula de larvas de tres
especies de moscas de la fruta:- Con el objeto de estudiar el efecto de la -
exotoxina en la cuticula de larvas tratadas se llevd a cabo esta investigacion. Las
larvas {30 por caja Petri} de tercer estadio de Anastrepha fudens, A. obliquay A.
serpentina fueron expuestas a las concentraciones de 4.694, 2.560 y 3.652 wg/cm?
de papel filtro respectivamente, debido a que en los bioensayos de laboratorio se
determind como sus respectivas Clgs’s. Las larvas fueron divididas en dos
subgrupos, un subgrupo de 300 larvas se expuso por 12 h y un segundo subgrupo
de 300 larvas también se expuso por 24 h. Al transcurrir el tiempo de tratamiento
de las larvas del primer subgrupo, de las 10 cajas Petri que contenian las larvas se
selecciond una muestra de 20 larvas vy se colocaron en solucion Dubosg-Brasil (150
ml de alcohol etilico 80%, 60 m! de formaldehido, 15 ml de acido acético glacial y
1 g de &cido picrico en cristales), siguiendo las técnicas histoldgicas descritas por
Prado y Valdez (1985).
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Las larvas del segundo subgrupo, después que completaron las 24 h de
tratamiento con la p-exotoxina se transfirieron a un contenedor con vermiculita
hiimeda para promover la pupacion y ahi cuantificar el efecto de la toxina sobre la
mortalidad larvaria, formacion de pupas y emergencia de adultos.

En el caso de las larvas que se colocaron en la solucién Dubosg-Brasil, el
tiempo de fijacion fue por 24 h, luego se lavaron con alcohol 80% v se les cortd el
extremo de la parte oral y se continud con fa fijacidn por 24 h mas. Al concluir este
tiempo, las larvas se lavaron con alcohol al 80% hasta eliminarles totalmente el
fijador, después se guardaron en alcohol 80% en refrigeracién (10+1°C) para
proseguir con la deshidratacion. Antes de iniciar el proceso de deshidratacion, las
larvas fueron seccionadas en fres partes, de ellas se selecciond la parte intermedia
a la cual se le realizd un corte longitudinal para separar la parte ventral y la dorsal,
region en donde se hicieron las observaciones. El proceso de deshidratacion
consistié de varios pasos a través de diferentes alcoholes y por ditimo el tratamien-

Cuadro 1.- Proceso secuencial de la deshidratacién e inclusion en parafina de ios
cortes de larvas de tres especies de Anastrepha tratadas con p-exoto-

xina de B. thuringiensis.

Pasos Tipo de alcohol Tiempo (Minutos)
1 80° 120
2 90° 120
3 100° 120
4 100° 120
(Se agregan unos granos de eritrosina)
5 Benceno (benzol) 60
6 (Benceno: parafina) (5 mm: 5 mm) 30
7 Parafina 20
8 Cambio a 2a. parafina 120

Nota: Parafina (Merk®) con un punto de fusion de 57-60°C.
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to en parafina, esta actividad se describe de acuerdo a su secuencia y tiempo en el
Cuadro 1.

Después siguid el proceso de inclusion de las muestras en bloques de
parafina, utilizandose para este estudio moldes de plastico. Primero se llené el
molde con parafina liquida y se dejé a que empezara a solidificarse. Con una
espatula caliente y una aguija de diseccion se pasd el material bioldgico contenido
en la parafina que estaba en la estufa a la parafina del molde, siempre cuidando
de orientar adecuadamente el material para el area de corte deseado a practicarle
con el microtomo. Los blogues con la parafina y el material bioldgico se dejaron
enfriar por 30 o 40 minutos, luego se desprendieron del molde de plastico y se
acondicionaron para realizar los cortes con el microtomo. Para realizar los cortes se
utilizé un microtomo de rotacién y el espesor de los cortes fue de 5 micras.

Una vez hechos los cortes se procedid a adheritlos a los portaobjetos, lo
cual se hizo de la siguiente manera: con fa yema del dedo se colocd una mindscula
gota de clara de huevo en el centro de un portaobjetos, luego se frotd y después
se depositd una 'gota de agua destilada estéril. Posteriormente se separé de la
banda de parafina una serie de cortes de aproximadamente 1 cm de longitud y se
colocd sobre el portacbjetos, evitando que se formaran burbujas. Para extender
totalmente las muestras y evitar que se formaran pliegues en los cortes, fue
hecesario colocar los portaobjetos en una placa metalica a 45°C por un lapso de
tiempo de 30 a 60 segundos.

Después los portaobjetos se pusieron sobre una parrilla cuya temperatura
fue de 35 a 40°C durante 24 h, tiempo en que se evapord el agua, la alblmina se
coaguld y el corte quedd firmemente adherido al portaobjetos.

Luego siguid el proceso de eliminacién de parafina, hidratacion vy
desalcoholizacion de las muestras, asi como a la tincidn de las muestras para lo
cual se utilizd hemalumbre-eritrosina por su simpleza y rapidez, aplicabilidad
general y colores permanentes. Las secuencias de este proceso se indican con
mayor detalle para una mejor interpretacién en el Cuadro 2. Una vez que finalizd
este proceso, se colocd en cada portaobjeto un cubreobjeto, previo colocado de
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una pequefia gota de Bélsamo de Canada, con esto la muestra quedd lista para

observarse al microscopio compuesto.

Cuadro 2.- Secuencias a seguir durante la eliminacién de parafina, hidratacién y
desalcoholizacion de las muestras histoldgicas de larvas tratadas con

p-exotoxina de B. thuringiensis.

Secuencias Solucién Observaciones
1 Xilol-1 Lavar 2 min. (elimina la parafina)
2 Xilol-2 Lavar por 2 min.
3 Alcohol absoluto Lavar 3 min. (para eliminar xilol)
4 Alcohol 96° Lavar 3 min. (inicia la hidrat.)
5 Alcohol 70° Lavar por 3 min.
6 Alcohol 50° Lavar por 3 min.
7 Alcohol 30° Lavar por 3 min.
8 Hemalumbre 10 segundos (tincidn de nicleos)
9 Agua destilada Lavar 2 min. (interrumpe la tincién)
10 Agua destilada Lavar por 2 min.
11 Agua del grifo Lavar por 2 min.
12 Alcohol 30° Lavar por 3 min. (inicia deshidr.)
13 Alcohol 50° Lavar por 3 min. (cont. la deshid.)
14 Alcohot 70° Lavar por 3 min.
15 Alcohol 96° Lavar por 3 min.
16 - Eritrosina 30 segundos (tincién de citoplasma)
17 Alcohol absoluto Lavar 3 min. (termina desh. y difer.)
18 Alcohol absoluto Lavar 3 min. (elim. restos de color.)
19 Fen-xilol Lavar 3 min. (int. decolor, elim. alc.)
20 Xilol-1 Lavar por 2 min. (elimina adhesivos)
21 Xilol-2 Lavar por 2 min.
22 Xilol Lavar por 2 min.
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Hemalumbre:

Solucién A: 5 g de hematoxilina en 50 ml de alcohol etilico 96°.

Solucién B: 10 g de sulfato de aluminio-potasio (alumbre) en 500 ml de agua
destilada hirviendo.

Solucion C: 1 g de yodato de sodio en 50 ml de agua destilada.

A la solucién “B” caliente adn, se le afiade 10 ml de la solucién “A™: a la solucidn
que resulte de esto se le agregan 5 mi de la solucion "C”. Se debe de filtrar antes

de usar.

3.2.4. Efecto de [a CLsp y la CLys de p-exotoxina en larvas de dos edades
de Ia mosca mexicana de la fruta:- Con el objeto de cuantificar el efecto de la
B-exotoxina en larvas jovenes, se trataron larvas de A. fudens de siete y de nueve
dias de edad (denominadas como larvas jovenes y mauras, respectivamente). Las
larvas fueron expuestas a las concentraciones de 0.641 y 4.694 (g de B-
exotoxina/cm? de papel filtro, debido a que en los bicensayos de laboratorio se
determinaron como la Clsy y Cles respectivamente, para larvas de nueve dias de
edad (tercer estadio) en esta especie. Las larvas fueron tratadas por 24 n, al
transcurrir este tiempo se transfirieron a un contenedor con vermiculita hdimeda
para promover la pupacion y cuantificar el efecto de la toxina sobre la mortalidad
larval, formacion de pupas (normales y deformes) y emergencia de adultos
(normales, deformes y medio emergidos).

En este caso los datos de los parametros evaluados se expresaron en
porcentajes y después fueron sometidos a una prueba de ¢ de Student (Steel vy
Torrie, 1993) para determinar si habia o no diferencia del efecto toxico sobre las

edades larvales.
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3.3. EFECTO DE LA $-ENDOTOXINA DE Baciflus thuringiensis EN ADULTOS DE
MOSCAS DE LA FRUTA

Uno de los objetivos de este estudio fue cuantificar la patogenicidad de la &-
endotoxina de B. thuringiensis en adultos de las mismas especies de moscas de la
fruta. Las pupas de las tres especies se seleccionaron por su aspecto fisico y
tamafio, posteriormente se pesaron en una balanza analitica marca Sartorius. Las
pupas seleccionadas para el estudio pesaron en promedio 15.1, 14.2, y 15.0 mg
para A. ludens, A. obliguay A. serpentina, respectivamente. Luego se colocaron en
cajas Petri abiertas dentro de jaulas de vidrio de 27 dm? para que emergieran los
adultos. Una vez que los adultos emergieron se seleccionaron y se confinaron 15
parejas (relacion 1:1) en otras jaulas con las mismas medidas y caracteristicas
antes descritas.

Las cepas que se evaluaron fueron: Bacillus thuringfensis kurstaki (Btk), 5.
thuringiensis cepa LBIT-414, B. thuringiensis cepa LBIT-312, B. thuringiensis cepa
LBIT-63, B. thuringiensis cepa LBIT-113, B thuringiensis israelensis (Bti), y B.
thuringiensis tenebrionis (Btt), en total sumaron siete cepas y el estudio consisti6
de ocho tratamientos incluyendo el testigo. Como unidad experimental se
considerd a la jaula de vidrio conteniendo las 15 parejas de moscas. Los cristales
de cada cepa de B thuringiensis fueron mezclados con proteina hidrolizada
enzimaticamente [(ICN, Biomedical, Inc.) + sacarosa (1:3)] + agua, en la
proporcion de 1:1 (pesofvolumen). Una vez realizada la mezcla se colocd la
solucion del cebo-tdxico en tubos Eppendorf, a cada tubo se le hizo una
perforacion de 2 mm de didmetro en la parte inferior, de tal forma que permitiera
la salida de la solucién, sin que llegara a escurrir. Los tubos ya listos con la
solucion se colgaron de la parte superior de cada jaula para que las moscas se
alimentaran de la mezcla durante 48 h, después se retiraron los tubos vy se les
suministrd el alimento estandar formulado a base de proteina hidrolizada
enzimaticamente + sacarosa (proporcion 1: 3) solamente, y el agua se les
proporciond en tubos de ensaye cubiertos con torundas de algoddn. En el caso del
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testigo, las moscas fueron alimentadas desde el inicio con una solucién hecha a
partir de proteina hidrolizada enzimaticamente [(ICN, Biomedical, Inc.) + sacarosa
(1:3)] + agua, en la proporcién de 1:1 {peso/volumen). Debido a la baja toxicidad
que se observd en la -endotoxina hacia los adultos de las tres especies de moscas
de la fruta, el estudio se repitid tres veces en el caso de Anastrepha ludensy dos
veces para A. obliquay A. serpentina.

La mortalidad de las moscas se registré cada 24 h durante 10 o 12 dias
después de haberse iniciado la prueba. Debido a la baja toxicidad que manifestd la
d-endotoxina de cada cepa, no se realizd ningln andlisis estadistico, por lo que los
resultados fueron expresados en porcentaje de mortalidad diaria y acumulada
durante el tiempo de observacidn.

3.4. PARASITISMO DE LARVAS DE MOSCAS DE LA FRUTA POR DOS ESPECIES DE
NEMATODOS ENTOMOPATOGENOS EN CONDICIONES DE LABORATORIO Y DE
CAMPO

3.4.1, Efecto de la edad farval y ia profundidad del suelo sobre las
ClLso “s:- Este estudio tuvo como objetivo determinar las Clsp's de cada especie
de nematodo, en larvas de cada especie de mosca en base a la edad vy a la
profundidad del suelo. Los bioensayos se realizaron en unidades de parasitacion
elaboradas con tubo de PVC de 5 cm didmetro (19.63 cm? de superficie),
utilizandose 3 profundidades (2, 5 y 8 ¢m), con una capacidad de 30, 70y 120 g
de arena, respectivamente. Como substrato de pupacion se utilizd arena
previamente tamizada (Malla 18), lavada, esterilizada y ajustada a una humedad
de 10% (peso/volumen). Con la arena asi tratada se llenaron los diferentes
recipientes, a los que se agregaron 25 larvas de la especie de mosca segin
correspondiera, que se introdujeron rapidamente en la arena (10 min). Las
especies de nematodos ensayadas fueron S. feftiaey H. indica.

Estas tres especies de moscas de la fruta tienen diferentes tiempos de
desarrollo larvario (Celedonio-Hurtado et a/, 1988), por lo que se decidid utilizar
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las siguientes edades. La edad de las larvas consideradas como jévenes fue de 6
dias para A. obligua, y de 7 dias para A. ludensy A. serpentina. Para las que se
consideraron larvas maduras, la edad fue de 8 dias para A. obligua, y de 9 dias
para A. ludensy A. serpentina, con esto se buscd que las larvas estuvieran en [a
misma edad fisioldgica al momento de realizar el estudio.

Las diferentes profundidades se probaron tanto en larvas jévenes como en
larvas maduras, con un minimo de cinco repeticiones por especie de mosca de la
fruta, por cada edad larval y por cada profundidad de recipiente, para cumplir con
los requisitos estadisticos establecidos para este tipo de estudio (Ibarra y Federici,
1987). Las concentraciones probadas en cada bioensayo, por cada especie de
nemétodo fueron: 0, 6, 13, 25, 51, 76, 102, 127, 178 y 204 neméatodos/cm?,
agregandose cada concentracion en 1 ml de suspension que se distribuyé con una
pipeta uniformemente sobre la superficie de la arena de cada recipiente (Fig. 1A).

Siete dias después se tamizd la arena de cada unidad para cuantificar la
mortalidad debida al parasitismo del nemdtodo, mediante observaciones al
microscopio estereos_cépico.

Las larvas parasitadas que no dieron origen a adultos se consideraron como
insectos muertos, [a mortalidad natural fue corregida usando la férmula de Abbott
(1925) v los resultados obtenidos fueron analizados usando un modelo Probit (Proc
Probit, SAS Institute, 1992). Los valores de las CLsp's determinados en cada
bicensayo para cada edad de larvas fueron sometidas a un analisis de varianza
(ANOVA) en donde las edades de las larvas y las especies de moscas se
consideraron como tratamientos (SAS Institute, 1992).

3.4.2, Parasitismo en larvas maduras de Anastrepha ludens por el
nematodo Steinernema feltiae, en suelo de textura areno-arcillosa:- Para
verificar si habia o no diferencia en colocar los nematodos en el suelo antes o
después de las larvas se realizd el siguiente estudio, utilizando como sustrato suelo
de textura areno-arcillosa. Los bioensayos se realizaron Unicamente en las
unidades de 5 cm de profundidad, cuya capacidad es de 70 g de suelo. En este
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experimento se utilizd como substrato de pupacion suelo de textura areno-
arcillosa, previamente tamizado (Malla 18), esterilizado, y ajustado a una humedad
de 15% (peso/volumen), debido a que se obtuvo mayor parasitismo en esta
humedad, con este suelo se lienaron los recipientes a los que se agregaron 25
larvas de A. /udens de tercer estadio (9 dias de edad). Se evaluaron Ias
concentraciones de 0, 6, 13, 25, 51, 76, 102, 127 y 204 nematodos/cm? de suelo;
agregandose cada concentracion en 1 ml de suspensidn que se distribuyd
uniformemente con una pipeta sobre la superficie del suelo de cada recipiente.

Las concentraciones se aplicaron de dos formas, en el primer caso se
aplicaron primero los nematodos y 10 minutos después se colocaron las larvas (A);
en el segundo caso, se colocaron primero las larvas y 10 minutos después se
aplicaron los nematodos (D). El nlimero de bioensayos varié en cada caso, se
realizaron 13 bioensayos para el caso A y 11 para el caso B, de acuerdo a los
requisitos estadisticos establecidos para este tipo de estudios (Ibarra y Fedetici,
1987). Siete dias después se tamizd el suelo de cada unidad para cuantificar la
mortalidad debida al parasitismo del nematodo, mediante observaciones al
microscopio estereoscdpico.

Las Clso’s para larvas de tercer estadio en este experimento fueron
estimadas usando el mismo modelo Probit (Proc Probit, SAS Institute 1992), a
partir de la mortalidad registrada en cada bioensayo y corregida con la férmula de
Abbott (1925). Las Clsy’s determinadas en cada forma de aplicacion de los
nematodos, fueron sometidas a un analisis mediante la prueba fde Student (Steel
y Torrie, 1993) para verificar si habia o no diferencia en colocar los nematodos en

el suelo antes o después de las larvas.

