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1.- OBJETIVO.

En la actualidad la humanidad se enfrenta con di--

versos problemas; uno de ellos es 1la alimentacibn.

La falta de alimentos puede deberse a diferentes -
causas, entre‘las mds importantes, se encuentran los-
insectos plaga que atacan cultivos y granos almacena-
dos, siendo de;truidos en una proporcibn significati-
va.

El estudio microbiol6gico realizado en dos especies

de insectos plaga, Sitophilus oryzae y Sitophilus gra

narius, causantes del deterioro de granos alimenticios
tiene por objeto encontrar un microorganismo patégeno
para dichas especies, con el cual se pueda llevar a -
cabo un control biol6gico de &stos, ya que ambas espe
cies son las causantes del vaciado de los granos, tan
to en cultivos como en el aimacenaje de los mismos.
Por lo tanto, creemos que es de gran utilidad para

la economia actual del Pais, efectuar estudios de es-
te tipo; como una alternativa més, en el combate de -
plagas que reducen la produccién de alimentos agrico-

las.



2.- GENERALIDADES.

A’“uSe ha descubierto que el control biolégico, de 1los
insectos, por medio de microorganismos; ocurre normal
mente en la naturaleza; siendo importante el papel -
que estos juegan como pat8genos en el control natural.
Esto ha originado el interés de los entomdlogos por -
estudiar la manera de usar microorganismos entomégenos
en el control bioldgico de insectos plaga que atacan-
los cultivos agricolas.

Ya en el Siglo XIX Pasteur realizd valiosos estu--
dios sobre las enfermedades del gusano de seda. Los -
trabajos de Metchnikoff (1880) fueron seguidos por --
Krassilstschick (1888), quién tenia la idea de contro
lar los -nsectos por medio de epidemias artificialmen
te inducidas. Sin embargo, no fué sinc hasta 1911-15-
con los trabajos de D'Hérelle quién us6 el Coccobaci-

lius acridiorum para el control de la langosta, que -

se desarrolld un interés en la utilizacidén de los mi-
croorganismos para la destruccidn de insectos dafiinos.

La necesidad de un mayor control biolégico de in--



sectos plaga ha sido reafirmada una y otra vez ror e-
minentes bi6logos como: Steinhaus (1956), Bucher (19-
58), Dutky (1959), Prescott y Dunn (1959), Tanada (19
59), y Hall (1961). Todos ellos han contribuido a una
mejor comprensidn de los factores fundamentales en re
lacién con el uso de microorganismos en el control --
biolégico.

A raiz de las publicaciones de Steinhaus (1956) so
bre el control microbial e insecticidas vivos; la in-
dustria comenzd a mostrar interés en el uso de patége-
nos de insectos. Se han realizado investigaciones para
perfeccionar las técnicas de produccién masiva de és--
- tos. Entre los microorganismos ampliamente usados tene

mos el B.thuringiensis var. thuringiensis que ha sido-

seleccionado como el primer patdgeno para ser amplia--
meﬁte explotado debido a sus caracteristicas, que lo -
hacen ser aceptable para adaptarse a un gran nlmero de
programas de control bioiégico de insectos.

Las posibilidades de usar hongos entombgenos para -
el control bioldgico de insectos plaga fueron conside-
radas cuando Speare y Colley (1912) reportaron el &xi-

to en la utilizacién del hongo Entomophthora aulicae -




contra las larvas de la palomilla de la cola café, en
Massachusetts. Unos afios despu€s Dustan (1925) intro-

dujo especies de Entomophthoraceae en poblaciones de-

la chinche verde del manzano, en Nueva Escocia Canadi.
Hallvy Dunn (1958) utilizaron técnicas similares para
diseminar hongos criados en laboratorio y recolectados
en el campo para el control del pulgén manchado de 1la
alfalfé, en California,

Las enfermedades virales han tenido un papel impor
tante en el control natural, esto ha dado como resul-
tado el estudio de los virus entombgenos y su potencia
lidad. E1l primer establecimiento de una enfermedad vi
‘ral exOtica con exito fué logrado por Balch (1946) --
quién introdujo el virus poliédrico del Tentredinido-
europeo del abeto, Diprion hercyniae, en New Founland.
De acuerdo con Steinhaus y Thompson, 1los virus son un
factor importante en el control natural del insecto -
plaga; pero esas epizootias que se desarrollan en for
ma natural no ocurren con ninguna regularidad para lo
grar un control etonfmico satisfactorio dei'inspcto.

La utilizacién de enfermedades con exito para el -

control de insectos depende de la biologia y caracte-



risticas de los insectos huéspedes y los microorganis
mos pardsitos asi como del medio ambiente.

Steinhaus (1956) analizé una serie de ventajas y -
desventajas que ofrece el control microbiano.(8.7)

" Las principales ventajas somn:

1.~ La naturaleza innocua v no t8xica de los patbge--
nos de insectos para otras formas de vida con la-
consecuente ausencia de residuos tdxicos.

2.- El1 relativamente alto grado de especificidad de la
mayoria de los patdgenos, lo cual tiende a prote-
ger a los insectos benéficos,

3.- La compatibilidad de muchos pat6genos con muchos-

insecticidas hasta el grado de que los dos pueden

ser usados en forma conjunta y, cuando menos en -

algunos casos, en forma sinergética, dado que la-

feds

infeccifn puede originar que los insectos sean més

3

susceptibles al envenenamiento con 1los productos-
quimicos.

4,- La facilidad y bajo costo con gue zlgunos patdge-
nos pueden ser producidos,

5.- La gran versatilidad de los microorganismos patd-

nos en lo que se refiere a los métodos de aplica-



cién. Algunos microorganismos pueden ser introdu-
cidos y colonizados dando por resultado que se --
pueda obtener un control permanente. Otros patége
nos pueden ser usados en aspersiones o espolvora-
ciones de la misja manera que los insecticidas.
La aparente lentitud mediante la cual el huésped-
susceptible desarrolla resistencia a un patfgeno-
microbiano.

Las bajas dbsis que en algunos casos se requieren
para lograr el control.

principales desventajasvson:

La necesidad de una aplicacifn cuidadosa y a tiem
po del patSgeno con respecto al periodo de incuba
cidén de la enfermedad.

La marcada especificidad de la mayoria de los pa-
tégenos, lo cual algunas veces disminuye el espec
tro de efectividad, atacando solamente una espe--
cie de insectos en casos donde varias plagas estén
involucradas, todas las cuales sin embérgo pueden
ser destruidas por un solo insecticida quimico.
La necesidad de mantener al patbgenoc en condicio-

nes viables, de alta virulencia y en un estado du



rable o resistente hasta que se ponga‘en contacto
con el insecto.

4.- La dificultad de producir algunos patbgenos ya sea
en grandes cantidades, a bajo precio, o ambos ca-
S0S.,

5.- La tendencia de enfermedades a originar que los -

1

insectos o partes de ellos permanezcan adheridos
al follaje de la planta huésped. Esto puede ser -
particularmente objetable en cultivos comoc las -
hortalizas en las cuales las normas de calidad no
permiten que contengan partes de insectos.

6.- E1 requerimento en algunas enfermedades de condi-
ciones climidticas favorables a fin de invadir e -
infectar a sus huéspedes.

Es pues, importante tomar en cuenta los puntos an-
tes mencionados, cuando se quiera llevar a cabo un con
trol biolégico de insectos plaga.

Ha sido generalmente aceptado por los microbidlo--
gos y fisiblogos, que muchos insectos albergan micro-
organismos benéficos. Parece ser, que los microorganis
mos algunas veces suplen al hospedero con vitaminas -

del grupo "B" {8.1). Muchas especies de insectos tie-



nen organos especiales llamados micetomas, que alber-
gan en sus cé&lulas uno o mis tipos de microorganismos
simbiontes 6 patfgenos.