3.4.3. Parasitismo de pupas de Anastrepha Iludens por Steinernema
feltiae, en suelo de textura areno-arcillosa:- Con el objeto de estudiar la
capacidad parasitica de esta especie de nematodo a pupas se realizé el siguiente
estudio. Los bioensayos se realizaron Unicamente con las unidades de 5 cm de
profundidad y con el mismo manejo antes descrito. Una vez que se llenaron {os
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tubos con el suelo tratado y ajustado a una humedad de 15% (peso/volumen), se
procedid a colocar en cada uno de ellos 25 larvas de A. fudens de tercer estadio y
se esperd a que se transformaran en pupas (24 h), una vez que puparon y
alcanzaron en estado de pupa la edad de 5 6 de 12 dias segln fuera el caso, se
aplicaron los estados infectivos del nematodo. Las concentraciones probadas en
cada bioensayo fueron de 0, 6, 13, 25, 51, 76, 102, 127 y 204 nemé&todos/cm? de
suelo, agregandose cada concentracion en 1 ml de suspension que se distribuyé
con una pipeta uniformemente sobre la superficie del suelo de cada recipiente. La
humedad del sueio al momento en que se aplicaron los nematodos fue de 15%
(peso/volumen). El nimero de bioensayos por cada edad de pupa, ¥ cuando se
observo el parasitismo en adultos recién emergidos que salieron a través del suelo
tratado con nematodos varié entre 12 y 15 bioensayos.

En el caso de las pupas de 5 dias de edad, el suelo se tamizd a los siete dias
después de haberse aplicados los nemétodos para cuantificar fa mortalidad debida
al parasitisme del nemdtodo mediante observaciones al microscopio
estereoscopico. Para las pupas de 12 dias de edad, en la mitad de las unidades {de
12 a 15 bioensayos) se tamizd el suelo y se cuantificd la mortalidad debida al
parasitismo del nemétodo; en la otra mitad (de 12 a 15 bicensayos), se dejé a que
emergieran los adultos para observar el parasitismo ocasionado en adultos recién
emergidos que salieron a través del suelo tratado con nematodos.

Los datos de este experimento se expresaron en porcentajes debido al bajo

grado de parasitismo.

3.4.4. Impacto de la p-exotoxina y dos especies de nematodos
entomopatdgenos sobre larvas de moscas de la fruta y algunos
artrépodos no blanco, bajo condiciones de campo:- Este fue un estudio de
campo cuyo objetivo fue evaluar la eficiencia de las Clsy ‘s de la p-exotoxina y de
los nematodos entomopatdgenos sobre larvas de tercer estadio y cuantificar el
impacto sobre organismos no blanco. El estudio consistid en un experimento de
campo con distribucién en bloques al azar, realizdndose un bloque cada 5 dias.
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Para realizar el estudio se seleccionaron 48 arboles de mango, en el huerto “El
Mirador” ubicado a la altura del km 18 de la carretera del aeropuerto de Tapachula
a Cd. Hidalgo, Chis. En el area de goteo de los arboles se delimitd una area de 50
x 50 cm como unidad experimental, En cada una de estas unidades el suelo se
removid en una cavidad de 10 cm de profundidad aproximadamente, eliminando
todo material indeseable que estuviera presente (hojas secas, madera, raices,
piedras, etc.). La superficie de la cavidad fue nivelada y después se colocé un
cuadro de madera de 50 x 50 x 25 cm (2,500 cm? de superficie), en el fondo de
esta estructura se colocd un cedazo de tela organza resistente a fin de evitar la
fuga de los organismos, no permitir [a entrada de depredadores y que a la vez
permitiera la salida de agua. Después se procedié a colocar el suelo, cuya textura
fue de tipo franco-arenosa, previamente tamizado (Malla 18).

Una vez que se aplicaron los agentes entomopatdgenos, los organismos no
blanco y el insecticida en las respectivas unidades experimentales registrd una
humedad de 10% (peso/volumen). El espesor del suelo fue de 8 cm con un peso
aproximado de 9 kg por unidad experimental (Fig. 1B).

En total se manejaron 7 tratamientos y el testigo, cada uno con 6
repeticiones, con un fotal de 48 unidades experimentales. Para los productos
evaluados se tomo como base la CLsp determinada en los bioensayos realizados en
condiciones de laboratorio para larvas de A /udens de tercer estadio. Los
tratamientos fueron:

a) Testigo.

b) La CLso de S. feftiae (Sh.

¢) La Clsq de H. indica (Hi).

d) La 2 de la ClLsp de B-exotoxina + la 2 de la Clsg de Hi

e) Insecticida.

f) La Clsp de p-exotoxina.

g) La %2 de la CLsp de A/ + la Y2 de la CLsp de SF

h) La V2 de la ClLsp de B-exotoxina + la V2 de la CLsp de S7
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Fig. 1.- Unidades de parasitacion utilizados en los experimentos con nematodos

en condiciones de laboratorio (A) y de campo (B)-
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Con base a este arreglo vy distribucién se utilizaron las siguientes cantidades
de los siguientes productos: en donde se utilizd la CLsp de la B-exotoxina, se aplicd
5.251 mg de i. a. del producto que contenia la turingiensina (21 mg de producto
experimental) por parcela. En los tratamientos en donde se aplicd la mitad de la
Clso, se utilizaron 10.5 mg del producto por parcela.

En las parcelas tratadas con &. feftiae se aplicaron 406,250 nematodos,
tomando en consideracidn que la Clsg calculada en ios bioensayos de laboratorio
fue de 162 nemdtodos/cm? de superficie de suelo. En las parcelas que fueron
tratadas con la mitad de la CLsg, se aplicaron 203,125 nematodos.

Con el nematodo A indica, en cada parcela se aplicaron 289,211
nematodos, de esta forma se utilizd una densidad de 116 nemétodos/cm? de
superficie de suelo gue correspondié a la CLsp que se determind en condiciones de
laboratorio y se aplicaron 144,606 estados infectivos en donde sélo se utilizd la
mitad de la ClLsp.

El insecticida que se utilizd fue el Diazindn 25 E (del grupo de los
organofosforados, formulado como concentrado emulsionable), por cada parcela
tratada se aplicé la concentracion de 0.01% por peso en agua (peso/volumen).
Esta concentracidon se tomd como referencia debido a que Purcell y Schroeder
(1996) reportaron que provocd una mortalidad del 50 y 60% en T7eirastichus
giffardianus Silvestri y D. longicaudata, parasitoides de moscas de la fruta, cuando
estaban en desarrollo dentro de su huésped, 1a larva de la mosca del meidn
(Bactrocera curcubitae) (Coguillett). Aungue se necesita 0.02% del i. a. de
Diazindén para inducir una mortalidad correspondiente a la Clsy en esta Ultima
especie.

En las parcelas en donde se aplicaron los nematodos + la p-exotoxina,
primero se adiciond al suelo 800 mi de agua y se homogenizé bien el suelo y
posteriormente se aplicd sobre la superficie 140 ml de solucién acuosa que
contenia la p-exotoxina y otros 140 ml conteniendo los nematodos, seglin fuera el
caso. Cuando la parcela se traté con una sola especie de nematodo, ésta se aplicd
en 280 ml de agua. Para el caso del insecticida se aplicd toda la mezcla y se
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homogenizé el suelo. La cantidad total de agua que se utilizé por parcela fue de
900 mi, de esta forma la humedad del suelo se ajustd a 10% (pesofvolumen). En
fas parcelas en donde se aplicaron las dos especies de nematodos, cada dosis de
nematodos fueron diluidas en 140 ml de agua. Las parcelas que se utilizaron como
testigo fueron tratadas Unicamente con agua.

Una vez que se terminaron de preparar las parcelas se procedié a colocar
los organismos de prueba, estos fueron: 100 larvas de A. /udens de tercer estadio,
100 larvas de A. ludens parasitadas por D. longicaudata, 25 larvas de la familia
Stratiomidae y 10 lombrices de tierra (Lumbricus terrestris L.) por cada unidad
experimental.

Cuando se termind de colocar a los organismos en todas las parcelas de
cada blogue, se procedid a protegerlas de los depredadores terrestres (lagartijas,
hormigas, aves, etc.) aplicando alrededor de la madera una franja de pegamento y
la parte de arriba se cubrié con tela organza.

Ocho dias después de haberse realizado el experimento, se retird el suelo
(incluyendo los organismos) de cada unidad experimental. El suelo de cada
muestra se depositd en charolas de plastico de 60 cm de largo x 50 de ancho x 12
de alto y posteriormente se trasladaron al laboratorio. Después se tamizd el suelo
(Malla 18). Las pupas, tanto normales como parasitadas, de las moscas de la fruta
vy las larvas y/o pupas de estratidmidos de cada muestra se colocaron sobre papel
filtro humedecido dentro de una caja Petri en donde permanecieron hasta la
emergencia de los aduitos de moscas de la fruta, de parasitoides y de
estratiémidos.

Durante el periodo experimental en condiciones de campo, se realizaron
observaciones cada 24 h para verificar que no hubiera dafios por depredadores.
Ademas se hicieron muestreos del suelo para observar que no hubiera pérdida de
fa humedad menor al 10%. Para conservar la humedad uniforme en todas las
unidades experimentales fue necesario aplicar, cada 24 h, volimenes de 100 mi de

agua con un atomizador.
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La variable que se considero fue el porcentaje de emergencia de adultos de
A. ludens, de D. longicaudata y de estratidmidos en cada unidad experimental.
Para el caso de la lombriz de tierra se cuantificd el nimero de sobrevivientes
después de permanecer expuesto a la accion de los agentes entomopatégenos y
del insecticida. Con el nimero de individuos emergidos por especie se realizé un
analisis de varianza en bloques al azar. Las comparaciones de promedios en cada
parametro estudiado se realizaron utilizando la prueba de comparaciones mdltiples
de Tukey (SAS Institute, 1992).

3.4.5. Parasitismo de larvas de Anastrepha ludens por dos especies de
nematodos entomopatégenos en condiciones de campo:- Este estudio tuvo
como proposito estimar el maximo nivel de parasitismo en campo, utilizando
densidades aitas de nematodos. El experimento se realizé con larvas de A. fudens
de tercer estadio. El cual consistié en un experimento con distribucién en bloques
al azar de 6 tratamientos incluyendo el testigo, cada uno con 4 repeticiones, en
total 24 unidades experimentales. La unidad experimental fue la misma caja de
madera que se utilizd en el experimento anterior, de tal forma que se tuve una
superficie de 2,500 cm® de suelo de textura franco-arenosa ajustado & una
humedad de 10% (pesofvolumen), por tratamiento. Para cada especie de
nemdatodo se utilizd la Clsy determinada en condiciones de laboratorio en larvas de
A. ludens de 9 dias de edad, en los recipientes de 8 cm de profundidad, tomando
como referencia que ésta fue la especie que requirié la mayor cantidad de cada
especie de nematodo para alcanzar la Clsp. De esta manera los tratamientos
fueron:

a) La Clsp de H. indica (Hi) = 116 nem/cm?.

b) La Clse de 5. feitize (Sf) = 162 nem/cm?.

c) 3 veces la Clsy de H. indica = 348 nem/cm?.

d) 3 veces la Cls de S. feftiae = 486 nem/cm?.

e) La Clsy de H. indica (116 nem/cm?) + La Clsg de S, feltize (162

nem/crn?).
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Después que se aplicaron los nematodos en cada parcela se procedié a
colocar 200 larvas de A. /udens de tercer estadio. El manejo de las unidades
experimentales durante el tiempo que permanecieron en el campo fue muy similar
al descrito en el experimento anterior, a excepcién de que aqui se verificd la
mortalidad larval debida al parasitismo del nematodo, mediante observaciones al
microscopio estereoscopico.

A partir del nimero de larvas y/o pupas parasitadas en cada tratamiento se
realizd un analisis de varianza en bloques al azar. Asimismo, las comparaciones de
promedios se hizo utilizando la prueba de comparaciones mlltiples de Tukey (SAS
Institute, 1992).

3.5. FACTORES ABIOTICOS QUE AFECTAN EL PARASITISMO DE Steinernema
feltiae SOBRE LARVAS DE Anastrepha obfiqua EN CONDICIONES DE LABORA-
TORIO

3.5.1. Capacidad parasitica del nematodo en funcion de la edad y la
profundidad dei hospedero.- El estudic tuvo como objetivo conocer la
capacidad parasitica del nematodo en funcidn de la edad y la profundidad del
hospedero en un substrato con mayor contenido de humedad. Las unidades de
parasitacion que se utilizaron fueron las mismas que se describieron en el punto
3.3.1. Como substrato de pupacién se utilizd arena previamente tamizada (Malla
18), lavada, esterilizada y ajustada a una humedad del 15% (peso/volumen). Con
la arena asi tratada se llenaron los diferentes recipientes, a los que se le agregaron
25 larvas de A. obligua que se introdujeron rapidamente en la arena (10 min). Las
diferentes profundidades se pirobaron tanto en larvas de 6 como de 8 dias de
edad, con un minimo de cinco repeticiones por cada edad larval y cada tamafio de
recipiente. Las concentraciones probadas en cada bioensayo fueron de 0, 6, 13,
25, 51, 76, 102, 127 y 204 neméatodos/cm?, agregandose cada concentracién en 1
ml de suspensién que se distribuyé uniformemente con una pipeta sobre la
superficie de cada recipiente. Siete dias después se tamizé la arena de cada unidad
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de parasitacién para cuantificar la mortalidad debida al parasitismo del nematodo,
mediante observaciones al microscopio estereoscdpico.

Las Clsp's fueron estimadas usando un modelo Probit (Proc Probit, SAS
Institute 1992), a partir de la mortalidad registrada en cada bioensayo y corregida
con la formula de Abbott (1925).

3.5.2. Efecto de la textura del suelo en la capacidad parasitica de
Steinernema feltiae:- Con el objeto de cuantificar el efecto de la textura del
suelo sobre la capacidad parasitica de 5. feftiae hacia las larvas de A. ofiqua se
realizé este estudio. Para este propdsito se utilizaron ios mismos recipientes de
parasitacion utilizados anteriormente, con las mismas profundidades, a los cuales
se le agregaron los suelos previamente tratados y ajustados a una humedad de
15% (peso/volumen), cuyas caracteristicas fisico-quimicas se describen en el
Cuadro 3. La unidad de ensayo también fue de 25 larvas de A. obligua, tanto de 6
como de 8 dias de edad, las cuales fueron inoculadas con la concentracion
correspondiente & la Clsp estimada para cada edad y cada profundidad, en la fase
anterior de este trabajo. A los siete dias posteriores a la inoculacion se tamizé el
suelo de cada unidad de parasitacidon para cuantificar la mortalidad debida al
parasitismo del nematodo, mediante observaciones al microscopio estereoscapico.
El estudio fue analizado como un experimento trifactorial, cuyos factores
fueron la edad de las larvas (6 y 8 dias), la profundidad del hospedero (2, 5y 8
cm) y el tipo de suelo (areno-arcilloso, arenoso y areno-limoso), de tal forma que
sumaron 18 tratamientos diferentes, con 5 repeticiones cada uno. Los datos fueron

sometidos a una analisis trifactorial (Montgomery, 1991}).

3.5.3. Efecto de la temperatura en la capacidad parasitica del
nematodo:- Este estudio tuvo como objetivo determinar la temperatura dptima
para obtener el nivel mdximo de parasitismo. Se probaron tres diferentes
temperaturas sobre la capacidad parasitica de 5. feftiae hacia las larvas de A.
obligua. Para este propdsito se utilizaron los mismos recipientes de parasitacién
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Cuadro 3. Caracteristicas fisico-quimicas y contenido de arcillas de los tipos de
suelos utilizados como substrato para larvas de A. obfigua expuestas al
parasitismo de Steinernema feftiae. (M. O. = Materia organica; C. E. =
Conductividad eléctrica).

Areno-arcillosa  {74.0 14.0 12.0 2.0 6.36 |0.27
Areno-limosa 80.0 14.0 6.0 11.4 6.28 |0.15
Arenosa 96.0 1.0 3.0 0.18 6.63 |0.48

utilizados anteriormente, con las mismas profundidades, a los cuales se les agregd
suelo de textura areno-arcillosa, esterilizado y ajustado a una humedad de 15%
(pesofvolumen), dado que fue |a textura de suelo que mostrd los méximos niveles
de parasitismo en el experimento anterior. La unidad de ensayo también fue de 25
larvas de A. obligua, tanto de 6 como de 8 dias de edad, las cuales fueron
inoculadas con la concentracion correspondiente a la Clsg estimada para cada
edad y cada profundidad, en la primera fase del trabajo, de este experimento.
Cada bioensayo se incubd en una camara bioclimatica, a la temperatura
correspondiente. A los siete dias posteriores a la inoculacion se tamizo el suelo de
cada unidad de parasitacidn para cuantificar la mortalidad debida al parasitismo
del nematodo, mediante observaciones al microscopic estereoscopico.

El estudio fue analizado como un experimento trifactorial, cuyos factores
fueron la edad de las larvas (6 y 8 dfas), la profundidad del hospedero (2, 5y 8
cm) y la temperatura (19+1, 25+1 y 30+1°C), de tal forma que sumaron 18
tratamientos diferentes, con 5 repeticiones cada uno. Para el analisis, los datos
fueron transformados al arco seno de la raiz cuadrada del porcentaje de
mortalidad y luego fueron sometidos a un analisis de superficies de respuesta
(Montgomery, 1991). Las medias fueron comparadas usando el procedimiento de
la prueba de diferencia minima significativa (SAS Institute, 1992).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. TOXICIDAD DE LA B-EXOTOXINA DE Bacifius thuringiensis HACIA LARVAS DE
MOSCAS DE LA FRUTA Y SUS EFECTOS SUBLETALES EN ADULTOS

4.1.1. Toxicidad de la p-exotoxina sobre larvas:- De acuerdo a los resultados
mostrados en el Cuadro 4, los promedios de las Clsg’s se estimaron en 0.641,
0.512 y 0.408 wg/cm? de papel filtro para Anastrepha fudens, A. obligua y A.
serpentina, respectivamente. Estos niveles de toxicidad indicaron ligeras
diferencias de susceptibilidad entre las especies; sin embargo, Unicamente se
detectd una diferencia estadistica significativa entre A, fudens, y A. serpenting, en
donde A. fudens es la especie mas tolerante a dicho producto y A. serpentina la

mas susceptible. La primera resultd ser 1.6 veces mas tolerante que la segunda.

Cuadro 4.- Toxicidad de la B-exotoxina de Bacilius thuringiensis a larvas de tercer

estadio de tres especies de moscas de la fruta.

Especie de Clso + SE g/em® Ecuacién de la linea
Mosca N (Limites Fiduciales al 95%) 5? Clos de regresién
A. ludens 1166 0.641 + 0.064 (0.471-0.878)a |3.392| 4.694 | Y = 5.424 + 2.157X |
A, obligua 840 | 0.512 + 0.033 (0.387-0.678) ab | 3.366| 2.560 |Y =5.701 + 2.433X
A. serpentina| 1 110 | 0.408 + 0.019 (0.289-0.466) b [5.967| 3.652 |Y = 5.688 + 1.767X

Los valores de las Cls, s sequidos por la misma letra no son diferentes significativamente {prueba
de LSD, con £ < 0.05).

Aunque se observd mortalidad larval, el mayor efecto toxico ocurrié durante
la transformacion a los tejidos del adulto, impidiendo la formacidon de éstos.
También se detectd que el porcentaje de pupas normales disminuyd a medida que
se incrementd la concentracion de la toxina, y que una gran cantidad de las pupas
deformes mostré un color mas claro, al compararlas con las del testigo. Las larvas

muertas presentaron vesiculas en diversas partes del cuerpo, ademas de gue




algunas murieron con un cuerpo anormalmente alargado, o bien sélo pupd la

mitad del cuerpo (Fig. 2).

4.1.2. Efecto de concentraciones subletales sobre adultos:- Cuando se
probaron las diferentes concentraciones de p-exotoxina sobre los efectos
subletales de los adultos de A. fudens, se observd que su longevidad no era
afectada por el tratamiento con la toxina, al detectar respuestas sin diferencia
estadistica entre los tratamientos, incluyendo al testigo (Cuadro 5). Contrario a lo
esp'erado, las hembras provenientes de los tratamientos con la toxina mostraron
una fecundidad mayor en el nimero de huevos/hembra/dia, al compararlas
estadisticamente con los testigos. Sin embargo, se observé que la fecundidad fue
mayor en las hembras obtenidas de las concentraciones bajas, registrdndose una
ligera disminucidn conforme se incrementd la concentracidn de la toxina.
Similarmente, también la fertilidad (porcentaje de eclosién de los huevos) fue mas
alta en los huevos obtenidos de moscas provenientes de larvas tratadas que en los
huevos de las moscas del testigo, observandose la misma tendencia al disminuir la
fertilidad conforme se aumentaba la concentracion de la toxina (Cuadro 5).

Por otro lado, cuando se probaron las Clsy’s de cada especie sobre el
efecto subletal en los adultos de las tres especies de moscas de la fruta, se
observéd gque la longevidad de las moscas tratadas era mayor que la de los testigos
(Cuadro 6). Esta diferencia resulté ser estadisticamente significativa (# < 0.05).
Similar a los resultados anteriores, la fecundidad de las moscas tratadas fue mayor
que la de los testigos, aunque la diferencia fue tan ligera que estadisticamente no
fue significativa (£ > 0.05). Resultados similares se observaron en la fertilidad de
los huevos de hembras tratadas, al compararlos con los testigos, ya que estos
dltimos mostraron fertilidades ligeramente menores a los tratados, detectdndose
nuevamente diferencias significativas (2 < 0.05) sblo en A. /udens. En A. obligua
aunque hubo mayor eclosion en los huevos obtenidos de las hembras que

sobrevivieron la diferencia, no fue significativa estadisticamente (Cuadro 6).
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Fig. 2.- Pupas normales (A) y larvas y pupas (B) de A. /udens después de
exponerse a la accion de la B-exotoxina de Bacillus thuringiensis.
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Cuadro 5. Longevidad, fecundidad y fertilidad de adultos de Anastrepha ludens

obtenidos de larvas tratadas con diferentes concentraciones de p-exo-

toxina de Baciflus thuringiensis,

]Tatgrﬁi?nas_ Longevidad Fecundidad Fertilidad
(tg/cm?) (dias + SE) | (Huevos/hembra/dia + SE) (% + SE)

Testigo 66.6 £ 10.9 a 1495+ 1.36d 3436 +2.85¢

0.091 56.2+5.5a 43.40 £+ 1.74 66.00 £ 3.40 a

0.152 79.5+ 8.6 a 28.06 +1.52 ¢ 58.08+2.79b

0.253 69.7 £ 8.6 a 2742 £1.94 ¢ 43.94 + 3.22 ¢

0.421 57.7+7.2a 3370t 1.67b 5204 £3.55b

0.702 65.7+6.3a 34.17 £2.39b 54.63+4.19b

1.169 56.5+6.3a 24.63+£1.65¢ 41.21+3.61cC

1.949 68.9+8.1a 23.34+£198¢ 41.03+3.62¢c

Los valores en la misma columna seguido por la misma letra no son diferentes estadisticamente
(prueba de LSD, con £ < 0.05).

Los resultados indican que la B-exotoxina es altamente téxica a las larvas de
tercer estadic de las tres especies de moscas de la fruta. Si bien se registraron
diferencias estadfsticas entre las Clsy s estimadas para cada especie, 10s niveles
de susceptibilidad hacia la toxina son muy similares. Las diferencias detectadas
probablemente se deban a diferencias en el grosor del exoesqueleto de las larvas,
que constituye una capa de espesor con caracteristicas fisicas y quimicas variables
entre las especies (Hopkins y Kramer, 1992; Rabossi et ai, 1991), presentando
cada una de ellas diferentes barreras a la penetracion de la toxina. También, las
diferencias interespecificas en el estado de desarrolio fisioldgico en el tercer
estadio tardio podria ser la causa de la susceptibilidad diferencial encontrada
(Celedonio-Hurtado ef a4, 1988). De hecho, las anormalidades registradas en las
larvas muertas fueron muy inconsistentes debido probablemente a que cuando se

expusieron a la toxina, el proceso de produccidn de la hormona de la muda ya
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Cuadro 6.- Longevidad, fecundidad y fertilidad de adultos sobrevivientes de

larvas de tres especies de moscas de la fruta tratadas cbn la Clsg

de B-exotoxina de Bacillus thuringiensis.

Especie de {.ongevidad Fecundidad Fertilidad
Mosca (dias + SE) (Huevos/hembra/dia + SE) (% =+ SE)
. ludens:
Tratada 749+ 7.6 a 46.6 +2.7 a 864+ 2.1a
Testigo 623+7.2b 426+£21b 80.4+19b
. serpenting:
Tratada 46.2+6.1 a 159+ 0.8a 55.0t4.63
Testigo 385+6.0b i6.1+1.1a 57.1£4.3a
. obligua:
Tratada 305+3.7a 24.2+44 a 91.2+33a
Testigo 199+3.7b 19.2+29b 877170

Los valores en la misma columna, por especie de mosca, seguido por la misma letra no son
diferentes estadisticamente, de acuerdo a fa prueba de LSD (# < 0.05).

habia finalizado, por lo que el dafio no fue tan drdstico como posiblemente hubiera
sucedido si se hubieran utilizado larvas mas jévenes. Tanigoshi et a/ (1990)
reportan que cuando trataron ninfas jdvenes, viejas y adultos de Lygus hesperus
Knight (Heteroptera: Miridae), con B-exotoxina mediante aplicaciones tdpicas, el
efecto mas drastico se observd sobre las ninfas jovenes.

Los niveles de toxicidad encontrados en el presente estudio son
comparables con otros obtenidos en diversas especies de insectos. A la mosca .
irtitans se le estimd una Clso de 2.79 wu/g de dieta larvaria, observando
sintomatologl’as similares a las presentadas por las larvas de las moscas de la fruta
(Haufler y Kunz, 1985). Asimismo, en los lepidopteros Hefiothis zea (Boddie), H.
virescens (F.), Trichoplusia ni (Hlbner), Pectinophora gossypiefla (Saunders) y
Spodoptera exigua (Hiibner), la emergencia de adultos se inhibid en un 100%-con
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una dosis de 0.540 pt_:]/cm2 de dieta larvaria, aunque no mencionaron la etapa del
desarrollo del insecto donde ocurrid la mayor mortalidad (Ignoffo y Gregory,
1972).

A pesar de que la B-exotoxina es uno de los componentes téxicos de 5.
thuringiensis, su composicion, origen y modo de accién son totalmente diferentes
a las é-endotoxinas, ampliamente usadas como bicinsecticidas. Los reportes sobre
el uso de diversas cepas de esta bacteria sobre moscas de la fruta, han estado
enfocados hacia la deteccidon de §-endotoxinas activas contra estas plagas. De esta
forma, se ha probado la cepa mosquitocida B thuringiensis var. israglensss,
obteniéndose niveles de mortalidad importantes, tanto en larvas como en adultos,
pero con dosis muy altas (Yamvrias y Anagnou, 1989; Robacker et af, 1996).
Asimismo, se han llevado a cabo programas de seleccidn de cepas activas contra
A. ludens 'y Bactrocera oleae (Gmelin), observandose mortalidades hasta del 80%
(Karamanlidou et a/., 1991; Robacker ef a/.,, 1996; Martinez et 5/, 1997; Navrozidis
‘et al, 2000). Sin embargo, en ningln caso se ha probado si alguna de estas cepas
contienen B-exotoxina (mas bien se ha tratado de eliminar de las mezclas
experimentales), ni se ha probado independientemente, Por lo que este es el
primer reporte sobre la toxicidad de la p-exotoxina sobre un tefritido.

Con respecto al efecto subletal de la p-exotoxina sobre los adultos
sobrevivientes, cuando se probaron tanto las diferentes dosis de los bioensayos
contra larvas de A. /udens, como también las Clsq’s contra las tres especies de
moscas, los resultados fueron consistentes y contrarios a los esperados. Por un
lado la longevidad de los adultos en ambas pruebas fue igual o mayor en los
adultos provenientes de los tratamientos con la toxina. Asimismo, la fecundidad y
fertilidad de los individuos tratados fueron significativamente mayores (a excepcién
de A. serpentinag) a los testigos. Estos resuitados se oponen a los reportes de otros
autores con otras especies de insectos (Ignoffo y Gregory, 1972; Sebesta et al,
1981). Hasta ahora, la explicacidon a este fendmeno sélo puede ser especulativa.
Una hipdtesis se basa en la eliminacion de los individuos bioldgicamente mas

débiles por la toxina v la sobrevivencia sélo de aquellos mas vigorosos y con mayor
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potencial reproductivo (seleccién). Sin embargo, esto implicarfa que los individuos
sobrevivientes de las concentraciones mas altas, deberian ser los mas vigorosos y
de mayor capacidad reproductora, lo cual no se observd. Otra hipdtesis supondria
que, debido a que la B-exotoxina inhibe principalmente la formacion del tejido
nuevo del imago, este efecto deletéreo de la toxina podria ser contrarrestado por
un efecto homeostatico del insecto hacia la formacién de mayor masa tisular, que
permitiria a los insectos sobrevivientes estar mejor dotados para reproducirse. Por
otro lado, es importante hacer notar que los adultos sobrevivientes de los
tratamientos no mostraron deformaciones evidentes, por lo que no presentaban
impedimentos manifiestos, contrario a lo reportado por otros autores (Ignoffo y
Gregory, 1972) en adultos de cinco especies de lepiddpteros, donde los adultos
sobrevivientes presentaron deformaciones evidentes de sus partes bucales y en las
antenas, lo cual pudo estar directamente relacionado al efecto deletéreo sobre su
fecundidad y longevidad.

En otros aspectos, 05 resultados obtenidos en el presente reporte indicaron
que la pB-extoxina posee potencial para ser utilizado como alternativa de control
para la mosca de la fruta, especiaimente en aplicaciones en la zona de goteo de
los arboles atacados; sin embargo, debido a que esta toxina ha presentado efectos
téxicos hacia algunos vertebrados, hasta ahora muchos paises occidentales no han
permitido su uso comercial, no sdélo como insecticida formulado, sino hasta como
un subproducto en las formulaciones de B. thuringiensis. Algunas compafiias han
desarrollado productos experimentales a base de esta toxina; sin embargo, las
restricciones contintian vigentes. Es importante hacer notar que algunos productos
basados en B thuringiensis poseen en su formulacion a la B-exotoxina (ej.
Bitoxibacilin, producto ruso) que permite expandir el rango de actividad del
bioinsecticida, o bien se ha utilizado la foxina en algunos paises ndrdicos para el
control de moscas en porguerizas. También cabe mencionar que estd comprobado
el sinergismo existente entre la p-exotoxina y la 8-endotoxina, en su accién sobre
algunas plagas importantes (Moar ef a/, 1986), lo que permite expandir el rango
de actividad de B. thuringiensis sobre algunos lepiddopteros recalcitrantes (ej. S.
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exigua). Adicionalmente, es claro que productos quimicos como el Diazindn,
utilizados para el control de larvas de moscas de la fruta, afectan a una gama mas
amplia de organismos y son mas persistentes y tdxicos que la B-exotoxina de B.
thuringiensis.

En conclusion, el presente trabajo muestra evidencia de la alta toxicidad de
la p-exotoxina de B. thuringiensis para las larvas de tercer estadio de A. /udens, A.
obligua y A. serpentina. Los adultos que se obtuvieron de larvas expuestas a las
diferentes concentraciones de B-exotoxina no sufrieron efecto negativo en su

aptitud reproductiva.

4.1.3. Efecto patotoxico de Ia p-exotoxina en la cuticula de larvas de tres
especies de moscas de la fruta;- No se observd un dafio drastico al nivel de
cuticula de las iarvas expuestas a la p-exotoxina. Solo se observd un efecto
ligeramente perceptible, el cual se manifesté en una separacién o desprendimiento
de la epicuticuta con la hipodermis. A pesar de que las larvas fueron expuestas a
su respectiva Clgs v que la cuticula de las larvas es una cuticula no diferenciada,
aun asi no sufrid tanto dafio como se esperaba. Incluso las células se observaron
en buen estado y ni siquiera la cuticula de la parte ventral, regidn que siempre
estuvo expuesta a la accidén de dicha sustancia. Esto demuestra que esta sustancia
tiene una accién molecular y fisioldgica mas notoria que la que pudiera observarse
a escala celular. Aunque el efecto para inhibir la emergencia de adultos se sigui¢
observando de manera consistente, pues sélo emergid una mosca de Anastrepha
judens y de las otras especies sélo se registraron tres individuos medios
emergidos, es decir que no alcanzaron a salir del pupario, en cambio en las

muestras del testigo se observé un 93 % de emergencia de adultos.

4.1.4. Efecto de la CLsp Y la CLos de p-exotoxina en larvas de dos edades
de la mosca mexicana de la fruta:- Las larvas jovenes fueron afectadas, tanto
por la Clsp como por la Clgs, en mayor grado que las larvas de tercer estadio

(maduras). El efecto tdxico se manifesté en mayor mortalidad larval, mayor
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formacién de pupas deformes y menor formacién de pupas normales. Ademds, la
sintomatologia de las larvas muertas y las pupas deformes procedentes de las
larvas jovenes fue mas acentuada, es decir gque presentaron mayor formacién de
vesiculas en el cuerpo y éste se alargd mucho mas. También se incrementd el
nimero de larvas en donde sdlo pupd la mitad del cuerpo comparado con la
respuesta que manifestaron las larvas de tercer estadio (maduras). En casi todos
los parametros hubo diferencia altamente significativa (P < 0.05), incluyendo la
emergencia de adultos cuando fueron expuestas a la CLso. Las larvas jévenes que
fueron tratadas con la Cles no dieron origen a adultos, es decir, la emergencia fue
cero, en cambio las larvas de tercer estadio (maduras) registraron una emergencia
de 4%. Asimismo, la emergencia registrada en las dos edades larvales que se
utilizaron como testigo fue de 82.7 y de 86.2% para larvas jdvenes y maduras,

respectivamente (Cuadro 7).

Cuadro 7.- Respuesta toxicoldgica de larvas de A. /Judens de dos edades, expuestas
a las CLsg y Clos de p-exotoxina de 8. thuringiensis determinadas para

larvas de tercer estadio (maduras).

Larvas

Adultos deformes y | Emergencia

Pupas formadas (% = SE)

Tratamientos N Normales Deformes muertas medio emergidos (%)

Larvas jovenes:

Testigo 225 | 95313 23+09 24=14 0 82.7 = 3.0
Clsg 405 (714+16a|220x19a| 65+1.5a 42+1.1a 209+43a
Clgs 341 |494+44a261+11a|24.0+£3923 Oa 0a

Larvas maduras:

Testigo 265 96.6 £ 0.7 1.8=:0.8 1.5+06 ¥ 86.2 +2.2
Clgg 341 |76.8+2.7b|21.2£29a 20+£0.7b 14+07b 4563z 35b
Clegs 419 [63.2+£22b|329+28b| 3.8£09D 1.9+06b 40+07b

* Los valores seguidos por la misma letra para cada parametro en cada columna no son estadisticamente
diferentes (Prueba ¢de Student, #< 0.05).
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La cuticuta de las larvas es una cuticula no diferenciada, y a medida que las
larvas tienen menor edad tienen mayor actividad celular, lo que probablemente las
hace mas susceptibles a dicha sustancia. Ademas, cuando se expusieron a la
toxina, en las larvas jovenes aln se encontraba en plena actividad el proceso de
produccién de la hormona de la muda y en las larvas maduras probablemente ya
habia finalizado, por lo que el dafio no fue tan drastico. En especies de insectos de
otros grupos también se han obtenido resultados parecidos a los de este estudio,
por ejemplo, cuando trataron ninfas jovenes, viejas y adultos de L. Aesperus, con
p-exotoxina mediante aplicaciones tdpicas, el efecto mas drastico se observo sobre

las ninfas jovenes (Tanigoshi et a/., 1990).