El micetoma es un Organo cubierto de epitelio pro-
pio y abundantemente provisto de triqueas, que indica
la posibilidad de un metabolismo incrementado de sus-
células (micetocitos) hospederas de microorganismos.
Los micetocitos son cdlulas agrandadas con nGcleos de
gran tamafio, que se encuentran pobladas por los micreo
organismos simbiontes o patfgenos.

Existen insectos que poseen varias clases de sim--
biontes, que se encuentran en micetomas separados; o-
bien los diversos simbiontes, incluidos en sus respec
tivos micetocitos, pueblan diferentes partes de un G-
nico micetoma.

Con el descubrimiento de los efectos bactericidas-
de las sulfonamidas y de 165 antibidticos, se ofrecie
ron muchas posibilidades para liberar a los huéspedeé
de sus simbiontes, sea por administracién oral o por-
inveccidn en el hemoceloma. Esto pudo lograrse alin en
el caso de los insectos que tienen los micetocitos o-

micetomas respectivos lejos del tracto intestinal. Se



obtuvieron individuos libres de simbiontes, de varios

coledpteros y de algunos bldtidos. A pesar de esta au
sencia de microorganismos, las estructufas que evolu-
cionaron para albergar y trasmitir los simbiontes vuel
ven a presentarse en dicha variedad.

Sin embargo, no siempre los microorganismos y los-
micetomas son beneficos para el insecto; ya que algu-
nas veces pueden causarle trastornos y alteraciones -
en su organismo.

Murray y Tiegs (1935) demostraron que los microorga
nismos podian encontrarse en el sistema reproductor -
de ia hembra, de donde pasaban a los huevos estable--
ciende una cadena en los diferentes ciclos del insec-
to y en sus generaciones sucesivas.

Mansour {1935) pretende que en dos especies consan

guineas de gorgojo (Sitophilus oryzae y Sitophilus --

granarius) existen micetomas larvarios que estin aso-
ciados a microorganismos simbiontes en su etapa adul-
ta, estando implantados los simbiontes en el intesti-
no medioc del gorgojo.

Continuando la busqueda de microorganismos en ambas

especies de gorgojos, Lum y Baker (8.15) encontraron-
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que ciertos microorganismos no eran realmente benéfi-
cos para su hospederc; ya que algunos de ellos ataca-
ban las gonadas femeninas causandoles esterilidad,

En el caso de los microorganismo

W

patégenos hereda
bles, la generacidn que se pone en contacto con el pa
tégeno no presenta sintomas de infeccién, sin embargo
el microorganismo se trasmite a la generacidn siguien
te, atécando las gonadas de las hembras, dando comoc -
resultado una esterilidad en esa generacién. Desafor-
tunadamente al causarle esterilidad a esa generacién-
el patégenb no se puede trasmitir a otras.

Musgrave y Miller (8.17) sugieren la necesidad de-
profundizar los estudios acerca de los microorganis--

mos asociados con el gorgojo (Sitophilus oryzae y Si-

tophilus granarius) ya que estos coledpteros son una-

plaga primaria de los cereales, y son la causa del va
ciado de los granos.

Como se sabe, actualmente el mundo confronta nume-
rosos problemas; siende unc de los principales, el a-
genciarse los alimentos necesarios para =1 sostenimien
to de su poblacién; siendo por lo tanto su preserva--

cién en bodegas y silos de gran importancia. El estu-
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dio del control biolégico de los insectos plaga puede
ser de sumo interés como una de las soluciones para la
conservacidén de granos alimenticios.

Tanto Sitophilus oryzae y Sitophilus granarius son

plaga primaria de los cereales (arroz, sorgo, trigo y
maiz), que es la causa del vaciado de los granos.

Sitophilus oryzae es mids comlin encontrarlo en los

cereales de grano pequefic y tiene una mayor tolerancia
a la temperatura alta. Esta especie puede volar, por-
lo que ataca a los cereales en el campo antes de su -
recoleccidén. En condiciones 6ptimas la hembra pone de
100 a 150 huevos durante un periodo de muchas semanas
cada huevo queda puesto en un diminuto agujero que la
hembra hace en el grano, por masticacidén, y luegoc que
da sellado dentro del agujero por medio de una secre-
cidén. La larva carente de patas, permanece dentro del
grano, donde se alimenta y finalmente pasa a la fase-
de pupa. Cuando el desarrollo estd completo el indiVi
duo adulto se abre paso para salir del grano, masti--
cando &éste y deja tras de si un agujero de salida. Tan
to las larvas como los adultos se alimentan del grano.

Un adulto puede vivir hasta cinco meses.



Sitophilus granarius solo posee vestigios de alas-

posteriores y, por lo tantoc, limita su presencia en -

los granos almacenados y no ataca los cultivos en el-

campo. La vida en el adulto de esta especie puede pro

longarse un lapso tan largo como de ocho meses. La --

hembra puede poner entre 30 y 250 huevos, al que tapo

na con una secrecidén gelatinosa. Esta especie prefiere
los granos més grandes, a los que tiende a utilizar -

para poner en ellos sus huevos.,

Mientras que S.oryzae es de distribucibn cosmopoli
ta, a S.granarius lo encontramos en las tierras altas
de Kenya, y puede estar presente en cereales importa-
dos de otros paises. No estd bien establecida su loca

lizacién en los paises de clima tropical.
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3.- EQUIPO, REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO.

EQUIPO.

3.1. Aspersor de vacio.- Esta formado de un frasco de
vidrio de 4.5 x 7.0 cm., con un tap6én de hule --
que contiene dos agujeros.

a) en uno de ellos se conecta una manguera de hu
le con la que se aspira, con la boca, para hacer

un vacio ligero, y permitir el paso de los insec
tosval frasco. La manguera contiene en su extre-

mo interior una malla de plédstico gue impide el-

paso de los insectos através de ella.

b} en el otro agujero va conectado un tubo de vi
drio doblado, que permite el paso de los insectos
al frasco recolector, cuando se aspira.

3.2. Cernidor para separar los insectos.- Consta de un
bastidor con perforaciones de 3mm. de didmetro,-
que permite\el paso de los insectos, evitando el
paso de los granos, y de una charola de aluminio
donde se reciben los insectos.

3.3. Caja de petri que contiene una capa de parafina.-



3.5,

356'
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Esta caja se utilizé como base en la diseccién de
insectos, y la parafina sirve como soporte para -
poder fijar al insecto.

Cadmara humeda.- Esta c"mara se utilizdé para el cul
tivo de los insectos. Se utilizé a 28°y 70 % de -
Humedad Relativa.

Microscopio de contraste de fases.-

Marca : Carl Zeiss.,

Modelo  : K7-A binocular,

Oculares : 10x-12.5x-y20x,

Objetivos : 10x-40x-100x, con aditamento para con

traste de fases.

~Con revdlver cuddruple con tope interior, con lam

para compacta B de bajo voltaje para aplicacidn -
del sistema de iluminacidn Koehler. Con condensa-
dor 0.9z con lente rebatible z, apertura 0.9, dis
tancia focal 13.1 mm., distancia al objeto 2.0-2.2
mm.

Microscopio de diseccidn esteroscopico.-

Marca : STEMI 1V.

Oculares : 10x-200m de 0.8 a 4 aumentos.
Objetivos : 0.8x-1.0x-1.25x-1.6x-2.25x-3.2x-4.0x
y 5.0x. Con.luz incidente de ldmpara incandescen

te, modelo:L-8.
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3.7. Frasco de vidrio de boca ancha.- EFste frasco se

utilizd en el cultivo de los insectos.