4.2. EFECTO DE LA 3-ENDOTOXINA DE Bacillus thuringiensis EN ADULTOS DE
MOSCAS DE LA FRUTA

En el Cuadro 8 se reportan los porcentajes de mortalidad de las tres
especies. Se puede observar que la mortalidad no fue tan marcada. Las cepas que
mostraron cierto efecto letal sobre la viabilidad de las moscas fueron: las cepas
LBIT 414, LBIT 113 y Btt. Con las otras cepas se puede decir que la respuesta fue
practicamente nula, pues la mortalidad fluctudé entre el 13 y 30%. La baja
toxicidad de la &-endotoxina probablemente se debid a las siguientes 3 razones, la
primera es gue se les suministré sélo durante los primeros dos dias despues de
haber emergido, ya gue segin Dominguez (1990), después de haber evaluado 6
cepas de B. thuringiensis concluyé que cuando se suministré a moscas de 120 h de
edad la mortalidad fue del 80%, pero cuando lo hizo con adultos de 24 a 72 h de
edad el efecto fue minimo, aungue no especificd a que se debid la diferencia. Por
su parte Montoya (1989) reporté que después de haber evaluado varias cepas de
B.t., la cepa GM 18 fue la que ocasiond la maxima mortalidad (59%,
aproximadamente) después de un periodo de 96 h de alimentacidn continua,

aunque este porcentaje de mortalidad todavia se considera de baja eficiencia.
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Como ya se menciond, el modo de accion de la §-endotoxina es diferente al

de la B-exotoxina y ya se han realizado varios estudios con diversas cepas de esta

Cuadro 8. Porcentaje de mortalidad acumulada durante 10 dias en tres especies de
moscas de la fruta después de haberse alimentado con proteina hidroli-
zada v cristales de Bacillus thuringiensis. (V= 60 moscas/muestra).

| Cepas de B. thuringiensis|  wg/ml | A. ludens | A. serpentina| A. obliqua
Testigo - 10.0 13.3 6.7
LBIT 414 1.5 53.3 50.0 23.3
B. tt. 1.2 33.3 33.3 33.3
LBIT 113 1.4 36.7 33.3 30.0
B. t. 1. 1.5 35.6 16.7 16.7
LBIT 312 1.4 23.3 16.7 26.7
B. t. k. 1.4 30.0 13.3 16.7
LBIT 63 1.4 13.2 16.7 10.0

bacteria contra adultos de moscas de la fruta, enfocados siempre a la deteccion de
alguna que sea activa contra estas plagas. De esta forma, se ha probado la cepa
mosquitocida B. thuringiensis var. fsraelensis, obteniéndose niveles de mortalidad
importantes, tanto en larvas como en adultos, pero con dosis muy altas (Yamvrias
y Anagnou, 1989; Robacker ef al, 1996). Asimismo, se han llevado a cabo
programas de seleccidn de cepas activas contra A. ludensy B. oleae, observandose
mortalidades hasta del 80% (Karamanlidou et af, 1991; Robacker ef al, 1996;
Martinez et @/, 1997; Navrozidis et a/, 2000). Sin embargo, en ningln caso se ha
probado si alguna de estas cepas contienen B-exotoxina (mas bien, se ha tratado
de eliminar a dicha toxina de las mezclas expef-imentales), ni s& ha probado
independientemente. Aungue en aplicaciones que se han hecho de productos a
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base de espora y del cristal de B. thuringiensis a nivel de laboratorio con otras
cepas como la 114 A y GR 8, se reportaron excelentes resultados al ocasionar una
mortalidad de 63.1 y de 70.4%, respectivamente, 0 en condiciones de campo al
reducirse el dafic con la cepa 114 A, de 70.6 a 24.7% en frutos de olivos por 5.
ofeae (Alberola et al, 1999; Navrozidis ef a/., 2000). Si estas cepas han resultado
efectivas contra adultos de B. ofeae, entonces existe la posibilidad de Iocaliiar
alguna cepa que sea patogénica a adultos del género Anastrepha.

La segunda causa de la baja mortalidad en adultos de moscas en esta
investigacidn, pudo haber sido el poco tiempo de alimentacién con la 3-endotoxina,
ya que sélo se les proporciond por 48 h. Ya que como lo han mencionado algunos
autores (Robacker et a/, 1996), después de que evaluaron 55 aislados de B.t.,
reportaron que dos aislados obtenidos de muestras de suelos colectadas en
Guatemala ocasionaron el 100% de mortalidad acumulada a los 10 dias de edad,
pero bajo un régimen de alimentacién continua, aunque ellos no especificaron si
fue solo con la -endotoxina o combinada con la 3-exotoxina, pues la mezcla de las
dos toxinas presenta un efecto sinergista tanto para adultos de A. /fudens, como
para otras especies de insectos (Moar et al, 1986; Dominguez, 1990). Otros
autores opinan de que no existe un efecto sinergistico cuando los adultos de A
/udens consumen simultdneamente las dos toxinas de dicha bacteria (Robacker et
al., 2000).

En esta investigacidn, resulta interesante observar los porcentajes de
mortalidad ocasionada por la cepa LBIT 414, los cuales fueron de 53.3, 50.0 y
23.3% para A. /udens, A. serpentinay A. obligua, respectivamente, alimentandose
durante 48 h con el alimento mezclado con los cristales, aunque el tiempo en que
ocurrid esta mortalidad fue bastante prolongado, es decir durante 10 dias. La
mezcla de espora cristal de esta misma cepa (LBIT 414), cuando fue evaluada
contra B oleae ocasiond una mortalidad de 53.1 y del 48.2% en adultos de
laboratorio y silvestres, respectivamente (Alberola et af, 1999), con un tiempo de

alimentacidon continua de 6 dias, y el sobrenadante fue menos tdxico ya que sélo
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ocasiond el 12.5% y 31% de mortalidad para adultos de laboratorio y silvestres,
respectivamente.

La tercera explicacion del bajo porcentaje de mortalidad en los adultos de
las tres especies de moscas de la fruta, pudo haber sido el pH que posee su
sistema digestivo, va que se necesita de un pH alcalino para activar la toxina de ia
bacteria y el pH de las moscas de la fruta es acido (Solferini, 1990). Pero esta
aseveracion es un poco aventurada, pues existen cepas de la bacteria con
propiedades biocidas a insectos con pH ligeramente acidos (Ej. Leptinotarsa
decemiineata). Esto ha llevado a una intensa blsqueda de cepas, para ensayarlas
y caracterizarlas con el objeto de encontrar alguna que tenga potencial y sea
prometedora en el control de moscas de la fruta (Bel ef af, 1997).

Con el objeto de continuar estas investigaciones, se propone que se realicen
estudios con productos que contengan la &-endotoxina pero es necesario
solubilizarla y digerirla externamente con una solucidn de tripsina y luego
proporcionarsela a las moscas para ver si se incrementa la mortalidad. Aln asi se
debe de seguir buscando y evaluando otras cepas con el objeto de encontrar
alguna en gue la 3-endotoxina ocasione algln efecto letal significativo en adultos

de las moscas de la fruta.

4.3. PARASITISMO DE LARVAS DE MOSCAS DE LA FRUTA POR DOS ESPECIES DE
NEMATODOS ENTOMOPATOGENOS, EN CONDICIONES DE LABORATORIO Y DE
CAMPQ

4.3.1. Efecto de la edad larval y la profundidad del hospedero sobre las
CLso “s:- Al establecerse las relaciones entre las diversas concentraciones de las
dos especies de nemdtodos y la mortalidad causada a las larvas de las tres
especies de moscas de la fruta, se obtuvo una amplia variacién en la capacidad
parasitaria de cada nematodo, debido principalmente a la edad de las larvas y a la
profundidad de las unidades de parasitacidn. Primeramente, y como era de
esperarse, las larvas jovenes (6 y 7 dias de edad) mostraron mayor susceptibilidad
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que las larvas maduras (8 v 9 dias de edad). Todas las Clsy’s estimadas
mostraron diferencias significativas (P < 0.05) entre las dos edades larvarias
(Cuadros 9 y 10, Fig. 3). Sin embargo, la mayor diferencia de las Clsg's se observo
entre las profundidades de los recipientes utilizados con las dos especies de
nematodos y las dos edades larvales, aunque el nematodo Heterorhabditis indica
registré menor variabilidad en el parasitismo de las larvas de las tres especies de
moscas de la fruta por efecto de la profundidad. Asi tenemos que para el caso de
Anastrepha obligua, la Clsy estimada con H. indica en larvas de 6 dias en los
recipientes de 5 ¢m resultd ser igual a la estimada en los recipientes menos
profundos (2 cm), y la Clsy estimada en los recipientes mas profundos (8 cm) fue
30% menor que las dos dosis anteriormente indicadas. Las larvas de A. serpentina
fueron las menos susceptibles al ataque del nematodo, v las de A. /udens la que

mayor susceptibilidad registré (Cuadro 9).

Cuadro 9.- Parasitismo de larvas jovenes de tres especies de moscas de la fruta
por el nematodo Heterorhabditis indica a tres profundidades en suelo
de textura arenosa con 10% de humedad.

[ Especie de mosca | Profundidad | | Clso + SE (nem/cmidearena) | | Gl | Ecuacion delalinea |
de la fruta (cm) N {Limites fiduciales al 95 %) %2 (nemjcm?) de regresion
A. obligua 2 745 24 + 2.8 (20— 28) 5.335 300 Y =294+ 149
A. obliqua 5 593 24 £3.6 (19-29) 9.149 426 Y =320 + 1.31x
A. obliqua 8 391 16+11(13-20) 7.860 201 Y =320+ 1.49x
A ludens 2 369 12+10(8-16) 0.398 381 Y =3.82 + 1.09%x
A. ludens 5 578 13215(9-17) 4,244 370 Y =375+ 1.1
A. lidens 8 618 19+ 24 (15-23) 2.659 357 Y = 3.35 + 1.29%«

A. serpentina 2 475 65+ 2.0 {52 -82) 1.706 1295 Y =272+ 1.26x
A. serpentina 5 517 80 +£5.0 (64-109) 1.903 1377 Y = 2.47 + 1.33x
A. serpenting 8 959 75+ 6.9 (62 — 90) 13.003 2109 Y = 2.89 + 1.13x

Las larvas maduras (8 y 9 dias de edad) tratadas con el nemaétodo H. indica
registraron, en general, una tendencia similar. Aunque se requirié de una mayor
dosis de nematodos para alcanzar la Clsg en cada profundidad (Cuadro 10). Asi
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tenemos que para las larvas de A. obligua, la Clsp estimada en los recipientes de 5
cm de profundidad se obtuvo con 30% mas de la dosis que correspondid a la Clsg
estimada en los recipientes menos profundos (2 ¢m), la Clsp estimada en los
recipientes mas profundos (8 cm) resultd ser el doble que ésta Ultima.

En las larvas de A. /udens se registré una tendencia similar, aungue se
requirid de una mayor dosis de nemadtodos para alcanzar la Clsg en cada
profundidad comparada con las larvas de A. obfigua, perc también fueron mas
susceptibles que las larvas de A. serpentina. Las larvas de A. serpentina fueron
menos susceptibles al parasitismo de H. /ndica, ya que para alcanzar las Clsg en
cada profundidad se requirid de 95, 95 y 144 neméatodos/cm? de arena para 2, 5y
8 cm de profundidad, respectivamente (Cuadro 10).

Con respecto al nematodo Steinernema feltiae, 1a tendencia fue similar a la
observada con H. indica. De las larvas jovenes, las mas susceptibles fueron las de
A. obligua, seguidas de las de A. fudensy las menos susceptibles fueron las de 4.
serpentina. Por otro lado la respuesta del nematodo en funcidén de la profundidad
para el caso de A. obfigua, la Clsy estimada en larvas de 6 dias en los recipientes
de 5 cm resultd ser un poco mas del doble que la del recipiente menos profundo (2
cm), la Clsg estimada en los recipientes mas profundos (8 cm) mostrd ser mas de
seis veces mayor que esta (ltima. Después le siguieron en susceptibilidad las
larvas de A. fudens, para alcanzar la Clsp a 8 cm de profundidad se requirid de
aplicar dos veces la dosis estimada en |os recipientes menos profundos (2 cm). Las
larvas de A. serpentina fueron las menos susceptibles al nematodo, y las larvas de
A. obligua fueron las que mayor susceptibilidad registraron (Cuadro 11, Fig. 4).

Para larvas maduras (8 y 9 dias de edad) también fue similar la efectividad
del nematodo S. feftiae, es decir que las larvas gque se localizaban en recipientes
menos profundos (2 cm) fueron mas susceptibles que las que estaban en
recipientes mas profundos (8 cm). Las larvas de A. obligua fueron las mas
susceptibles, seguidas de la de A. /udensy por Ultimo las de A. serpenting, aunque
en estas (ltimas no se pudo estimar la Clsy cuando se encontraban en los
recipientes mas profundos (8 cm), ya que el maximo parasitismo que se obtuvo
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fue de 40%, cuando se aplicé la dosis mas alta que correspondié a 204
neméatodos/cm? de arena (Cuadro 12, Fig. 5).

En pruebas de laboratorio simulando diversas condiciones de campo, se
comprobd el potencial de estas dos especies de nematodos para parasitar larvas
de moscas de la fruta antes de pupar. Fue evidente que existe una diferencia
importante en la susceptibilidad de las larvas jévenes (de 6 y 7 dias de edad),
comparada con las larvas maduras (de 8 y 9 dias de edad). Las observaciones
realizadas a los 8 dias posteriores a la inoculacidén mostraron que todas las larvas
muertas y las que lograron transformase en pupa después de haber sido
parasitadas estaban infectadas por los nemdtodos (Fig. 5). En las unidades
utilizadas como testigo no se observd parasitismo alguno y la mortalidad natural

fue muy baja (1.6% en promedio).

Cuadro 10.- Parasitismo de larvas maduras de tres especies de moscas de la fruta
por el nematodo Heterorhabditis indica a tres profundidades en suelo
de textura arenosa con 10% de humedad.

[ Especie de mosca | Profundidad | | Cle % SE (nemjom?dearena) | |  Clss | Ecuacdndela |
de Ia fruta (cm) N (Limites fiduciales al 95 %) ¥? (nernfem?) | linea de regresién
A. obligua 2 410 25 +4.2 (20 - 31) 5.021 298 Y = 2.85 + 1,53x
A. obligua 5 625 37121431 -49) 5.870 569 Y =282+ 1.39%
A. obliqua 8 472 49 £ 7.4 (38 - 69) 0.798 1294 Y =3.05+1.15x
A. fludens 2 730 65+ 0.0(56-77) 5.105 971 Y = 2.45 + 1.40x
A. fudens 5 897 78 £ 0.0 (66 — 93) 10.822 1496 Y =2.58 + 1.28x
A. fudens 8 709 113 + 2.8 (96 — 131} 7.798 1197 Y = 1.75 + 1.59x
A. serpenting 2 874 95 £ 0.0 (83 ~112) 11.548 1228 Y = 2.07 + 1.48x
A. serpentina 5 998 95 £ 0.0 (80 - 115) 12.446 2040 Y=25+1.23x
| A sopentina 8 883 1442 0.0 (123-175) | 10.481 1438 Y = 1.45 + 1.64x

Se observo que las larvas jovenes de las tres especies de moscas resultaron
ser mas susceptibles a las dos especies de nematodos, que las larvas de mayor
edad. Esto obedece sin duda alguna a que el tiempo a la pupacién es mucho
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mayor en las larvas jovenes, por lo que tienen mayor tiempo para estar expuestas
a fa accién de estos organismos. En cambio las larvas de mayor edad tienen menor

tiempo para transformarse en pupa; una vez que ha ocurrido el proceso de

Cuadro 11.- Parasitismo de larvas joévenes de tres especies de moscas de la fruta
por el nematodo Steinernema feltiae a tres profundidades en suelo de

textura arenosa con 10% de humedad.

Especie de mosca | Profundidad Clsy + SE (nem/cm? de arena) ‘ Clos Ecuacion de la
de la fruta {cm) N {Limites fiduciales al 95 %) o {nem/cm?} | Iinea de regresidn
A. obligua 2 535 5+08(6-11) 1.731 184 Y = 3.84 + 1.24x
A. obligua 5 801 20+ 1.6 (15— 24) 3.842 825 Y =370+ 1.00x
A, obliqua 8 650 59+ 7.4 (44 - 98) 1147 8890 Y = 3.80 -+ 0.67x
A ludens 2 367 22 +£2.2 (16 —-30) 3.225 572 Y =342+ 1.17%
A fudens 5 482 29+ 3.0 (23 -36) 3.241 630 Y =288+ 146x
A. fudens 8 434 5b+ 8.3 (44 — 65) 3.044 674 Y =304 + 149

A serpenting 2 643 67 + 3.8 (53 -82) 6.830 1596 Y =286+ 118
A. serpentina 5 482 83 £84 (70 ~ 102) 4.074 971 Y = 2.04 + 1.54x
A. serpenting 8 474 124 £12.3 (102 - 163) 7.990 1599 Y = 1.90 + 1.48x

Cuadro 12.- Parasitismo de larvas maduras de tres especies de moscas de la fruta
por el nematodo Steinernema feltiae a tres profundidades en suelo de
textura arenosa con 10% de humedad.