Didmetro de l1a boca .......... 8.5 cm.
Diametro del frasco .......... 10.0 cm.
Altura del frasco .....veeeven 16,0 cm.

La boca se cubrif con tela Nvylon No 200,
3.8. Frasco de vidrio de boca ancha.- Este tipo de -
frasces fueron utilizados en la evaluacibn de -

los microorganismes.

Didmetro de la boca ....ceeeen 4.5 cm.
Didmetro del frasco ..... coees 6.0 cm,
Altura del £1rasco ..o eueees 7.0 cm.

La boca se cubrid con tela Nylon No 200.

3.9. Frasco de vidrio.- Este frasco fué utilizado -
en la separacidn de los lotes de insectos, por-
especie vy sexo.
Didmetro del frasco .......... 1.6 cm.
Altura del frasco ............ 6.0 cm,
La boca se cubre con algoddn.

3.10. Gooch de porcelana.

3.11.‘Gradilla metdlica para tubos.

3.12. Ligas de hule,
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3.13. Matraces aforados de 500 y 1000 ml,

3.14. Matraces Erlenmeyer de 300 ml.

3.15. Mecheros.,

3.16. Papel aluminio.

3.17. Pinceles de cerda,

3.18. Probetas graduadas.,

3.19. Agujas de diseccitn.

3.20. Cristaleria y material en general.

REACTIVOS.

3.21. Agua oxigenada de 20 volumenes.

3,.22. Colorantes para la técnica de Gram{c-6).

3.23. Fucsina fenicada para la técnica de acidos re--
sistentes {(c-6).

3.24. Colorantes para la tincidn de cépsula:(c-6)
a) Fucsina fenicada.
b) Nigrosina saturada.

3.25. Colorantes para granulos metacromidticos:(c-6)
a) Colorante de Albert.
b) Solucién de lugol.

3.26. Colorantes para la tincién de esporas:(c-6)



.27,
.28,
.29.
.30,
.31,
.32,

.33,

a) Verde malaquita.

b) Fucsina fenicada.

Fenol al 10%.

Harina de maiz.

Harina de trigo.

Maiz en grano.

Reactivo de Erlich (c-7).

Reactivos para la prueba de la reduccién de ni-

tratos:{c-8)

a) Solucién de dcido sulfanilico.

aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

Dimetil-aglfa-naftilamina

Solucidn de Loche con azul de metileno al 0.005%

para invertebrados.

Férmula:

.....................
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KC1 (.. iiiineennnn 0.42 gr.
NaHCO3 ............ 0.20 gr.
Glucosa ...eovevnae 2.50 gr.

Agua destilada ....1000.00 ml.

Preparaci8n.- se debe afiadir al final el CaCl,-
para evitar la formacifn de precipitado. El -
NaHCO3 se deberd afiadir después de calentada la
solucifn, ya que de lo contrario Se modificaria

el pH por la eliminacidn de COZ’

MEDIOS DE CULTIVO.

3.34, Medio No 1:

Férmula;

GlucosSa sonvevenansacss 4.0 gr.
Peptona ............... 5.0 gr
MgSO4.7H20 ....... ERRE 0.5 gr.
CaCl2 ................. 0.5 gr.
EDTA .. .iiiiiinnoncnns 0.2 gr.
3 1 O 0.5 gr
Exfracto de levadura 1.5 gr

Agar ... iiesncrnonnas 25,0 gr,
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Agua destilada .......... 1000.0 ml.

Preparacidén.- se disuelve el medio calentando 1i
gerjmente, el CaCl2 se agrega al final. Se este-
riliza a 120°y 1 atm. de presién durante 15 minu

tos, ajustar el pH entre 6-8.

. Medio No 2:

F8rmula:

Maltosa ....cvivconancans 1.5 gr.
Peptona ......ccco00ccnass 3,0 gr.
MgSO4.7H20 .............. 0.2 gr.
CaC-l2 ................... 0.2 gr.
EDTA ....iiieenceanncanas 0.1 gr.
NaCl .cveevevorcocoancans 0.2 gr.
Agar ...ttt oo 25.0 gr.
Extracto de carne ....... 1.5 gr.
Agua destilada .......... 1000.0 ml.

Preparacién.- se disuelve el medio calentando 1i
geramente y afiadiendo el CaCl2 al final. Se pue-
den usar cubos de caldo, o caldo de carne o po--
l1lo, o sopa enlatada de pollo o res en vez del -
extracto de carne. Se esteriliza el medio a 120°
y 1 atfn° de presidén, durante 15 minutos, el pH -

serd entre 6-8.
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2,.36. Medio No 3:

Férmula:

Bactopeptona ........co0c040 1.5 gr.
Extracto de levadura ...... . 5.0 gr.
MgPO4.3HZO ................. 0.1 gr.
NaSO4 e e s anasess s o ae s 0.1 gr.
Maiz en grano .............. 200.0 gr.
Agar ...t cineennennnan o ues 25.0 gr,
Agua destilada ............ , 1000.0 ml.

Preparacidn.- el maiz se pone a cocer en el agua
hasta que se ablanda y se abre, después se muele
y se deja reposar durante 30 minutos, y ensegui-
da se cuela. A éste colado se le adicionan los -
demds nutrimentos, se disuelven con ligero calen
tamiento y se esteriliza a 120°C y 15 libras de-
presidn durante 20 minutos.

3.37. Medios para bioquimicas.

3.38. Medios selectivos:
a) Medio 110 DIFCC.
b) Medio de gelosa sangre.

3.39. Otros medios:
a) Agar inclinado.

b) Gelatina.
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4.- METODOS.

4.1. OBTENCION DE LOS INSECTOS.

El presente trabajo es un estudio sobre la Micro--

biologia de los insectos Sitqphilus oryzae (gorgojo -

del arroz) y Sitophilus granarius (gorgojo de los gra

nosj.

Los granos infestados por dichos insectos, fueron-
recolectados en el campo en varios Estados de la Repl
blica Mexicana (Jalisco, Guerrero, Oaxaca, Guanajuato
Morelos, Puebla, Edo. de Mé&xico, Veracruz y Tamaulipas
.} (&) y cultivos puros de éstas dos especies fueron-
proporcionados por el Dr.Rad1 MacGregor, investigador
del Instituto de Biologia de la Universidad Nacional-

Autonoma de México.

{&§)Los granos recolectados se utilizardn para un estg‘
dio colateral de insectos plaga de los granos almacena
dos. Este estudio fue llevado a cabo en el Departamen
to de Zoologia del Instituto de Biologia de la Univer

sidad Nacional Auytonoma de México.
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4.2, CULTIVO Y MANEJO DE LOS INSECTOS.

Los insectos utilizados en el presente trabajo fue
ron:

a) Sitophilus oryzée

Orden: Colebpteros.

Familia: Curculiénidos.

Especie: Sitophilus oryzae.
Nombre vulgar: Gorgojo del arroz,

b) Sitophilus granarius

Orden: Colebpteros.

Familia: Curculiénidos.

Especie: Sitophilus granarius.

Nombré vulgar: Gorgojo de los gianos.

Los insectos fueron separados del grano de la si--
guiente manera: sobre el cernidor (3.2.) se puso una-
cierta cantidad de granos infestados de insectos; se-
agitd manualmente. El cernidor permitif la caida de -
insectos sobre la charola del fondo, sin causarles el
menor dafio, quédando separados del grano, el cual que
dé en la parte superior del cernidor.