I"Especie de mosca | Profundidad | | Clso+ SE (nem/cm® dearena) | |  Clss | Ecuaddndela |
de la fruta {cm) N (Limites fiduciales af 95 %) a (nemfcm® | linea de regresién
A. obligua 2 547 15:+2.6 (13-18) 4.258 106 Y = 2.68 + 1.96x
A. obiigua 5 575 3625.0(29-43) . 3.599 834 Y =313+ 1.20x
A. obligua 8 820 151 + 5.8 (137 - 170) 3.414 803 Y=005+227x
A ludens 2 602 27 £2.0(21-35) 6.895 962 Y =346+ 1.07x
A, ludens 5 728 79:£4.0(70-91} 3.036 612 Y =148 + 1.85x
A. ludens 8 422 169 + 9 6 (130-207) 3.049 1239 Y = (.97 + 1.83x

A. serpenting 2 477 111 + 0.0 (92 — 143} 4.064 1984
A. serpening 5 434 116 + 0.0 (91 — 158) 4.202 3806
A. serpenting 8 Indeterminada*

* Par bajo parasitismo, @ pesar de usar concentraciones altas.

64



160+ /
=
2
£
@
£
7
(&)
-A.. serpentina
A. obliqua
A ludens
Profundidad {cm)
B

e

2

£

)

£

3

_

(&

-A- serpentina
A. obliqua

A. ludons

Profundidad {(cm)

Fig. 4. Parasitismo de larvas jévenes (A) y larvas maduras {B) de tres especies de moscas de la fruta
por el nematodo S. feffiae en tres profundidades en suelc de textura arenosa con 10% de humedad.

65




Fig. 5.- Pupas de Anastrepha ludens normales (A) y parasitadas (B) por el ne-
matodo Steinernema feltiae. Estados infectivos (C) de Heterorhabditis

indica saliendo de una pupa parasitada.
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pupacion, el pupario, a pesar de poseer espiraculos, actla como una barrera que
impide la penetracién de los nematodos. Si éstos no logran penetrar antes de que
la larva pupe, después no podran hacerlo ya que solo penetran por aberturas
naturales (espiraculos, ano y/o boca) de larvas como lo reportan Woodring y Kaya
(1988). El mayor parasitismo en larvas de las dos edades se registrd en recipientes
de 2 ¢cm de profundidad, lo cual resulta obvio, pues estdn mas expuestas a la
accién de los nematodos por lo cual el encuentro pardsito-hospedero es mas
posible. El nemétodo H. /ndica ocasiond un parasitismo mas uniforme en las tres
diferentes profundidades. En cambio con S. feltiae, a medida que las larvas se
localizaron en recipientes mas profundos, el parasitismo fue menor. Esta (ltima
especie tiene un desplazamiento de manera horizontal por lo que coexiste mas
sobre la superficie, en cambio H. indica tiene un desplazamiento de manera
vertical por lo que penetran mas profundo en el suelo. De las tres especies de
moscas de la fruta, con la mosca de las sapotaceas, A. serpentina, se requirid
mayor cantidad de nemdtodos para alcanzar la Clsy, tanto para larvas jovenes
como para larvas de tercer estadio. A pesar de que las larvas de menor edad son
mas susceptibles al ataque de los nematodos, hubo variabilidad en 1a respuesta de
cada grupo de larvas. En algunos casos, las variaciones en el grado de parasitismo
que se han observado en varios estudios responden a la diversidad de cepas de
nematodos evaluadas, como sucedid con las larvas de A. suspensa a diferentes
especies y cepas de nematodos (Beavers y Calkins, 1984). Taylor et a/ (1998)
determinaron una ClLsy para larvas de Musca domestica de 5 y 38 nemétodos/cm?
de estiércol de bovinos, respectivamente con S. feffiae cepas SN y UNK 36. Pero
también la edad del hospedero juega un papel importante, pues se ha demostrado
qgue puede haber diferencia en la susceptibilidad (Lindegren y Vail, 1986}, en
donde usualmente el estado joven es el mds susceptible.

Es dificil que en condiciones naturales, las larvas de moscas de la fruta de
menor edad al tercer estadio salgan del fruto hospedero para pupar, pero si se
presenta este caso nos indica que las dos especies de nematodos, son capaces de
atacar a las larvas. Por otro lado también nos indicd, tomando como referencia la
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susceptibilidad de las larvas jévenes, qué tan eficientes son los nematodos y qué
tanta variabilidad hay en su capacidad parasitica para atacar a hospederos de
mayor edad gue son menos susceptibles, como sucede con las larvas mauras.

De acuerdo a estos resultados, es evidente la efectividad de los nemétodos
para parasitar larvas de moscas de la fruta y por ello deben considerarse como
agentes potenciales para el control de dicha plaga principalmente en ecosistemas

tropicales con ambientes himedos.

4.3.2.- Parasitismo de larvas de Anastrepha ludens de tercer estadio por
el nematodo Steinernema feltiae, en suelo de textura areno-arcillosa:~
Los datos de esta fase se presentan en el Cuadro 13. Se puede observar qUe
cuando se colocaron en el suelo fas larvas de tercer estadio de A. /udens antes que
los nematodos, se determind una Clsp de 66 + 8 nematodos/cm? de suelo, y
cuando se colocaron después que los nematodos la Clsy fue de 68 + 5
nematodos/cm? de suelo. Estas pequefias diferencias en las Clsg’s no fueron
significativas estadisticamente (£ > 0.05), lo gue indicé que se puede aplicar al

suelo los nematodos antes o después de las larvas.

Cuadro 13.- Parasitismo de larvas de Anastrepha ludens de tercer estadio por el
nematodo Steinernema feltiae, en suelo de textura areno-arcillosa con
15% de humedad.

[ Formade | | CLs+SE (nem/cm?desuelo) | | Cles | Ecuacidndela |
aplicacién N (Limites fiduciales al 95 %) x* | (nem/cm? | linea de regresion
A 1,773 66 = 8.3 (57-76) a* 2.7 2,459 Y =173 + 1.05x
D 1,397 68 + 5.5 (65-85) a 7.8 1,396 Y =1.14 + 1.22x

* Los valores seguidos por la misma letra no son estadisticamente diferentes (Prueba de tde
Student, £ < 0.05). (A = se colocaron primero las larvas que los nematodos en el suele, D = se
aplicaron primero los nemétodos que las larvas en el suelo).
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Previamente, en otro estudio se habia demostrado la susceptibilidad de
larvas de 5 dias de edad de A. suspensa (Loew) a tres cepas de S feftize
(Mexicana, All y Breton), con una mortalidad de 90.7, 88.1 y 83.0% cuando
inocularon con 1,000 estados infectivos por caja Petri (Beavers y Calkins, 1984).
Sin embargo la efectividad del nemétodo pudo haber sido sobreestimada debido a
que utilizaron larvas jévenes que son mas susceptibles que las larvas de mayor
edad, como quedd demostrado en este estudio.

La emergencia de adultos de Ceralitis capitata se redujo en 52.0, 71.1 y
96.5% para el primero, segundo y tercer ano respectivamente, cuando aplicaron el
nematodo S. feltiae a una concentracién de 500 estados infectivos/cm? de suelo y
colocaron larvas de tercer estadio en condiciones de campo. Dicha concentracién
es demasiado alta comparada con la que se determind en este trabajo, lo cual
refleja un ahorro si se utiliza a 5. feftiae como agente de control de moscas de la
fruta (Lindegren et al, 1990).

En algunos casos, las variaciones en el grado de parasitismo que se han
observado en varios estudios résponden a la diversidad de cepas evaluadas, como
sucedid con las larvas de A. suspensa a diferentes especies y cepas de nematodos
(Beavers y Calkins, 1984), pero también puede haber diferencia en la
susceptibilidad de los diversos hospederos evaluados (Lindegren y Vail, 1986).

4.3.3. Parasitismo de pupas de Anastrepha ludens de cinco y doce dias
de edad:- Con el objeto de expresar los resultados en porcentajes de parasitismo
se incluyen los cuadros 14 y 15. Las pupas de A. /udens no fueron susceptibles al
parasitismo de S. feftiae, ya que el porcentaje mas alto que se observd en las de 5
dias de edad fue de 0.27% cuando se aplicaron 204 nematodos/cm? de suelo, que
correspondié a la concentracion mas aita. En pupas de 12 dias de edad no se
observé parasitismo en ninguna de las concentraciones ensayadas y solo cuando
los adultos emergieron y salieron a través del suelo tratado con los nematodos, se
registré un parasitismo que fluctud entre 1 y 10% en las concentraciones de 6 a

204 neméatodos/cm? de suelo (Cuadro 15).
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Cuadro 14. Parasitismo de pupas de A. /udens de 5 dias de edad por S. feltiae

en suelo de textura areno-arcillosa a 5 cm de profundidad.

Concentracién Pupas Pupas Parasitismo
(nemdtodos/cm? de suelo) tratadas Parasitadas (%)
Testigo 375 0 0
6 366 0 0
13 373 0 0
25 371 0 0
51 377 0 0
76 365 0 0
102 366 0 0
127 370 0 0
204 363 1 0.27

El parasitismo en estado de pupa fue practicamente nulo (0.27%), como
otros resultados similares (<1%) que fueron reportados por (Beavers y Calkins,
1984). Los nematodos no tienen la capacidad de atravesar el pupario, a pesar de
que poseen espiraculos, éstos poseen estructuras de proteccidn gue actGan como
una barrera impidiendo que los nematodos penetren y lleguen al hemocele. En
pupas de lepidopteros se ha reportado un parasitismo que fluctta entre el 24 y
63% (Kaya y Hara, 1981), por lo que se puede afirmar que las pupas de dipteros
ciclorrafos son menos susceptibles. Aunque lLezama-Gutiérrez ef al (1996)
reportaron un excelente parasitismo ocasionado por diferentes especies de
nematodos, incluyendo a S. feltiae que parasitd el 47.5% de larvas y el 33.7% de
pupas de A. /udens, cuando inocularon con 4,000 nematodos por recipiente con
300 g de suelo, pero dichos resuitados hay que considerarlos con reserva debido a -

que ellos expusieron las larvas y estimaron el parasitismo en larvas y pupas.
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Cuadro 15. Parasitismo de pupas de A. /udens de doce dias de edad y/o adultos
emergidos y que salieron a través del suelo tratado con S. feftiae.

Concentracion Pupas Pupas Adultos Parasitismo
(nemdtodos/cm? de suelo) | tratadas | parasitadas | Parasitados | en adultos (%)
Testigo 375 0 0 0

6 371 0 4 1.1

13 371 0 2 0.5

25 382 0 1 0.3

51 362 0 6 1.7

76 370 0 11 3.0

102 343 0 33 9.6

127 375 0 36 9.6

204 359 0 36 10.0

Los adultos de A. /udens fueron parasitados cuando emergieron y salieron a
través del suelo tratado con nematodos. El porcentaje de parasitismo alcanzado
fue bajo comparado con el que se observd en larvas de tercer estadio, pero fue
mayor que el parasitismo que se observd en pupas. Con esto se corrobord que S.
feltiae puede parasitar adultos de moscas de la fruta, como ya se habia reportado
para A. suspensa (Loew) (Beavers y Calkins, 1984), aunque en ofros estudios se
reportd de que no fue capaz de parasitar a adultos de C capitata (Lindegren y
Vail, 1986). En cambio, en adultos de Spodoptera exigua (Lepidoptera: Noctuidae)
se reportd un excelente parasitismo causado por S. feftiae (Kaya y Grieve, 1982).

4.3.4. Impacto de la B-exotoxina y dos especies de nematodos
entomopatogenos en larvas de Anastrepha ludens y otros artréopodos,
bajo condiciones de campo:- En el Cuadro 16 se reportan los dafos

correspondientes al nimero de organismos recuperados después de tamizar el
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suelo en donde se localizaban. El porcentaje de recaptura de pupas de A. ludens
(tanto normales como parasitadas por Diachasmimorpha longicaudata) y de
estratiomidos fue de 95 a 98% aproximadamente, lo que indicé que la pérdida de
material bioldgico por depredacidén u otras causas fue minima. En el caso de la

lombriz de tierra, la recaptura fue del 70 al 95%.

Cuadro 16.- Recuperacion de larvas de Anastrepha fudens (normales y parasita-
das) y otros organismos de las cajas experimentales, después de ex-
exponerse por 8 dias a la accidn de algunos agentes entomopatdge-
nos e insecticida en condiciones de campo.

| Aludens | Stratiomidae | Lombriz de tierra |
Tratamientos Total | (%) | Total | (%) | Total (%)
Testigo 1155 | 96.2 147 98.0 57 95.0
S. feltiae (Sf) 1139 | 949 | 147 | 98.0 54 90.0
H. indica (Hi) 1168 | 97.3 | 146 | 97.3 52 87.0
Y2 Clsp B-exotoxina + ¥2 Clso (M) | 1182 | 98.5 | 143 | 95.3 45 75.0
CLsy de p-exotoxina 1186 | 98.8 146 97.3 46 77.0
12 CLsp (Hi) + %2 CLso (Sf) 1145 | 95.4 | 145 | 96.7 51 85.0
Y2 Clgp p-exotoxina + 2 Clgg (Sf) | 1160 = 96.7 | 145 | 96.7 48 80.0
Insecticida 1016 = 84.7 149 | 99.3 42 70.0

(Sf = Steinernema feltiae, Hi = Heterorhabditis indica).

Estos datos correspondieron dnicamente a organismos sobrevivientes
después de estar expuesto durante 8 dias a la accion de los organismos
entomopatogenos y del insecticida. Ademas, se pudo observar que en el
tratamiento a base de insecticida fue donde hubo menor recuperacién de pupas de
A. fudens y de lombriz de tierra, lo cual resultd obvio, pues se tratan de
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organismos que presentan una alta susceptibilidad a dicho producto y
probablemente hubo mortalidad, pero que no se pudo observar.

En el Cuadro 17 se concentran los datos referente a los adultos de moscas y
parasitoides emergidos, asi como el de adultos de estratidmidos vy la sobrevivencia
de lombriz de tierra en cada uno de los tratamientos.

Con respecto a la emergencia de estratiémidos, no se observd ningdn efecto
negativo significativo por la accidn de los diferentes agentes de control, ni tampoco
por el insecticida, pues las diferencias entre los promedios de emergencia no
fueron estadisticamente diferentes (P > 0.05). La poca accion gue demostrd el
insecticida sobre las larvas de esta familia quizas se debid al grosor de la cuticula,
pues se trata de un tipo de larva que posee una cuticula bastante gruesa que
podria impedir la penetracion de dicho producto, lo que indicd que es necesario
incrementar la concentracidn para causar un efecto mas drastico. Para el caso de
los nematodos no se tiene una explicacion, pues a pesar de que las larvas de este
grupo de insectos poseen espiraculos, no se observé ninguna larva parasitada.

En los tratamientos en donde se aplicd solo el nematodo S. feltiae, V2 Clsp
H. indica + V2 Clgy 5. feftiae, y Y2 Clsp de p-exotoxina + Y2 Clsp S. feftiae, se
registrd una emergencia de moscas de 46.3, 48.0 v 51.0%, respectivamente. Al
hacer comparaciones multiples por la prueba de Tukey (£ < 0.05) se corrobord que
no hubo diferencia estadistica entre ellos, aungue resultaron diferentes al testigo,
en donde se registro el 88.2% de emergencia de adultos de A. /udens (Cuadro 16).
En los tratamientos en donde se aplicd solamente la especie de nemédtodo A.
indica, y H. indica + 2 Clsp de B-exotoxina, el porcentaje de emergencia fue de
63.3 y 61.7% respectivamente, valores que no resultaron significativamente
diferentes (P > 0.05) a los valores observados en los tratamientos previamente
indicados.

La emergencia de adultos en las parcelas tratadas con la p-exotoxina fue de
72.3%, que no fue diferente significativamente (P < 0.05) al porcentaje de
emergencia que hubo en el testigo, pero diferente a los demas tratamientos. Las

larvas sometidas al tratamiento con insecticida registraron el mayor porcentaje de
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mortalidad larval, ya que sélo hubo 9.8% de emergencia de A. /udens, lo cual dejd

ver la toxicidad del producto sobre la plaga y sin duda alguna sobre otros

organismos no blanco que se localizaban en el suelo, a excepcion de las larvas de

estratiomidos (Cuadro 17).

Cuadro 17.- Emergencia (%) de adultos de Anastrepha ludens, Diachasmimorpha

longicaudata y estratidmidos, y sobrevivencia de lombriz de tierra

después de exponerse por 8 dias a la accidén de dos agentes entomo-

patdgenos e insecticida en condiciones de campo.