Posteriormente los insectos fueron separados por -
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especie, teniendo en cuenta las siguientes caracteris
ticas:
a) S.oryzae

Longitud del adulto: de 2.5 a 4,5 mm,

Alas posteriores: presentes.

Hoyuelos del protdrax: redondos.

Elitros: presentan cuatroc manchas rojizés.

b) S.granarius

Longitud del adulto: de 3.0 a 4.0 mm.

Alas posteriores: ausentes.

Hoyuelos del protdérax: son de forma ovalada.

Elitros: no preéentan manchas.,

La separacidén se hizo de la siguiente manera: con-
un pincel (3.17.) humedé&ido {en agua destilada) se -
tomaron los insectos de la charola y se colocardn en-
una caja petri (3.3.) la cual tenia una capa de para-
fina., Utilizando el microstopio de diseccién y por -~
observacién de las caracteristicas antes mencionadas;
se separaron en dos grupos, manejandose por medio del
pincel hGmedo; ya separados los insectos por especies
se colocaron en diferentes frascos (3.7.); a los cua-

les se les afiadié maiz y harina de maiz como alimento,
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previamente tratados(*).

Los cultivos se guardar6n en la cimara hGmeda a 28°

y con una Humedad Relativa del 70%.
(*) E1 mafz utilizado fué tratado de la siguiente mane
ra: en primer lugar, el maizlfué lavado con abundante-
agua destilada, enseguida se dejd secar a temperatura-
ambiente. Ya seco se colocd en un frasco y se guardd -
en congelacién a 4€ durante ocho dias, |

La congelacidn tiene por objeto eliminar cualquier-
tipo de huevecillos presentes en los granos.

De &stos cultivoes, por medio de un aspersor de va--
cio (3.1.) se fueron separando los insectos de uno en-
uno hasta completar lotes de 100 individuos, que fueron
colocados en frascos (3.9.) con tapdn de algodén,

Estos fueron posteriormente utilizados en el aisla-
miento de los microorganismos.

Los cultivos puros de estos insectos que nos fueron
proporcionados, se utilizaron en la evaluacibn de los-
microorganismos aislados. Sin embargo, para su uso los
insectos tuvieron que ser sexados, tomando en cuenta -

las siguientes caracteristicas; en ambas especies:
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Sexo femenino:

Rostro: es mids largo y cilindrico,

Punctuaciones: son esparcidas, superficiales y rara vez
se encuentran en posicidn distal,

Cola: recta.

Sexo masculino:

Rostro: es mis ancho, corto y menos curvado; visto de
manera dorsal es ligeramente angosto en el centro y -
ancho en la parte distal.

Punctuaciones: se encuentran muy juntas y fuertemente
marcadas.

Cola: esta flexionada hacia el abdfmen.

Para observar las caracteristicas anteriores, el ma
nejo de los insectos se hizo sobre una caja de petri-
con capa de parafina, utilizando el microscopic de di
seccidn.

Se formaron los siguientes lotes:

a) Lotes de S.oryzae, sexo femenino.

b) Lotes de S.granarius, sexoc femenino,
c) Lotes de S.oryzae, sexo masculino.

d) Lotes de S.granarius, sexo masculino.
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LOCALIZACION DE LOS MICROORGANISMOS.

La localizacién de los microorganismos, se hizo u-

tilizando los insectos que fueron obtenidos de los --

granos recolectados en el campo, buscando la presen--

cia en ellos, de micetomas simbiontes o patfgenos(8.1

5).

Para poder comprobar lo anterior, se hicieron di-

secciones de la siguiente manera:

1.~

Con un pincel humedecido en agua destilada, se to
mé un insecto al azar, colocandflo sobre la placa
de parafina y usando el microscopio de diseccifn-
se le determiné la especie y sexo.

El insecto fué adormecido ligeramente con alcohol
del 96%, y fijado de las alas a la placa, con al-
fileres.

Con un bisturi le fué cortada la cabeza transver-
salmente.

Se insertd una aguja de diseccién en el orificio-
del cuello y se dividié al insecto longitudinal--
mente, a continuacién se levanté y quitd el protg
rax.

De esta manera quedaron al descubierto los 6rganos
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internos, pudiendose separar el intestino medio del
insecto.

6.- Con una aguja de diseccidn, se aisl6 el intestino-
medio y se coloc6 sobre un portaobjetos, esta ope-
racidén se efectud con cuidado.

7.- E1 tejido aislado fué tefiido durante 10 minutos -
con una gota de la solucién de Loche (3.33,) adi--
cionada de 0.005% de azul de metileno; de ahi se -
transfirid a un potaocbjetos que contenfa una gota-
de solucibn de Loche sin tefiir.

8.- E1 tejido, en estas circunstancias fué observado -

| usando un campo clarc en el microscopio de contras
te de fases,

9.- La preparacidn fué aplastada ligeramente con un cu
breobjetos, secandése la solucibn de Loche con pa-
pel filtro y aplicando una ligera presidn sobre el
cubreobjetos con una aguja de diseccidén hasta la -
ruptura del tejido.

10.-E1 colorante tifie los microorganismos que se encuen
tran en los micetomas, y de esta manera son f&cil-
mente observados utilizando el microscopio de con-

traste de fases.
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El método anteriormente descrito fué disefiado y su-
gerido por el Dr. Rafil MacGregor, Investigador del Ins
tituto de Biologia de la Universidad Nacional Autonoma

de México.
4.4, AISLAMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS.

Se realizaron varios aislamientos utilizandose en -
“cada uno de ellos lotes de 100 insectos (4.2), de las-

especies S.oryzae y S5,granarius,.

Pasos seguidos en el aislamiento:

1.- Se puso un lote de insectos dentro de un vaso de -
precipitado de 80 ml. Se le agregd 40 ml. de agua-
destilada estéril, con la cual fueron lavados los-
insectos con la ayuda de un pincel durante un minu
to. El1 objeto de &ste lavado fus para eliminar res
tos de harina y maiz.

2.- Se pasaron los insectos a un segundo vaso de preci
pitado que contenia 30 ml. de agua oxigenada (3.21)
Se dejaron ahi por espacio de 2 minutos. E1 agua -
oxigenada se usd como desinfectante débil.

3.- De ahi se pasaron a un tercer vaso de precipitado-
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que contenfa 30 ml. de fenol (3.27.) durante 2 mi-
nutos. E1 fenol se us6é como desinfectante fuerte.
Se colocd un embudo Blithner de porcelana sobre un-
vaso de precipitado, dentro del Blchaner fueron de-
positados los insectos y se lavaron con agua desti
lada estéril para eliminar los restos de los desin
fectantes.

Los desinfectantes se usaron con el objeto de eli-
minar todo tipo de microorganismos presentes en la
superficie del insecto. |

Sobre un vidrio de reloj se puso un filtro gooch -
de porcelana estéril:; los insectos ya lavados se -
introdujeron en el gooch y se maceraron con una va
rilla de vidrio. El gooch tiene la funcién de fil-
tro para la retencidén de particulas gruesas y obte
ner asi un macerado uniforme.

Utilizando los medios de cultivo No 1,2 y 3 se pre
pararon 25 cajas petri por cada uno de ellos.

Se sembraron las caja§ tomando muestras con el asa
del macerado.

Las cajas ya sembradas se incubaron a diferentes -

temperaturas:



a) Diez cajas de cada medio se incubaron a 37°C duran-
te 48 hrs., para observar crecimiento de bacterias.

b) Diez cajas de cada medio se incubaron a 28°C durante
72 hrs., para observar crecimiento de hongos.

c) Cinco cajas de cada medio se incubaron a 30°C duran
fe 8 dias, para observar cualquier otro tipo de cre
cimiento.

Pasado el tiempo de incubacifin se sacaron las cajas
‘de las diferentes estufas y se procedif al aislamiento
de las colonias gque habian crecido.

Para el aislamiento de 1las colonias se prepararon -
tubos con el medio No 1 en forma inclinada, Se escogid
"este medio por ser el que dif mejores resultados en el
crecimiento de todas las colonias.

Con el asa se tomaron muestras de las colonias por-
aislar, y con la té&cnica usual se sembrarén en los tu-
bos con los medios inclinados, para ir obteniendo por-
separado los diferentes cultivos de las diversas colo-
nias de microorganismos, observadas,

Los tubos se incubaron a 28°C, por ser esta la tem-
peratura 6ptima de crecimiento de los insectos. Ya cre
cidas las colonias fueron guardadas a 6°C para su con-

servacion.



Para clasificar a las cepas aisladas se tomarcn con
cuenta sus caracteres morfoldgicos, sus caracteristi-

cas de cultivo y sus actividades fisiolfgicas.
4.5, CLASIFICACION DE L0OS MICROORGANISMOS AISLADOS.

Para la clasificacién de €stos se sigui6 el siguien
te programa: (8.3.)
1.- Caracteristicas de cultivo:
a) Apariencia macroscdpica: forma, tamafio y bor--
des.
b) Superficie: topografia, elevacidn y consisten-
cia,
¢) Caracteres 8pticos: color y brillo.
2.- Apariencia microscépica:
a) Tincidén de Gram.
b) Tincidn de dcidos resistentes, granulos y cép-
sula. |
c) Caracteristicas morfoldgicas: movilidad, flage
los y esporas.
3.- Crecimiento:

a) Se sembrd en agar inclinado y se observd el -
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crecimiento por intervalos de 24 horas para ver -
temperatura &ptima.

b) Se sembr6 en gelatina, observandose la presen-
cia, clase y tipo de licuefaccidn, sedimentacién,
turbidez y color.

Reaccifn al pH (6ptimo).

Relacibn al oxigeno libre: aerobioc, facultativo y
anaerobio.

Pruebas de fermentacién:

a) Monosacidridos: glucosa.

b).Disacéridqs: lactosa y sacarosa,

¢) Polisacéridos: almidén.

d) Alcohol: manitol.

e} Produccifn de indol.

f) Leche tornasolada: reaccién,

g) Produccidn de gas.

Accién sobre los nitratos.

Pruebas adicionales:

a) Azul de metileno:>reaccién.

b) Rosa anilina: reaccién.

Patogenicidad:

a) Hem6lisis en gelosa sangre.
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b) Prueba de la coagulasa.
c) Reaccibn del telurito.

d) Produccién de pigmento (en medio 110 DIFCO),

4.6, EVALUACION DE LOS MICROORGANISMOS AISLADOS PARA

SU USO EN EL CONTROL BIOLOGICO DE LOS INSECTOS.

Para poder evaluar las cepas microbianas, aisladas
se prepararon cultivos en medio liquido (3.34.). En ma
traces Erlenmeyer de 300 ml., se pusieron 150 ml, del-
medio No 1, se esterilizé y se incub8 a 28°C durante-
48 heoras como prueba de esterilidad. Pasada esta prue
ba, los medios fueron inoculados con las cepas a pro-
bar.

Los matraces fueron puestos en agitacidén a 28°C du
rante 48 horas, con el objeto de obtener crecimientos
concentrados. Pasado este tiempo de incubacidn, las -
cepas estuvieron listas para su uso.

Los frascos (3.8.) utilizados en el experimento -
fueron 1avados y secados; se etiquetaron en el siguien
te orden:

1.- Nomero del frasco.
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2.- NGmero de la cepa del microorganismo,.

3.- Especie de Sitophilus,

‘4.° Ndmero de insectos puestos en el frasco, (hembras
y machos).

5.- Tiempo de duracién de las pruebas, por cada cepa:
a) Prueba No 1.- 62 dias,
b) Prueba No 2.- 70 dias.
c) Prueba No 3.-130 dias.

A cada frasco se le afiladieron diez granos de mafz-
tratado (4.2.%), inmediatamente despué€s se adiciona--
ron 15 ml. de 1la suspensifén de la cepa correspondien-
ﬁe, mezclando por espacio de 5 minutos, para que la -
suspensibén quedara impregnada en el grano; pasado este
tiempo se le fué afiadiendo poco a poco harina de maiz
revolviendo la cepa con los granos y la harina. La a-
dicidén de harina tiene por objeto absorver el agua del
medioc y permitir asi, mejores condiciones de vida pa-
ra el insecto.

Por otra parte, los inséctos separados por especie
y sexo, fueron sumergidos durante 2 minutos en parte-
de la suspensidn de la cepa correspondiente al frasco

donde posteriormente fueron colocados en un nlimero i-
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gual de hembras y machos:

a) Prueba No 1.- 5 hembras, 5 machos. Total: 10 insec
tos.

b) Prueba No 2.- 7 hembras, 7 machos. Total: 14 insec
tos.

c) Prueba No 3.- 5 hembras, 5 machos. Total: 10 insec
tos.

Todas las cepas y el control se trabajaron de la -
misma manera; s6lo que en el control se utilizé agua
destilada estéril, en igual volumen, en lugar de la -
suspensidn. El uso del agua destilada estéril tiene -
por objeto mantener las mismas condiciones de humedad
tanto en el contrcl como en los problemas.

Ya listos los frascos, fueron tapados con la tela-
Nylon (3.8.) que fué sujetada al frasco con una liga.
Los frascos fueron colocados en lalcémara humeda a 28°
C y 70% de HGmedad Relativa (H.R.), permaneciendo ahi
durante 32 dias. Transcurrido este tiempo se observd-
el crecimiento de la primera generacién filial (F1),-
fueron eliminados de los frascos los insectos adultos
inicialmente puestos, los frascos conteniendo solamen

te a F1 se volvieron a guardar bajo las mismas condi-
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ciones anteriores de temperatura y himedad. A los 62-
y 70 dias (5.4.) contando a parti: del primer dia en-
que se inici6é el experimento se observé el crecimiento
de la segunda generacién filial (Fz).

Los frascos fueron vaciados uno por uno sobre una-
charola y se examind su contenido cuidadosamente. Los
insectos adultos correspondian a Fo, y los insectos -
j6venes y larvas correspondian a F,.

A cada grano de maiz puesto en el frasco se le ob-
servd:

a) El1 afaque del insecto hacia el mafiz,
b) E1 nGmero de larvas e insectos j6venes que se en--
contraban dentro del grano.

Para determinar la siguiente generacifn FS’ toaos
los pasos anteriores fueron seguidos, con las siguien
tes modificaciones:

a) A los 65 dias se retiraron del frasco los insectos
pertenecientes a F1°

b) A los 130 dias se hizo el recuento de PZ y F3 de la
misma manera como se hizo anteriofmente con F1 y -

FZ’

Todos los datos obtenidos en las pruebas anteriores
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fueron anotados para su posterior evaluacibn.
En el capitulo de resultados podemos observar las-
grdficas y tablas de datos concernientes a los resul-

tados de este trabajo.
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5.- RESULTADOS.
5.1. PRESENCIA DE MICROORGANISMOS Y MICETOMAS.

Siguiendﬁ la metodologia (4.3.) se hicieron las si
guientes observaciones:

1.- Se encontraron microorganismos en ambas especies-
de gorgojos.

2.- En cada especie los microorganismos fueron encon-
trados en el intestino medio, en los organos re--
productores de las hembras adultas y en los mice-
tomas de las larvas.