T Tratmientos | A fudens | D. longicaudata | Stratiomideae | Lombriz de terra |
Testigo 88.2 a* 33.7 a 95.9 n. s. 95.0 a

Clso de S. feftiae (SF) 463 ¢ 17.7 b 95.9 n. s. 90.0 ab

Clso de H. indica (Hi) 63.3 bc 217 b 93.5n. s. 87.0 ab

12 Clgg B-exotoxina + 2 Clgg (Sf) 51.0¢ 185b 87.3n.s. 80.0 ab

15 Clsp B-exotoxina + V2 Clsy (Hi) | 61.7 be 21.7 b 97.8n. s. 75.0 ab

ClLso de B-exotoxina 72.3ab 3253 97.2n.s. 77.0 ab

Y2 Clsg (Hi) + V2 Clso (S 48.0¢ 185b 90.1 n. s. 85.0 ab
Insecticida 9.8d 28¢c 90.7 n. s. 700 b

C. V. 17.3 24.7 6.2 13.9

*Los valores seguidos por la misma letra en cada columna no son diferentes significativamente
{prueba de Tukey, con £ < 0.05). (Sf = Steinernema feltiae;, Hi = Heterorhabditis indica; n. s. =

no significativo).

Cabe aclarar que la emergencia de adultos a partir de larvas normales y

parasitadas, en condiciones de laboratorio fue de 93% para A. /udensy de 39%

para el caso del parasitoide, respectivamente. De las 100 larvas que

correspondieron a la categoria de larvas parasitadas, sélo darian origen a

parasitoides, pues fueron irradiadas para inhibir la emergencia de A. /udens.

Con respecto a la emergencia de parasitoides, no se observaron diferencias

significativas en la respuesta a las dos especies de nematodos (P > 0.05),
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aplicados solos y combinados con la B-exotoxina (Cuadro 17), pero si registraron
diferencias comparados con el testigo. Esto indicd que los nematodos son efectivos
para atacar y matar larvas de moscas de la fruta, pero si las larvas estdn
parasitadas por D. /ongicaudata, también este organismo puede sufrir dafio vy se
reduciria el nimero de adultos emergidos. La B-exotoxina no resulté téxica a los
parasitoides en la dosis que se manejé en este estudio, la cual estuvo relacionada
con la accién reducida que demostré sobre las larvas de moscas de la fruta;
ademas, su efecto es por contacto (Sebesta et a, 1981) vy los parasitoides estdn
protegidos por el pupario de su hospedero.

En cambio, en las parcelas tratadas con el insecticida, la emergencia de
parasitoides fue severamente afectada va que solo se observd el 2.8% de
emergencia (Cuadro 17). Este insecticida actla por contacto y una de las
caracteristicas que se observd es que existe una alta formacidn de pupas
deformes, afectando la emergencia de parasitoides o también puede ser que el
insecticida penetrd a través de la cuticula de la larva hasta donde se encontraban
en desarrollo y les provocd la muerte.

Las lombrices de tierra resultaron ligeramente afectada por el insecticida, ya
que la sobrevivencia en las parcelas tratadas con dicho producto fue menor,
comparada con la que se observd en el testigo y los demds tratamientos cuyos
valores no fueron significativamente diferentes (£ > 0.05) (Cuadro 17). Sin
embargo, se hace la aclaracion de que en el bloque II, en donde se aplicaron
estados infectivos del nematodo S. feffiae, se encontraron 3 lombrices muertas.
Estas fueron lavadas con agua destilada estéril y después se colocaron sobre papel
filtro himedo dentro de una caja de Petri. Tres dias después se observd que tenian
el cuerpo cubierto de nematodos. Probablemente las lombrices murieron por otras
causas y los nemdatodos las utilizaron como substrato para su desarrollo, ya que las
lombrices son capaces de ser portadoras internas pero no pueden ser parasitadas
por S. feltiae (Shapiro et al, 1993).
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En las larvas, pupas y adultos de estratidmidos no se observd que hubiera
parasitismo por los nemétodos o algin otro efecto negativo debido a la accién de
los otros agentes evaluados (Cuadro 17).

El presente estudio corrobord la informacion preliminar obtenida de los
* bioensayos de laboratorio, y se concluye que estas dos especies de nematodos (.
feltiae y H. indica) tienen potencial como agentes de control bioldgico de larvas de
A. ludensy de otras especies de moscas de la fruta. El parasitoide D. longicaudata
se ve mas afectado por el insecticida que por los nematodos cuando se encuentra

en desarrollo dentro de su hospedero.

4.3.5. Parasitismo de larvas de Anastrepha ludens de tercer estadio por
dos especies de nematodos entomopatdgenos, en condiciones de
campo.- En el cuadro 18 se presentan los resuitados expresados en porcentajes
de mortalidad larvaria ocasionada por el parasitismo de las dos especies de
nematodos. Se pudo observar que cuando que se aplicaron las Clsp’s de cada
especie se logré un porcentaje de mortalidad cercano al 50%, aunque si se
considera la mortalidad natural ocurrida en el testigo, este porcentaje se reduce.
Probablemente esta reduccién en la eficiencia de los nematodos se debid a que en
este experimento se colocd un mayor nimero de larvas de A. /udens por parcela
que en el experimento anterior. En cambio, cuando se aplicaron 3 veces la Clsp de
cada especie de nematodo por unidad experimental, se observé un parasitismo de
70.1 v 71.3%, para H. /ndica y 5. feltiae, respectivamente. A pesar de que el
incremento de la mortalidad larval fue casi de 2 veces mas de la que se observd
cuando se aplicd Unicamente la ClLsp de cada especie de nematodo, para fines de
control de la plaga es un porcentaje de mortalidad que resulta interesante y es
necesario considerarlo para futuras investigaciones, principaimente aquellas gue

estén enfocadas a realizarse en campo.

76




Cuadro 18.- Porcentaje de parasitismo por Heterorhabditis indicay Steinernema
feltiae en larvas de Anastrepha ludens en condiciones de campo
(N = 800 larvas/tratamiento).

| Tratamientos (nem./cm? de suelo) | Parasitismo en larvas (% + SE) |
ClLso de Hi (116) 38.7+4.6Db
3 veces la Clsg de Hi (348) 70.1+7.1a
CLso de Sf (162) 42.1+18b
3 veces la Clsp de Sf {(486) 71.3+65a
Clso de Hi + CLso de Sf (278) 59.1+39a
Testigo* 13.8£29¢

Los valores seguidos por la misma letra no son diferentes significativamente (prueba de
Tukey, con P < 0.05). * Se refiere a la mortalidad larval por otras causas y no por el
parasitismo de los nematodos.(Sf = Steinermema feftiae, Hi = Heterorhabditis indica).

Cuando se aplicaron las Clsp s de los dos tipos de nematodos por parcela,
se logrd inducir un porcentaje de parasitismo gue no fue significativamente
diferente (£ > 0.05) al ocasionado por cada una de las especies de nemétodos
cuando se aplicaron treé veces sus respectivas Clsg’s. Esta respuesta
probablemente se relacione a las estrategias de localizacion de sus hospederos que
tiene cada especie, ya que una ellas tiene un desplazamiento en forma horizontat y
en la otra es de tipo vertical. Ello puede incrementar el éxito para que los
nematodos localicen a su huésped. Por la dosis que se utilizd y el grado de
parasitismo que se obtuvo, resulta mas econdmico utilizar simultdneamente las dos
especies de nematodos, que hacer aplicaciones de altas densidades de cada uno
por separado. De adoptarse esta Ultima estrategia se corre el riesgo de generar un
mayor costo en el uso de estos organismos en un programa de manejo integrado
de dicha plaga.

La temperatura que prevalecio en el suelo durante et experimento (bajo la
sombra de los arboles de mango) fue de 25 a 29°C. Es importante conocer este

factor abidtico debido a que juega un papel relevante en la eficiencia de los
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nematodos, estableciéndose un rango favorable de temperatura entre 20 y 30°C y
una temperatura éptima de 26°C, para obtener un alto porcentaje de parasitismo.
De acuerdo a estos resuitados, es clara la efectividad tanto de S. feffiae como de
H. indica para parasitar larvas de moscas de la fruta y pueden ser considerados
como agentes alternativos con potencial para el control de dichas plagas en
ecosistemas tropicales himedos. Pero es necesario conocer los factores abidticos
presentes en el suelo (por ejemplo textura, temperatura, etc.) cuando y donde se
apliguen. Ademas, productos quimicos como el diazindn, utilizado para el control
de moscas de la fruta, son mas persistentes y tienen un amplio rango de toxicidad

para artrépodos del suelo comparado con los nematodos entomopatdégenos.

4.4. FACTORES ABIOTICOS QUE AFECTAN EL PARASITISMO DE Steinernema
feltiac SOBRE LARVAS DE Anasirepha obligua EN CONDICIONES DE
LABORATORIO

4.4.1. Capacidad parasitica del nematodo en funcion de la edad y la
profundidad del hospedero.- Al establecerse las relaciones entre las diversas
concentraciones de S. feltiae y la mortalidad causada a las larvas de A. obligua, se
obtuvo una amplia variacién en su capacidad parasitaria, debida a la edad de las
larvas v a la profundidad de las unidades de parasitacion. Una vez mas se observo,
y como era de esperarse, las larvas mas jovenes (6 dias) mostraron mayor
susceptibilidad que las larvas maduras (8 dias). Todas las Clsy’s estimadas
mostraron diferencias significativas (p<0.05) entre las dos edades larvarias (Fig.
6). Sin embargo, la mayor diferencia en las Clsg’s se observd entre las
profundidades de los recipientes utilizados. Mientras que la ClLsp estimada para
larvas de 6 dias en los recipientes de 5 cm resulté ser un poco mas del doble que
la del recipiente menos profundo (2 cm), vy la Clsg estimada en los recipientes mas
profundos (8 cm) mostré ser mas de 10 veces mayor que esta Ultima.
Proporciones muy similares se observaron entre las ClLsg's estimadas con las larvas

maduras (Fig. 6). Las observaciones realizadas a los 8 dias posteriores a la
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Fig. 6. Parasitismo de Steinernema feltiae en larvas
de dos edades de Anastrepha obliqua.
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inoculacion mostraron que todas las larvas muertas estaban infectadas por los
nematodos. En las unidades utilizadas como testigo no se observd parasitismo
alguno y la mortalidad natural fue muy baja (1.6% en promedio).

La capacidad parasitaria del nematodo fue mayor en ambas edades larvarias
en recipientes de 2 cm de profundidad, cuando se utilizé substrato arenoso, lo que
podria deberse a que las larvas tienen menor espacio de refugio, ya que estan mas
expuestas a la accidn de los nematodos. Cuando los bioensayos se llevaron a cabo
en recipientes mas profundos, la capacidad parasitaria del nematodo disminuyd, lo
cual resulta razonable especular que fue debido a que existe mayor distancia entre
los nematodos y el huésped, y hay mayores obstaculos para e! desplazamiento de
los nemétodos, por tal razdn se requiere de una mayor cantidad de nematodos

para obtener la Clsp.

4.4.2. Efecto de la textura del suelo sobre la capacidad parasitica de
Steinernema feltiae:- Una vez establecida la capacidad parasitica de S. feltiae
sobre larvas jévenes y maduras de Anastrepha obliqua, bajo las condiciones antes
mencionadas, se procedid a probar el efecto de diferentes texturas de suelo sobre
la capacidad parasitica del nematodo. El parasitismo mas alto se registrdé con
larvas jovenes (82.2%), localizadas a 8 cm de profundidad en suelo de textura
areno-arcillosa, seguido de las gue estaban a 5 y 2 ¢cm (63.2 y 60.2%,
respectivamente) (Fig. 7A). Los porcentajes de parasitismo que siguieron fueron
en suelo de textura arenosa, observandose 63.6, 45.4 y 53.6% a 2, 5 y 8 cm de
profundidad, respectivamente. Los porcentajes menores de parasitismo se
registraron en suelo de textura areno-limosa, estos fueron de 30.1, 20.4y 23.1% a
2, 5y 8 cm de profundidad, respectivamente (Fig. 7A).

Los porcentajes de parasitismo observado en larvas maduras se presentan
en la Fig. 7B y fueron menores que los registrados en larvas jovenes, en los tres
tipos de suelos, a las diferentes profundidades. Aunque la tendencia fue similar a
lo observado en larvas jévenes, es decir, que el porcentaje mas alto se registrd en
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suelo de textura areno-arcillosa, seguido por las que estaban en suelo de textura
arenosa. El menor porcentaje se observd en las que estaban en suelo de textura
areno- limosa (Fig. 7A y B).

Al efectuar el anélisis trifactorial de los resultados de este experimento, se
observo que existe una interaccién significativa entre la textura del suelo y la
profundidad del hospedero, por lo que ambos factores influyen de manera
conjunta en la capacidad parasitica del nemdtodo. Sin embargo, aungue se
observd que la susceptibilidad del hospedero varia significativamente en funcion de
la edad, ésta no interactlia con ninguno de los otros dos factores.

Cuando se evalud el efecto de las tres diferentes texturas de suelo,
contrario a lo esperado, se observaron mayores niveles de parasitismo en aquellos
experimentos donde se utilizé el suelo de textura areno-arcillosa como substrato,
gue en los bioensayos en suelos de textura arenosa. Frecuentemente se hace
referencia a la facilidad de desplazamiento de los nematodos en suelos arenosos y
a su efectividad en programas de control de plagas, cuando se encuentran en este
tipo de condiciones (Georgis y Poinar, 1983). Sin embargo, en este estudio se
observd que el parasitismo se incrementd en un 20% en las larvas jovenes,
colocadas en suelo de textura arenc-arcillosa a 2 v 5 ¢cm de profundidad, que
cuando se utilizo el suelo de textura arenosa, y en 40% en los recipientes de 8 cm
de profundidad.

Es dificil aventurar una explicacion a este fendmeno, pero el aumento del
parasitismo en suelo de textura areno-arcillosa tal vez se debid a que este tipo de
suelo retiene mas la humedad, lo cual pudo haber favorecido el desplazamiento y
la sobrevivencia de los nematodos, como previamente lo indicaron Moyle y Kaya
(1981). Se sabe que esta especie puede desplazarse hasta 14 ¢m en forma
horizontal y hasta 12 cm en forma vertical, siempre y cuando el hospedero esté
presente y las condiciones fisicas del suelo sean favorables (Georgis y Poinar,
1983). También es posible que la pupacidén se retrase en un substrato con mas
humedad (observacidnes personales), por lo que las larvas estdn mas tiempo

expuestas a los neméatodos. Por otro lado, cabe hacer notar que el suelo de textura
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areno-arcillosa utilizado en este estudio posee sdlo 12% de arcilla y 14% de limo
(ver cuadro 3), por lo que no se trata de un suelo de textura netamente arcillosa.
Por otro lado, los resultados en substrato arenoso obtenidos en esta
investigacion son comparables (hasta cierto punto) a los de Lindegren ef a/.
(1990), donde reportaron que con 500 estados infectivos de Steinernema feltiae
por cm? de vermiculita son suficientes para inhibir en ~90% la emergencia de
adultos de la mosca del mediterrdneo, Ceratitis capitata. Cuando los comparamos
con el substrato arenc-arcilloso corroboramos que se puede obtener un porcentaje
alto de parasitismo en larvas de A. obfigua con mucho menor cantidad de inéculo.
Ademas, esta variacion entre texturas no se debid a un posible efecto adverso
ocasionado por factores bidticos, como se ha reportado en otros estudios (Kaya,
1990), pues los tres tipos de suelos fueron sometidos a un proceso de
esterilizacion para eliminar a los posibles organismos antagonistas ahi presentes.
Finalmente, por razones que aln se desconocen, el suelo de textura areno-limosa
mostrd la menor efectividad en el parasitismo del nematodo; sin embargo, esto
podria estar relacionado con la mayor cantidad de materia organica encontrada en
este tipo de suelo (ver cuadro 3), ya que podria influir en la movilidad de los

nematodos.

4.4.3. Efecto de la temperatura en la capacidad parasitica del nematodo
Steinernema feltiae:- Los efectos de la temperatura sobre el parasitismo de S.
feltiae se expresan en las Figs. 8A y B. El mayor porcentaje de parasitismo
(91.3%) se registrd en larvas jovenes, localizadas a 8 cm de profundidad y a una
temperatura de 30+1°C, seguidas por las larvas que se localizaron a 25+1°C, y por
dltimo las que se mantuvieron a 19+1°C (Fig. 8A). El anélisis de superficie de estos
tres factores indicd que la temperatura optima de parasitismo es de 26.1°C vy la
profundidad optima de 7.9 cm, con lo que se podria obtener un 91.4% de
parasitismo.

Fl efecto sobre larvas maduras se ilustra en la Fig. 8B, en donde se observa

que el parasitismo mas alto y uniforme ocurrid a 25+1°C en las tres profundidades,
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mientras que a 30+1°C el parasitismo fue ligeramente menor. A 19£1°C el
parasitismo que se observé fue alin menor, con valores de 19.9, 19.8 y 26.0% a 2,
5 v 8 cm de profundidad, respectivamente (Fig. 8B). Este bajo parasitismo puede
estar influenciado por la temperatura, al disminuir la capacidad de desplazamiento
del nematodo, por lo que requiere de mayor tiempo para localizar a su hospedero.
Sin embargo, fue evidente que la edad del hospedero influyd mds en la eficiencia
del parasitismo del nematodo entomopatégeno, gue la temperatura del ambiente
en que- se localiza. El andlisis de superficie de estos tres factores sobre las larvas
maduras de Anastrepha obligua indicé gue la temperatura dptima de parasitismo
fue de 25.9°C vy la profundidad optima de 7.9 cm, con lo que se podria obtener
hasta un 61.2% de parasitismo. En general, las CLsy’s que se utilizaron para las
dos edades de larvas ocasionaron un parasitismo mas uniforme a 25+1°C vy
30+1°C.