3.- Los microorganismos nunca fueron identificados po
sitivamente en los organos reproductores machos, -
de ambas especies.

4,- Los microorgaﬁismos aparecierdn en nGmeros tan -
grandes que es imposible que fueran invasores ca-
suales, y su aparicidn en micetomas confirma ésto.

5.- Los microorganismos fueron encontrados mas frecuen
temente en las muestras del intestino medio de Si

tophilus oryzae que en Sitophilus granarius.

Los resultados de las disecciones hechas en ambas-
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especies confirman lo anterior.
S.oryzae:

De un lote de 50 individuos, 37 fueron hembras y 13
machos. En ninguno de los machos se observd la presen-
cia de microorganismos; de las 37 hembras 31 de ellas-
los fuvieron, lo que representa un 83.78%.

En las 25 larvas examinadas se obtuvieron resultados
positivos, de la presencia de micetomas, en el 100% de
ellas.

.S.granarius:

De un lote de 50 individuos, 24 fueron hembras y 26
machos. En ninguno de los machos se observé la presen-
cia de microorganismos; de las 24 hembras 16 de ellas-
los tuvieron, lo que representa un 66%.

En las 25 larvas examinadas se obtuvieron resulta--
dos positivos, de la presencia de micetomas, en el --

100% de ellas.
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5.2. MICROORGANISMOS OBTENILOS.

De los aislamientos que se realizaron (4.4.), se --
obtuvieron las 16 cepas siguientes:
Cepa No 1.- Levaduras.
Cepa No 2.- Cocos (racimos),
Cepa No 3.- Cocos {racimos y tetradas).
Cepa No 4.- Levaduras.
Cepa No 5.- Racilos.
Cepa No 6.- Cocos (racimos).
Cepa No 7.- Cocos {cadenas).
Cepa No 8.- Cocos {racimos].
Cepa No 9.- Cocobaciloes.
Cepa No 10.- Cocos (racimos).
Cepa No 11.- Levaduras,
Cepa No 12.- Bacilos.
Cepa No 13.- Cocos (racimos v tetradas).
Cepa No 14,- Cocos (racimos}.
Cepa No 15.,- Cocos {racimos].

Cepa No 16.- Cocobacilos.
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Mediante estudios macroscédpicos, microscdpicos y -
bioquimicos de cada cepa, se comprobd que solaménte 0-
cho de ellas, eran diferentes, siendo el resto, repeti
ciones de las anteriores, por lo que se eliminaron es-
tas iltimas.

De cada grupo de cultivos similares, se eligi6 una-

de ellas en la forma siguiente:

Cepa No 1
Cepa No 4 = Cepa No 1
Cepa No 11
Cepa No 2
Cepa No 8 = Cepa No 8
Cepa No 14
Cepa No 3

= Cepa No 13
Cepa No 13
Cepa No 5 = Cepa No 5
Cepa No ©
Cepa No 10 = Cepa No 10

Cepa No 15
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Cepa No 7 = Cepa No 7
Cepa No 9

= Cepa No O
Cepa No 16

Cepa No 12 = Cepa No 12

Las cepas se trabajaron siguiendo esta numeraciébn.
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5.3. CLASIFICACION DE LOS MICROORGANISMOS AISLADOS.

Cuadro No 1.- Estudio de la forma de las colonias desa

rrolladas en los medios No 1,2 y 3.

Cepa No Forma Elevacibn Superficie

1 irregular plana lisa

5 circular plana lisa

7 irregular plana aspera

8 circular convexa lisa

9 irregular convexa estriada
10 circular convexa lisa
12 filamentosa convexa " rugosa

13 circular convexa lisa

Metodologia utilizada (4.5.).



Cuadro No 2.-

sarrolladas

Estudic de

la forma de las

en los medios

clonias de-

2 3
1, 2 v 3.

Cepa No Bordes Caracteres Optices Consistencia
1 irregulares brillosa cremosa
5 ondulados opaca cremosa
7 lobulados brillosa viscosa
8 continuos brillosa cremosa
9 irregulares obscura guebradiza
10 continuos opaca cremosa
12 filamentosos opaca quebradiza
13 continuos opaca cremosa

Metodologia utilizada (4.5.).
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Cuadro No 3.- Apariencia macrosc8pica y microscépica --
de las colonias crecidas en los medios

de cultive No 1, 2 y 3.

Cepa No Color de la colonia Apariencia microscépica

1 crema c8lulas ovales, a veces

redondas, gque presentan

gemacién,

5 amarilla bacilos pequefios

7 amarilla cadenas de cocos

8 gris racimos de cocos

9 gris cocobacilos

10 gris racimos de cccos

12 amarilla bacilos pequefios

13 blanca ' tetradas y racimos de -

cocos, a veces sueltos-

y otros unidos.

Metodologia utilizada (4.5.).
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Cuadro No 4.- Pruebas en el medio de gelatina.

Cepa No Licuefaccién = Sedimentacién  Turbide:z

1 - - -
g + + +
7 + - +
8 + + -
o + i :
10 ! + -
12 - - -
13 + - -

Metodologia utilizada (4.5.).
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Cuadro No 5.- Resultados de las reacciones al pH 6pti
mo de los microorganismos; la relacifn-
al oxigeno libre, y la movilidad del mi

croorganismo.

Cepa No Movilidad del pH Relacibn al

microorganismo oxfgeno libre
1 - 3.6 facultativo
5 + 6.5 anaerobio
7 - 7.5 facultativo
8 - 6.8 facultativo
9 - 7.4 facultativo
10 - 5.8 facultativo
12 + 6.6 anaerobio
13 - 7.2 aerobio

Metodologia utilizada (4.5.).



Cuadro No 6.- Resultado de las tinciones cfectuadas.

Cepa No Gram Granulos Esporas Capsula Acido
metacromidticos resistencia
1 + - + - -
8 + - - - -
9 + + - - -
10 + - - - -
13 + - - - +

Cuadro No 7.- Resultados de las reacciones de fermenta
cidn, efectuadas en las cepas selecciona

das.

Cepa No Glucosa Lactosa Sacarosa Almidén Manitol Indol Gas

1 + - + - - - +

8 + + + - + -

9 + + + - + + +
10 + t + t + - -
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Cuadro No 8.- Resultados de pruebas adicionales,

Cepa No Leche Azul de Rosa Reduccibn de
tornasol metileno  anilina NOg a NO2

1 + - - -
8 + + + +
9 + - - +
10 + + + +
13 + + + +

Cuadro No 9.- Resultados de las pruebas efectuadas pa
ra saber la patogenicidad de las cepas-

seleccionadas.

Cepa No Coagulasa Hembélisis en Telurito Produccibn de

gelosa sangre pigmento en 110

13 - : - - -
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Tabla No 1. Prueba Nc 1 (a) (4.6.}

Especie S.oryzae.

Cepa No 1:

No H M F1 FY/H Fz FZ/H T %
1 5 5 8 1.0 3 0.6 62 60
2 5 5 11 2.2 5 1.0 62 40
3 5 5 7 1.4 2 0.4 62 25
4 5 5 10 2.0 6 1.2 62 75

Promedios: 1.8 0.8 50

Cepa No 8:

No H M P1 Fl/H FZ FZ/H T %
5 5 5 0 0.0 0 0.0 62 10
6 5 5 2 0.4 0 0.0 62 10
7 5 5 11 2.2 1 0.2 62 30
8 5 5 6 1.2 0 0.0 652 15

Promedios: 0.95 0.05 16,25



Cepa No 9:

(%5 ]
o

| ]

No H M F1 /H FZ FZ/H T %

9 5 5 18 .6 9 1.8 62 50
10 5 5 12 .4 10 2.0 62 60
11 5 5 16 .2 14 2.8 62 40
12 5 5 10 .0 18 . 3.6 62 80
Promedios: .3 2.5 57
Cepa No 10:
No H’ M Fﬂ /H Fz FZ/H T %
13 5 5 3 .6 0 0.0 62 20
14 5 5 3 .6 1 0.2 62 10
15 5 5 4 .8 0 0.0 62 15
16 5 5 6 .2 2 0.4 62 20
Promedios .8 0.15 16.25
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Cepa No 13:

No H M F1 F1/H FZ FZ/H T %

17 5 5 5 1.0 4 0.8 62 30
18 5 5 5 1.0 6 1.2 62 30
19 5 5 4 0.8 2 0.4 62 20
20 5 5 7 1.4 3 0.6 62 25
Promedios 1.05 0.75 26,25
Control:

No H M F1 F1/H F2 F2/H T %

21 5 5 10 2.0 7 1.4 62 40
22 5 5 8 1.6 6 1.2 62 40
23 5 5 12 2.4 10 2.0 62 30
24 5 5 10 2.0 9 1.8 62 60
Promedios: 2.0 1.6 42,5
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Tabla No 2. Prueba No 1 (a) (4.6.)

Especie S.granarius.

Cepa No 1

No H M F, F./H F E,/H T

o

25 5 5 12 2.4 8 1.6 62 90
26 5 5 18 3.6 10 2.0 62 85
27 5 5 15 3.0 7 1.4 62 70
28 5 5 17 3.4 9 1.8 62 100

Promedios: 3.1 1.7 86.25

Cepa No &:

No H M F F./H F F,/H T %

29 5 5 3 0.6 2 0.4 67 15
30 5 5 8 1.6 4 0.8 62 35
3 5 5 6 0.2 1 0.2 62 20

32 5 5 9 1.8 25

(O3]
[
[}
(@)}
(3]

Promedios 1.3 0.5 . 23,75



Cepa No 9:

7 / 9
No H M F1 F1/H F2 FZ,H T %
33 5 5 9 1.8 6 1.2 62 30
34 5 5 11 2.2 8 1.6 62 25
35 5 5 13 2.6 12 2.4 62 55
36 5 5 10 2.0 4 0.8 62 45
Promedios: 2.15 1.5 38.75
Cepa No 10:
No H M F1 F1/H FZ FZ/H T %
37 5 5 5 1.0 1 0.2 62 15
38 5 5 6 1.2 2 0.4 62 20
39 5 5 8 1.6 4 0.8 62 30
40 5 5 10 2.0 3 0.6 62 40
Promedios: 1.45 0.5 26.25



Cepa No 13:

—_ o
No H M F1 FW/H FZ bZ,H T %

41 -5 5 8 1.6 6 1.2 62 35

42 5 5 6 1.2 3 0.6 62 40

43 5 5 10 2.0 5 1.0 62 50

44 5 5 9 1.8 7 1.4 62 30
Promedios: 1.65 1.05 30.75
Control:

No H M F1 F1/H F2 FZ/H T %

45 5 5 10 2.0 7 1.4 62 50

46 5 5 10 2.0 8 1.6 62 70

47 5 5 11 2.2 10 2.0 62 40

48 5 5 12 2.4 11 2.2 62 40
Promedios: 2.15 1.8 50




Tabla No 3. Prueba No 2 (b} (4.6.)

Especie S.oryzae,

Cepa No 5:

No H M F, FJ/H F, F /H T

)

I 1 2 2
49 7 7 10 1.4 8 1.0 70 30
50 7 7 12 1.7 6 0.8 70 40
51 7 7 11 1.5 6 0.8 70 30
Promedios 1.5 0.9 33,

Cepa No 7:

No H M F

oo

52 7 7 25 3.5 12 1.7 70

54 7 7 20 2.8 10 1.4 70

40

35

50

Promedios: 2.9 1.4

41.



Tabla No 3. Prueba No 2 (b)) (4.¢6.)

Especie S.oryzae.

Cepa No 5:

No H M F F1/H F, ¥, /1 T

oo

1 2 2
49 7 7 10 1.4 8 1.0 70 30
50 7 7 12 1.7 6 0.8 70 40
51 7 7 11 1.5 6 0.8 70 30
Promedios 1.5 0.9 33.

Cepa No 7:

No H M F F1/H F FZ/H T

sy

40

35

50

Promedios: 2.9 1.4

a1,
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Cepa No 12:
No H M F1 /H F, F.,/H T %
55 7 7 20 .8 14 2.0 70 40
56 7 7 15 | 12 1.7 70 35§
57 7 7 19 .7 16 2.2 70 40
Promedios: .5 1.9 38.
Cepas No 8+10:

/ [
No H M F1 /H F2 FZ/H T 5
58 7 7 15 ] 6 0.8 70 30
59 7 7 18 .5 3 0.4 70 40
60 7 7 12 .7 4 0.5 70 20
Promedios: A 0.5 30



Cepas No 9+1:

~50-

M T ¥ ; s )
No H M F F,/H F, JH T
61 7 7 35 5.0 20 2.8 70 60
62 7 7 28 4.0 19 2.7 70 50
63 7 7 32 4.5 22 3.1 70 60
PROMEDIOS: 4.5 2.8 56.
Control:
No H M F, F./H F, J/H T
64 7 7 20 2.8 16 2.2 70 50
65 7 7 18 2.5 12 1.7 70 40
66 7 7 22 3.1 14 2.0 70 60
Promedios: 2.8 1.9 50



Tabla No 4., Prueba No 2 (b} (4.6.)

L

Especie S.granarius.

Cepa No 5:

No H M F F_/H F, F,/H T

a2
[ ]

oo

67 7 7 a 1.2 4

<
[#a]

70
68 7 7 14 2.0 8 1.2 70

69 7 7 7 1.0 5 0.7 70

Promedios: 1.4 0.8

Cepa No 7:

No H M F F,/H F, F_/H T
1 1 2 2

70 7 7 21 3.0 [l 1.5 70

71 7 7 17 2.4 g 1.2 0

72 7 7 23 3.2 15 2.1 70

Promedios: . 2.8 1.0



Cepa No 12:

S61-

No H M F, F1/H F F, /N T S
i o "

73 7 7 22 3.1 12 1.7 70 50
74 7 7 17 2.4 10 1.4 70 40
75 7 7 20 2.8 16 2.2 70 4%
Promedios: 2.7 1.7 45
Cepas No 8+10:

No H M F1 Fl/H FZ F,/H T %

76 7 7 20 2.8 7 1.0 70 50
77 7 7 17 2.4 3 0.4 70 30
78 7 7 19 2.7 5 0.7 70 1§
Promedios: 2.6 0.7 31



Cepas No 9+1:
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[
No H M F1 F1/H F2 FZ/H T 4
79 7 7 30 4.2 24 3.4 70 70
80 7 7 25 3.5 18 2.5 70 50
81 7 7 29 4.1 17 2.4 70 60
Promedios: 3.9 2.7 60
Control:
No H M F1 F1/H Fz FZ/H T %
82 7 7 24 3.4 18 2.5 706 40
83 7 7 26 3.7 19 2.7 70 60
84 7 7 19 2.7 13 1.8 70 50
Promedios: 3.2 2.3 50
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Tabla No 5. Prueba No 3 (¢) (4.6.).

Especie S.oryzae.