Se observd que sélo la temperatura de 19+1°C en las larvas maduras
disminuyd la tasa de parasitismo a menos de su Clsy, estimada en arena. Es
posible que la tasa metabdlica del nematodo (y por ende su movilidad) disminuya
a esta temperatura, por lo que requeriria de mayor tiempo para localizar a su
hospedero, dandole oportunidad a gue las larvas pupen y de esta forma escapen al
ataque del nematodo. Sin embargo, Geden y Axtell (1988) reportaron, después de
haber aplicado al suelo S. feftiae para controlar larvas de Alphitobius diaperinus
(Panzer) (Coleoptera: Tenebrionidae), que el mayor porcentaje de parasitismo
ocurrié a temperaturas de 20 a 24°C después de la segunda semana de aplicacion.
A 28 y 32°C hubo menor parasitismo e indican que la mayor persistencia se
observd a 18°C y la menor a 32°C. Por otro lado, Gray y Jonhson (1983)
observaron que las temperaturas >30°C reducen la sobrevivencia y efectividad de
S. feltiae, aunque Kaya (1977) indica que puede ser infectivo en un rango de 9 a
33°C. En nuestro estudio, se observé que S. feltize ocasiona altos niveles de
parasitismo a 25 y 30°C en larvas jovenes y maduras de Anastrepha obligua.

Los neméatodos entomopatdgenos como agenies de control bioldgico han

tenido buena aceptacién por controlar de manera rapida a diversas plagas, por
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poseer quimioreceptores que promueven una buena movilidad y desplazamiento,
por reproducirse facilmente de manera masiva, por poderse aplicar por métodos
convencionales y por ser seguros al ambiente (Kaya, 1985; Poinar, 1990). De
acuerdo a estos resultados, es evidente la efectividad de esta especie de
nematodo para atacar y matar larvas de moscas de la fruta, y como ya se indico
anteriormente, puede ser un agente con potencial para el control de dicha plaga
en ecosistemas tropicales con temperaturas de 20 a 30°C y ambientes himedos,
aungue es necesario continuar con mas estudios para determinar su efectividad,

asi como la forma y frecuencia de aplicacidén en campo.
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V. DISCUSION GENERAL

5.1. Toxicidad de la -exotoxina y -endotoxina de Bacillus thuringiensis
hacia larvas y adultos de moscas de la fruta

En este apartado se incluye de manera integral la discusion expuesta en el
apartado anterior con el objeto de tener una mejor compresion de la misma y cabe
hacer mencién de que los resultados obtenidos cumplieron con los objetivos
planteados al inicio del trabajo.

Las interacciones entre los organismos forman parte de la ecologia aplicada,
y su entendimiento es fundamental en la solucidén de problemas précticos. Debido
a que las moscas de la fruta representan una seria limitacién para el desarrollo de
la fruticultura, se investigd la interaccidn de dos tipos de organismos
entomopatogenos, sobre diversos estados de las moscas de la fruta y en otros
organismos no blanco, con el objetivo de que estas investigaciohes sirvan como
fundamento para el desarrolio de nuevas alternativas de control basadas en
principios de la sustentabilidad.

Los resultados indicaron que la p-exotoxina es altamente tdxica hacia las
larvas maduras de las tres especies de moscas de la fruta. Las cuales presentaron
la sintomatologia caracteristica del efecto de la turingiensina que consiste en una
quitinizacion defectuosa, en donde las pupas adquieren un aspecto elongado con
una esclerotizacion débil, debido a que las larvas mueren antes de contraerse para
formar la estructura ovoide tipica del pupario. A pesar de que los niveles de
susceptibilidad hacia la toxina fueron similares, un aspecto interesante y digno de
considerar en este sentido es que las tres especies de Anastrepha spp. mostraron
clerta diferencia en sus niveles de susceptibilidad a la p-exotoxina. Las diferencias
detectadas, como ya se indicé anteriormente, probablemente se debieron al grosor
del exoesqueleto de las larvas, que constituye una capa de espesor con
caracteristicas fisicas y quimicas variables entre las especies (Rabossi et a/, 1991;
Hopkins y Kramer, 1992), pudiendo presentar cada una de ellas diferentes




barreras a la penetracidn de la toxina. Las diferencias interespecificas que
presentan las tres especies durante el estado de desarrollo fisioldgico del tercer
estadio larval, también pudo haber sido otra de las causas de la susceptibilidad
diferencial encontrada (Celedonio-Hurtado ef a/f, 1988). De hecho, las
anormalidades registradas en las larvas muertas fueron muy inconsistentes debido
probablemente a que cuando se expusieron a la toxina, el proceso de produccion
de la hormona de la muda ya habfa finalizado, por lo que el dafio no fue tan
drastico como posiblemente hubiera sucedido si se hubieran tratado larvas mas
jovenes, como sucedid con Ligus hesperus cuando se trataron ninfas jovenes,
viejas y adultos con B-exotoxina mediante aplicaciones topicas, el efecto mas
drastico se observo sobre las ninfas jévenes (Tanigoshi ef a4, 1990). Por tal motivo
es mas confiable considerar como indicador de toxicidad la emergencia de adultos
y no la mortalidad iarval.

Los niveles de toxicidad encontrados en esta investigacion son comparables
con otros obtenidos en diversas especies de insectos. Asi tenemos que a la mosca
Haematobia irritans L. se le estimé una Clso de 2.79 1g/g de dieta larvaria,
observando sintomatologias similares a las presentadas por las larvas de las
moscas de la fruta (Haufler y Kunz, 1985). Asimismo, en los lepidépteros Heliothis
zeag (Boddie), H. virescens (F.), Trichoplusia ni (Hlbner), Pectinophera gossypielia
(Saunders) y Spodoptera exigua (Hiibner), la emergencia de adultos se inhibié en
un 100% con una dosis de 0.540 tg/cm? de dieta larvaria, aungue no se mencioné
la etapa del desarrollo del insecto en donde ocurrid la mayor mortalidad (Ignoffo y
Gregory, 1972).

Con respecto al efecto subletal de la p-exotoxina sobre los adultos
sobrevivientes, cuando se probaron tanto las diferentes dosis de los bioensayos
contra larvas de Anastrepha fudens (Loew), como también las CLsp’s contra las tres
especies de mosca, los resultados fueron consistentes pero contrarios a los
esperados. Por un lado, la longevidad de los adultos en ambas pruebas fue igual o
mayor en aquellos adultos provenientes de los tratamientos con la toxina.
Asimismo, la fecundidad y fertilidad de los individuos tratados fueron siempre
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mayores {(en casi todos 10s casos, con diferencias estadisticas) a los testigos. Estos
resultados se oponen a los reportes de otros autores (Ignoffo v Gregory, 1972;
Sebesta ef a/, 1981). Como previamente se habia indicado, la explicacién a este
fendmeno sdlo puede ser especulativa. Una hipdtesis se basa en la eliminacion de
los individuos bioclégicamente mas débiles por la toxina y la sobrevivencia sdlo de
aquellos mas vigorosos y con mayor potencial reproductivo. Sin embargo, esto
implicarfa que los individuos sobrevivientes de las concentraciones mas altas;
deberian ser los mas vigorosos y de mayor capacidad reproductora, lo cual no se
observd. Otra hipdtesis supondria que, debido a que la B-exotoxina inhibe
principalmente la formacidn del tejido nuevo del imago, este efecto deletéreo de la
toxina podria ser contrarrestado por un efecto homeostatico del insecto hacia Ia
formacion de mayor masa tisular, que permitiria a los insectos sobrevivientes estar
mejor dotados para reproducirse. Por otro lado, es importante hacer notar que los
adultos sobrevivientes de los tratamientos no mostraron deformaciones evidentes,
por lo que no presentaban impedimentos manifiestos, contrario a lo observado en
adultos de cinco especies de lepidépteros (Ignoffo y Gregory, 1972), donde los
adultos sobrevivientes presentaron deformaciones evidentes de sus partes bucales
y en las antenas, lo cual pudo estar directamente relacionado al efecto deletéreo
sobre su fecundidad y longevidad.

La cuticula de las larvas es una cuticula no diferenciada, y a medida que ias
larvas tienen menor edad presentan una mayor actividad celufar, lo que las hace
mas susceptibles a dicha sustancia. Es probabie que las larvas de tercer estadio
conhsideradas como maduras, cuando se expusieron a la toxina, el proceso de
produccién de la hormona de la muda ya habia finalizado por lo que el dafio no fue
tan drastico; en cambio, en las larvas jovenes aln se encontraba en plena
actividad dicho proceso por lo que el efecto fue mas severo, registrandose una
diferencia altamente significativa de los pardmetros observados entre larvas
jovenes y maduras.

En otros aspectos, los resultados obtenidos en el presente reporte indicaron
gue la p-extoxina posee potencial para ser utilizado como alternativa de control
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contra las moscas de la fruta, especialmente en aplicaciones en la zona de goteo
de los arboles atacados, tomando en consideracion que estable a la luz
ultravioleta, al agua y a aitas temperaturas. Sin embargo, debido a que esta toxina
ha presentado efectos tdxicos hacia algunos vertebrados, hasta ahora muchos
paises occidentales han nprohibido su uso, no sélo como insecticida formulado, sino
hasta como un subproducto en las diversas formulaciones de B. thuringiensis. A
pesar de que algunas compafiias han desarrollado productos experimentales a
base de esta toxina, las restricciones alin continlan vigentes. Pero es importante y
vale la pena considerar que algunos productos a base de B. thuringiensis poseen
en su formulacién a la p-exotoxina (ej. Bitoxibacilin, producto ruso) que permite
expandir el rango de actividad del bicinsecticida, o bien se ha utilizado la toxina en
algunos paises ndrdicos para el control de moscas en porquerizas. También cabe
mencionar que esta comprobado el sinergismo existente entre la 8-exotoxina y la
&-endotoxina, en su accién sobre algunos organismos considerados como
importantes plagas agricolas (Moar et al, 1986), lo que permite expandir el rango
de actividad de B. thuringiensis sobre algunos lepiddpteros recalcitrantes (ej.
Spodoptera exigua).

En conclusién, el presente trabajo muestra evidencia de la alta toxicidad de
la p-exotoxina de B. thuringiensis hacia larvas maduras de las tres especies de
moscas de la fruta del género Anastrepha, cuya presencia en los agroecosistemas
hace que los paises compradores de nuestra fruta i-mpongan estrictas medidas
cuarentenarias, de donde se deriva su importancia econdmica. Ademas, los adultos
que se obtienen de larvas expuestas a las diferentes concentraciones de p-
exotoxina no sufrieron un efecto negativo en su aptitud reproductiva.
Adicionalmente, es claro que productos quimicos como el Diazindn, utilizados para
el control de larvas de moscas de la fruta, afectan a una gama mas amplia de
organismos y son mas persistentes y toxicos que la B-exotoxina de B
thuringiensis.

Por otro lado, a pesar de que la B-exotoxina es uno de los componentes

toxicos de B thuringiensis, su composicion, origen y modo de accién son
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totalmente diferentes a las &-endotoxinas, ampliamente usadas como
bioinsecticidas. Los pocos reportes sobre las evaluaciones con algunas cepas de
esta bacteria hacia moscas de la fruta, han estado enfocados a la deteccion de §-
endotoxinas toxicas contra estas plagas. En los programas en donde se han
llevado a cabo dichos estudios para seleccionar cepas activas contra A. /udensy la
mosca del olivo, Bactrocera ofeae (Gmelin), se han registrado mortalidades hasta
del 80% (Karamaniidou et &/, 1991; Robacker et &/, 1996; Martinez ef g/, 1997;
Navrozidis et a/, 2000), pero en ningun caso se ha probado si alguna de estas
cepas contienen B-exotoxina, ni se ha probado independientemente.

Una posible causa de la baja mortalidad en adultos de moscas en la
presente investigacién pudo haber sido el tiempo reducido de alimentacion con la
d-endotoxina, ya gue sdlo se les proporciond por un dia (24 h). En adultos de A.
ludens se reportd una mortalidead del 100% acumulada a fos 10 dias de
suministrarle el alimento en forma continua, con dos aislados de B. thuringiensis
obtenidos de muestras de suelos colectadas en Guatemala. Obviamente, esto
nunca sucedera en un programa de manejo de estas plagas, ademds no
especificaron si fue sélo con la 8-endotoxina 0 combinada con ia B-exotoxina
(Robacker et a/, 1996). La mezcla de las dos toxinas presenta un efecto sinergista
en adultos de otras especies de insectos y en adultos de A. fudens (Moar ét al.,
1986; Dominguez, 1990). Aunque también se reportd que no existe tal efecto
sinergistico cuando los adultos de A. fudens consumen simultaneamente las dos
toxinas de dicha bacteria (Robacker ef af, 2000).

En los resultados de nuestra investigacion, es interesante observar los
porcentajes de mortalidad provocada por la cepa LBIT 414, que fueron de 53.3,
0.0 y 23.3% para A ludens, A sempentina y A. obifqua respectivamente,
proporcionandole la toxina a los adultos solamente por 24 h, aunque el tiempo en
que ocurrié esta mortalidad fue bastante prolongado, es decir, durante 10 dias.

En aplicaciones de productos a base del complejo espora-cristal de B.
thuringiensis hechas a nivel de campo, se han reportado reducciones hasta del
60% del dafio provocado por adultos de B oleae, calificando a la cepa como
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excelente (Alberola ef al, 1999; Navrozidis ef af, 2000). Si estas cepas han
resultado efectivas contra adultos de esta plaga, entonces existe la posibilidad de
localizar alguna cepa que posea propiedades patotéxica hacia adultos del género
Anastrepha.

En ofro estudio se observé que la mezcla de esporas vy cristales de la cepa
LBIT 414 ocasiond una mortalidad de 53.1 y del 48.2% en adultos de laboratorio y
silvestres de B oleae, respectivamente (Alberola ef a/, 1999), con un tiempo de
alimentacién continua de 6 dias, resultados muy similares a los nuestros con
adultos de A. /fudens cuando le suministramos dicha toxina por sélo 24 h. El
sobrenadante de esa misma cepa fue menos tdxico ya que sélo provocé el 12.5%
y 31% de mortalidad en adultos de laboratorio y silvestres de B oleae,
respectivamente. Seglin Dominguez (1990), después de que evalud 6 cepas de 5,
thuringiensis concluyd que los adultos de A. fudens de mayor tiempo de emergidos
(120 h) son mas susceptibles (registraron una mortalidad ~80 %) que los aduitos
de menor edad (24 a 72 h de emergidos), en donde el efecto fue minimo, aungue
no existe una explicacion sobre esa diferencia en la susceptibilidad. Sin embargo,
en otro trabajo se reportd después de haberse evaluado varias cepas de B. t., que
la cepa GM 18 ocasiond el 56% de mortalidad después de un periodo de
alimentacion continua por 96 h, aunque este porcentaje de mortalidad sigue
siendo bajo (Montoya, 1989).

Otra posible explicacién del bajo porcentaje de mortalidad registrada en
adultos de las tres especies de moscas de la fruta, pudo haber sido el pH que
posee su sistema digestivo, ya que es necesario que el insecto posea un pH
alcalino, como sucede en adultos de lepidépteros, para activar la toxina de la
bacteria. El pH de las moscas de la fruta del género Anastrepha, como ya se indicd
anteriormente, es acido (Solferini, 1990), aungue esta aseveracidén es un poco
aventurada, pues existen cepas de [a bacteria con propiedades biocidas a
coledpteros con contenido digestivo relativamente acido y no se descarta la
posibilidad de que se descubra alguna cepa que sea patogénica a adultos de
tefritidos.
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A pesar de que en esta investigacion se obtuvieron resultados interesantes y
prometedores, pero por las razones antes expuestas es necesario e indispensable
continuar con estas investigaciones, se propone que se realicen estudios con cepas
productoras de la &-endotoxina pero es necesario solubilizarla y digerirla
externamente con una solucion alcalina, seguida de una activacion con tripsina,
para luego proporcionarsela a las moscas y observar si se incrementa la
mortalidad. Ademas de seguir buscando y evaluando otras cepas con el objeto de
encontrar alguna en que la d-endotoxina, de manera natural, ocasione algun
efecto letal significativo en los adultos de dichas plagas.

5.2. Parasitismo de larvas de moscas de la fruta por dos especies de
nematodos entomopatdgenos en condiciones de laboratorio y de

campo

Los resultados de esta parte de la investigacién nos permitieron entender
que las larvas jovenes de las tres especies de moscas fueron mas susceptibles que
las larvas maduras, al ataque de las dos especies de nematodos. Esta diferencia en
la susceptibilidad sin duda alguna estd relacionada al tiempo de pupacién que
reguiere cada edad larval, pues las larvas jovenes requieren de mayor tiempo para
pupar, por lo que estdn mas tiempo expuestas a la accién de estos organismos. En
cambio las larvas maduras tienen menor tiempo para transformarse en pupa. Una
vez que ha ocurrido el proceso de pupacién, el pupario, a pesar de poseer
espiraculos, actla como una barrera que impide la penetracién de los nemétodos.
Entonces, si éstos no logran penetrar al hemocele antes de que la larva pupe,
después no podran hacerlo, pues generalmente utilizan las entradas naturales de
los insectos como lo reportan Woodring y Kaya (1988). El mayor parasitismo en
larvas de las dos edades se registré en recipientes de 2 ¢cm de profundidad, lo cual
se debid a estAn mas expuestas a la accidén de ios nematodos, propiciando el
encuentro parasito-hospedero. La especie Heterorhabditis indica (Poinar) ocasiond
un parasitismo mas uniforme en las tres diferentes profundidades, en cambio el
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nematodo Steinernema feltiae (Filipjev), a medida que las larvas se localizaron en
recipientes mas profundos, el parasitismo fue menor. Esta Ultima especie tiene un
desplazamiento predominantemente horizontal, por lo que normalmente su
presencia es mas frecuente sobre la superficie. En cambio, en H. Jindica su
desplazamiento es preferentemente de manera vertical, por lo que penetran mas
profundo en el sustrato. De las tres especies de moscas de la fruta, con la mosca
de las sapotaceas, A. serpentina se requirid mayor cantidad de nematodos para
alcanzar la Clsp, tanto en larvas jévenes como en larvas maduras.

A pesar de que las larvas jévenes fueron mas susceptibles al ataque de los
dos especies de nemdtodos, hubo variabilidad en el grado de parasitismo. Algunos
autores afirman que dicha variabilidad se debe, en muchos casos, a la diversidad
de cepas evaluadas, como se observd con los diferentes niveles de parasitismo en
larvas de Anastrepha suspensa (Loew), utilizando diferentes especies y cepas de
nematodos (Beavers y Calkins, 1984). Pero también la edad del hospedero es
importante, pues se ha demostrado que puede haber diferencia en Ila
susceptibilidad (Lindegren y Vail, 1986), y usualmente el estado mas joven es el
mds susceptible. Es diffcil que en condiciones naturales las larvas jovenes emerjan
del fruto hospedero para pupar, pero los resultados de este estudio indican que si
se presenta este caso, las dos especies de nematodos son capaces de parasitarlas.
Con esto, también se comprobd la eficiencia y la variabilidad que presentan al
atacar a hospederos menos susceptibles como sucede con las larvas maduras.

Los resultados obtenidos confirmaron la eficiencia de S. feltiae hacla larvas
maduras de Anastrepha ludens (Loew). Aunque hubo un ligero incremento en el
parasitismo cuando se colocaron las larvas antes que los nematodos, la diferencia
no fue significativa (2 > 0.05). En estudios previos a esta investigacidn, se habia
demostrado la susceptibilidad de larvas de 5 dias de edad de A. suspensa a tres
cepas de S feftfae (Mexicana, All y Breton), con mortalidades de 90.7, 88.1 y
83.0% cuando inocularon con 1,000 estados infectivos por caja de Petri (Beaversy
Calkins, 1984), pero la efectividad del nematodo pudo haber sido sobreestimada

debido a que utilizaron larvas sin substratos y jovenes que son mas susceptibles
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que las larvas de mayor edad, como se demostrd en esta investigacion cuando la
profundidad del hospedero fue minima.

La emergencia de adultos de Ceratitis capitata (Wied.) se redujo en 52.0,
71.1 y 96.5% para el primero, segundo y tercer afio respectivamente, cuando
inocularon con una concentracién de 500 nematodos/cm?® de suelo y colocaron
larvas maduras en condiciones de campo (Lindegren et al ,1990). Sin embargo,
dicha concentracion es demasiada alta comparada con la que se determiné en
nuestro trabajo, lo cual refleja un ahorro, si se utiliza al nematode S. feffiae para
suprimir poblaciones de dicha piaga.

Las variaciones en el grado de parasitismo que se han observado en varios
estudios responden, mas que todo, a la diversidad de cepas evaluadas como
ocurrié con las diferentes especies y cepas de nematodos probadas contra larvas
de A. suspensa (Beavers y Calkins, 1984). Esta variabilidad en [a mortalidad se ha
manifestado en otras especies de dipteros, asi tenemos que cuando se evalud el
nematodo S. feftiae contra larvas de Musca domestica L., se determind una Clsy de
5 y 38 nematodos/cm? de estiércol de bovinos, para las cepas SN y UNK 36,
respectivamente (Taylor et al, 1998). Pero también puede haber diferencia en la
susceptibilidad de los diversos hospederos evaluados (Lindegren y Vail, 1986).

Por los resultados aqui observados, se puede afirmar que los nematodos no
tienen la capacidad de atravesar el pupario, éste actlla como una barrera, debido a
que no posee aberturas naturales {(al menos, disponibles) que les permita la
entrada al hemocele. En cambio, en pupas de lepidopteros se reportaron niveles
de parasitismo que fluctlan entre el 24 y 63% (Kaya y Hara, 1981), por lo que se
puede concluir que las pupas de dipteros ciclorrafos son menos susceptibles. Sin
embargo, se han reportado altos niveles de parasitismo por diferentes especies de
nematodos, incluyendo a S. feltiae que parasité ef 47.5% de larvas y el 33.7% de
pupas de A. /udens, cuando inocularon con 4,000 nematodos por recipiente con
300 g de suelo, pero estos resultados hay que considerarlos con reserva debido a
gue ellos expusieron larvas, y estimaron el parasitismo en larvas y pupas (Lezama-
Gutiérrez et al., 1996).
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Por otro lado, se observé que los adultos de A. /udens fueron parasitados
cuando emergieron y salieron a través del suelo tratado con nematodos, pero el
porcentaje de parasitismo que se observd fue bajo, comparado con el que se
registrd en larvas maduras, aunque fue mayor al parasitismo que se observd en
pupas. Con esto se corroboré que S. feftiae tiene potencial de parasitar los adultos
de dichas plagas como previamente se habia reportado para A. suspensa (Beavers
y Calkins, 1984), aunque también se habia reportado de que es incapaz de
parasitar a adultos de C capitata (Lindegren y Vail, 1986). En cambio, en adultos
de Spodoptera exigua (Hibner) (Lepidoptera: Noctuidae) se han reportado
excelentes niveles de parasitismo por dicha especie de nematodo (Kaya y Grieve,
1982), lo que nos indica que los adultos del orden Lepidoptera son mas
susceptibles al ataque de los neméatodos que los de Diptera.

Las dos especies de nematodos probadas en este estudio tienen potencial
para utilizarse en el controi bioldgico de larvas de moscas de la fruta en suelo de
textura arenosa con 10% de humedad. La mortalidad larval aumentd
considerablemente cuando el hospedero se localizd en suelo de textura areno-
arcillosa con 15% de humedad. Los porcentajes de parasitismo fueron mayores en
larvas jévenes que en larvas maduras, lo cual es obvio debido a que tardan mas
tiempo en transformase a pupa por lo que el tiempo de exposicidon a los
nematodos fue mayor.

Con la CLsp estimada en los bicensayos de laboratorio y aplicada en las
unidades de parasitacién en condiciones de campo, se registrd un porcentaje de
parasitismo ligeramente menor (41.9 y 24.9% de parasitismo para S. feftiaey H.
indica, respectivamente) al que se esperaba. Esta reduccidn probablemente se
debié al efecto de la temperatura del ambiente sobre las larvas, pues a medida
gue ésta aumenta, el periodo de pupacién se acorta (Aluja, 1984), y en
condiciones de campo la temperatura fue mas alta a la que prevalecié en el
[aboratorio, por lo que el tiempo de disponibilidad como larvas a los nematodos fue
Menor, y como ya se menciond anteriormente, ios nematodos no son eficientes
para parasitar las pupas. En condiciones de campo, fue mas eficiente el nematodo
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S. feltiae que H. indica, 1o cual se confirmé cuando se aplicS la Clso de S. feltiae +
la Clsg de la B-exotoxina v la Clso de S, feltiae + Clsp de H. indica.

Las larvas de las moscas de la fruta que se localizaron en un sustrato menos
profundo fueron parasitadas facilmente por los nematodos, principalmente por S.
felfiae que tienen un habito de desplazamiento preferentemente horizontal
(Woodring y Kaya, 1988). Es decir, que en la naturaleza se les localiza mas sobre
la superficie del suelo y a medida que las larvas se localizaron en recipiente con
mayor profundidad, escaparon al ataque de los nematodos.

El nematodo H. /ndica ocasiond un parasitismo mas homogéneo en las tres
forofundidades. Esta respuesta tal vez se debié a que cuando se aplicaron los
nematodos sobre las unidades de parasitacidon, no todas las larvas se habian
introducido hasta el fondo del sustrato, y aquellas que lo hicieron fueron
alcanzadas o localizadas debido a que esta especie tiene un eficiente
desplazamiento en forma vertical, por lo que se mueve mas hacia dentro del
sustrato. Como ya se menciond anteriormente, una vez que las larvas han pupado
es dificili que sean parasitadas por cuaiquiera de las dos especies de nematodos.
Por lo gque resulta mas facil que los adultos recién emergidos sean parasitados
cuando emergen y salen a través del suelo, siempre y cuando existan neméatodos
en el estado bioldgico infectivo. Aunque es necesario determinar la densidad de
nematodos adecuada para alcanzar mejores niveles de parasitismo en esta fase del
insecto.

Estos agentes de control biolégico son semejantes a los parasitoides en el
sentido de que los inmaduros se desarrollan a expensas de un solo hospedero,
también son ecoldgicamente similares a los parasitoides y depredadores en el
sentido de que el hospedero eventualmente muere; sin embargo difieren de éstos
en al menos dos aspectos: 1) los nematodos estan mutualisticamente asociados
con un patégeno bacterial que mata al insecto huésped, y 2) la patogenicidad de la
bacteria tiene una gran influencia en la eficiencia del sistema nematodo-bacteria
(Ehler, 1990).
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Debemos considerar que el control biclégico de insectos plaga es ecologia
aplicada mediada por la interaccidén entre dos organismos. Para hacer uso de una
manera mas eficiente de esta interaccidn es necesario generar conocimiento que
nos permita entenderla y aplicarla. Los resultados de esta investigacién son de
mucha relevancia debido a que permitieron disponer de mas y mejores estrategias
para €l manejo de estas plagas, principalmente si tomamos en consideracion que
son alternativas que estan basadas en los principios de la sustentabilidad y ademas
tienen aceptacion en los sistemas de produccion de frutas organicas,
principalmente en ecosistemas tropicales himedos. Ademas, Ia facilidad de su cria
y la diversidad ecoldgica que existe en los huertos, son caracteristicas que
fortalecen su eleccidon como candidatos primarios en programas de este tipo. Se
puede afirmar que se ha dado el paso para incursionar en la exploracion y el uso
de agentes microbianos en el control moscas de la fruta. Con esto se abrieron
nuevos horizontes para continuar en la bisqueda, identificacidn, caracterizacion y
evaluacion de organismos entomopaténos, pero sobretodo hay que evaluar la
efectividad de éstos en condiciones de campo.

El gran interés actual por el uso de los nematodos entomopatdgenos esta
en funcidén de la habilidad que tienen para parasitar y matar a sus hospederos,
principalmente especies de insectos plagas. Ademas, no muestran evidencia de
patogenicidad para los mamiferos, razén por la cual la Agencia de Proteccidn
Ambiental de los Estados Unidos los ha exentado de los requerimientos de Registro
Gubernamental. A pesar de que los nematodos son susceptibles a factores
abidticos adversos, son tolerantes a la mayoria de los agroquimicos y pueden ser
aplicados con equipos convencionales sin pérdida de su viabilidad, ventaja que no
ofrece ningln otro agente de control bioldgico.

Se corrobord que la temperatura y la textura del suelo ejercen un papel
fundamental en la capacidad parasitica de las dos nematodos. Con los resultados
de esta investigacién se establecié un rango favorable de temperatura entre 20 y
30°C y una temperatura éptima de 26°C para alcanzar altos niveles de parasitismo
con estos nematodos en las dos edades larvales. Pero también debemos de
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considerar que tanto la textura como la temperatura del suelo cambian en funcion
de la profundidad, por lo que es necesario ajustar la densidad optima de
nematodos a aplicar por superficie. Si consideramos que la temperatura que
prevalecid en el suelo durante el experimento de campo (bajo la sombra de los
arboles de mango) fue de 25 a 29°C, se puede decir que es un habitat adecuado
para que ahi sean utilizados. Es importante conocer este factor abidtico,
principalmente si se ha determinado que los nematodos tienen potencial como
agentes reguladores de estas plagas, el cual lo expresaran al maximo siempre y
cuando las condiciones ambientales, la textura del suelo y el estado infectivo de
los nematodos sean adecuadas, pues cuando éstos son adversos, disminuyen
significativamente la capacidad parasitica de estos organismos.

Ademas, productos quimicos como el Diazindn, utilizado en el control de
moscas de la fruta, son ligeramente mas persistentes y tienen un amplio rango de
toxicidad para artrépodos habitantes del suelo. Aungue resultd altamente tdxico a
las larvas de la mosca mexicana de la fruta, A. Mdens y a su parasitoide
Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead), fue moderadamente tdxica a la lombriz
de tierra y no afectd la emergencia de estratiémidos.

Pero debido a que afecté en gran medida la emergencia del parasitoide de
las moscas, resulta contraproducente utilizarlo como una estrategia de control en
un programa de manejo integrado, principalmente en donde también se haga uso
del control bioldgico a base de liberaciones de dicho parasitoide. Por otro lado, si
se llegaran a incrementar [as concentraciones del insecticida a la que se utilizé en
este estudio, el impacto ambiental y en la microfauna que prevalece en el suelo
puede ser mayor. Si se aplican densidades mas altas de los estados infectivos de
las dos especies de nemétodos a las que se utilizaron en esta investigacion, se
podrian alcanzar niveles mas altos de parasitismo en la plaga y el impacto sobre ia
microfauna del suelo y al ambiente seria menor. En conclusidn, las dos especies de
nematodos se pueden utilizar como tacticas de control bioldgico de moscas de la
fruta, sobre todo si consideramos que el nivel de parasitismo se puede mejorar al

incrementar la densidad por superficie.
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VI. CONCLUSIONES

De acuerdo a las observaciones realizadas en esta investigacidn se concluye

que:

1.- La B-exotoxina de Baciflus thuringiensis resultd altamente tdxica a las larvas de
tercer estadio de Anastrepha ludens, A. obliquay A. serpentina.

2.- Los adultos que se obtuvieron de larvas expuestas a las diferentes
concentraciones de B-exotoxina no sufrieron un efecto negativo en su aptitud

reproductiva.

3.- A pesar de que las larvas presentaron la sintomatologia caracteristica propia de
la p-exotoxina, no se observd algln efecto significativo en los cortes histoldgicos

de larvas tratadas con dicha toxina.

4.- La &-endotoxina de las diferentes cepas B. {huringiensis evaluadas contra
adultos de moscas de la fruta, la que provocé mayor mortalidad fue la cepa LBIT
414.

5.- lLas larvas jovenes de A. fudens sufrieron mayor dafio con la B-exotoxina
cuando fueron expuestas a la Clso determinada en larvas maduras de la misma

especie de mosca de la fruta.

6.- Las larvas jovenes (de 6 dias de edad para A. obligua, y de 7 dias de edad para
A. ludensy A. serpenting) fueron mas susceptibles que las larvas maduras (de 8
dias de edad para A. obfigua, y de 9 dias de edad para A. fudensy A. serpenting) a
los nematodos Steinernema feltiae y Heterorhabditis indica.




7.- El porcentaje mas alto de parasitismo se registréd en unidades de parasitacién
de 2 cm de profundidad en suelo de textura arenosa con 10% de humedad.

8.- El nematodo H. /ndica ocasiond un parasitismo mds uniforme en las tres
diferentes profundidades de las unidades de parasitacién, bajo condiciones de
laboratorio. En cambio, el nematodo S. feftize, a medida que el hospedero se

localizé a mayor profundidad, el parasitismo fue menor.

9.- No hubo diferencia en el parasitismo del nematodo S. feffiae cuando se aplicd
antes o después que las larvas de tercer estadio de A. /udens, en recipientes que
contenian suelo de textura areno-arcillosa con 15% de humedad.

10.- Los nematodos no son capaces de parasitar pupas de moscas de la fruta,
aunque si pueden parasitar adultos cuando emergen y salen a través del suelo
tratado con nematodos.

i

11.- El insecticidea Diazindn afectd mas al parasitoide Diachasmimorpha
fongfcaudata cuando esta en desarrollo dentro de su hospedero, A. /udens, que los

nematodos entomopatdgenos.

12.- No se registrd algin efecto adverso sobre las larvas de Stratiomidae vy la
lombriz de tierra por la p-exotoxina ni por los nematodos entomopatégenos.

13.- Los niveles de parasitismo que se registraron cuando se aplicaron tres veces
las CLsp "s en condiciones de campo fueron buenos. Aunque cuando se aplicaron
las ClLso ‘s de las dos especies de nemétodos por unidad experimental se observd

una aita mortalidad larval.

14.- En el suelo con textura areno-arcillosa con 15% de humedad y temperatura
de 26+1°C fue en donde se observé al mayor parasitismo de larvas tanto de 6

101




como de 8 dias de edad de A. obfigua con el nematodo S. feltize y el menor

parasitismo se gbservo en suelo de textura arenc-limosa.

15.- Tanto la textura del suelo como la profundidad del hospedero influyen de
manera conjunta en ia capacidad parasitica del nematodo 5. feftiae.

16.- La edad del hospedero influyé mas en la eficiencia parasitica del nematodo 5.

feltiae que la temperatura del ambiente en que se localice.

17.- La temperatura dptima es de 25+1°C para obtener niveles de parasitismo
>60% con el nematodo S. feltiae en larvas de 6 y 8 dias de edad de A. obfigua en

suelos de textura areno-arcillosa con 15% de humedad.

18.- La capacidad parasitica del nematodo S. fefiae se ve afectada con
temperaturas mayores de 30°C y menores a 20°C en suelo de textura areno-

arcillosa con 15% de humedad.
19.- Tanto la p-exotoxina de B. thuringiensis como los nematodos S, feftize y H.

indica tienen potencial como agentes de control bioldgico de larvas de moscas de
la fruta, principalmente en agroecosistemas tropicales con ambientes hlimedos.
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