Cepa No 1:

No H M F1 F1/H FZ FZ/H F3 FS/H T %
85 5 5 7 1.4 5 1.0 8 1.6 130 80
86 5 5 10 2.0 6 1.2 10 2.0 130 90
87 5 5 9 1.8 3 0.6 7 1.4 130 70
Promedios: 1.7 0.9 1.6 80
Cepa No 5:

No H M F1 F1/H F2 FZ/H F3 FS/” T %
88 5 5 10 2.0 6 1.2 6 1.2 130 80
89 5 5 8 1.6 7 1.4 10 2.0 130 90
90 5 5 8 1.6 5 1.0 8 1.6 130 70
Promedios:’ 1.7 1.2 1.6 80
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Cepa No 7:

No H M F1 F1/H ,FZ/H F3 F3/H T %
91 5§ 5 12 2.4 1.6 9 1.8 130 80
92 5 5 10 2.0 1.4 8 1.6 130 75
93 5 5 10 2.0 1.4 .10 2.0 130 70
Promedios: 2.1 1.4 1.8 75
Cepa No 8:

No H M F1 Fl{H FZ/H F3 F3/H T %
94 5 5 3 0.6 0.0 0 0.0 130 20
95 5 5§ 6 1.2 0.8 1 0.2 130 20
96 5 5 7 1.4 0.6 2 0.4 130 30
Promedios: 1.0 0.4 0.2 23
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Cepa No 9:

No H M F P1/H F FZ/H F FS/H T %

3

97 5 5 19 5.8 14 2.8 22 4,4 130 100
98 5 5 20 4.0 16 3.2 25 5.0 130 95

99 5 5 16 3.2 .10 2.0 15 3.0 130 80
Promedios: 3.6 2.6 4.1 91
Cepa No 10:

No H M F F1/H FZ FZ/H F F3/H T %

1 3

100 5 5 6 1.2 4 0.8 2 0.4 130 30
10t 5 5 10 2.0 7 1.4 5 1.0 130 40

102 5 5 8 1.6 3 0.6 1 0.2 130 25

Promedios: 1.6 0.9 0.5 31



Cepa No 1Z:

No H M F

-66-

FS/H

@

i03 5 5 18
104 5 5 13

165 5 5 16

w
.
o~

1.4 8 1.6
1.8 10 2,0
2.4 7 1.4

130
130

130

80
70

Promedios:

Cepa No 13:

No H M F1

1.8 1.6

F,./H

75

e

106 5 5 8
167 5 5 6
108 5 5 4

130
130

130

60
50

Promedios:

48
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Control:

No H M F, F]/H E, FZ/H FL 3/H T %
109 5 5 10 2,0 8 1.6 10 2,0 130 80
110 5 5 14 1.8 9 1.8 14 2.8 130 80
1M1 5 5 12 1.4 10 2,0 13 2,6 130 90
Promedios: 1.7 1.8 2.4 83




Tabla No 6. Prueba No 3 (c) (4.6.).

-68-

Especie S.granarius.

Cepa No 1:

No H M FT. F1/H .FZ FZ/H F3 FS/H T 4%
112 5 §5 13 2.6 9 1.8 12 2.4 130 90
113 5 5 14 2.8 10 2.0 18 3.6 130 100
114 5 5 16 3.2 11 2.2 20 4.0 130 100
Promedios: 2.8 2.0 3.3 96
Cepa No 5:

No H M F] F1/H' FZ FZ/H F3 FS/H T %
115 5 5 g 1.8 7 1.4 9 1.8 130 90
116 5 5 7 1.4 5 1.0 1¢ 2.0 130 100
117 5 5 10 2.0 8 1.6 10 2.0 130 90
Promedios: 1.7 1.3 1.9 93
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Cepa No 7:

No H M F1 F1/H F .FZ/H. Fsv.F3/H T %
118 5 5 11 2.2 1.6 10 2.0 130 80
119 5 5 10 2.0 1.2 10 2.0 130 60
120 5 5 12 2.4 9 1.8 12 2.4 130 75
Promedios: 2.2 1.5 2.1 71
Cepa No 8:

No v H M F1 F1/H F .FZ/H F3 F3/H T %
121 5 5 6 1.2 0.4 2 0.4 130 40
122 5 5 8 1.6 1.0 2 6.4 130 35
123 5 5§ 9 1.8 0.6 1 0.2 130 30
Promedios: 1.5 0.6 0.3 35



A

Cepa No 9:

No H M F1 FT/H FZ FZ/H FS FS/H T %
124 5- 5 18 3.6 9 1.8 10 2.0 130 80
125 5 5 14 2.8 8 1.6 11 2.2 130 65
126 5 5 10 2.0 7 1.4 9 1.8 130 75
Promedios: 2.8 1.6 2.0 73
Cepa No 10:

No H M F1 F1/H F2 PZ/H F3 FS/H T %
127 5 5 4 6.8 2 0.4 1 6.2 130 25
128 5 5 2 0.4 0 0.0 0 0.0 130 10
129 5 5 5 1.0 4 0.8 2 0.4 130 30
Promedios: 0.7 0.4 0.2 21



Cepa No 12:
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1 T 0
No H M F1 F1/H F2 FZ/H F3 FB/H 1 %
130 5 5 20 4.0 10 2.0 11 2.2 130 80
131 5 5 15 3.0 8 1.6 6 1.2 130 60
132 5 5 18 3.6 9 1.8 10 2.0 130 85
Promedios: 3.5 1.9 1.8 73
Cepa No 13:
No H M F1 fT/H F2 FZ/H F3 FS/H T %
133 5 5§ 8 1.6 5 1.0 6 1.2 130 60
134 5 5§ 6 1.2 3 0.6 4 0.8 130 50
135 5 § 4 0.8 2 0.4 4 0.8 130 35
Promedios: 1.2 0.6 0.9 48
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Control:

No H M F1 F1/H F2 FZ/H F3 FS/“ T ¢

136 5 5 12 2.4 10 2.0 13 2.6 130 8¢
137 5 5 15 3.0 12 2.4 16 3.2 130 90
138 5 5 11 2.2 10 2.0 12 2.4 130 75
Promedios: 2.5 2.1 2.7 81
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Grafica de los datos de la tabla No 1,
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Grafica de los datos de la tabla No 2.
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Gridfica de los datos de la tabla No 4.
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Grifica de los datos de la tabla No 5.
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Grafica de los datos de ia tabla No 6,
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6.- DISCUSION.

6.1, En primer lugar, fué importante conocer la ana--
tomia y fisiologia de los insectos, para poder sepa -
rarlos por especie y sexo, controliar su reproduccidén-
y su manejo.

6.2. Posteriormente, teniendo en cuenta los trabajos-
de Musgrave y Miller (8.17), de Lum y Baker (8.15.),-
se busc6 la presencia de micetomas y microorganismos,
tanto en el estado larvario como en el adulto.

Se observd que en todas las larvas de ambas espe--
cies se encontraron micetomas en un 100%, los cuales-
no fueron detectados en los insectos adultos, esto es
ta de acuerdo al conocimiento de que los micetomas s
lo se presentan en la fase larvaria del insecto. Como
sabemos los micetomas se forman por la accién de los-
microorganismos, los cuales persisten generalmente en
el insecto adulto afin en ausencia de los micetomas. -
Todas las cepas de microorganismos aisladas por noso-
tros, fueron obtenidas de la fase adulta (4.4.).

También se encontrd que s6lo las hembras contenian

microorganismos, estando estos situados en el intesti
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no medio y en las gdradas. Por lo tanto si el microor
ganismo, es patdgeno, s8lo las hembras se veridn afec-

+

tadas; 1o mismo resulta si el microorganismo e3 bené-
fico.

Por otra parte, se sabe que las hembras trasmiten-

a sus huevecillos estos microorganismos (8.16), que -
en el caso de ser beneficos suplen a su hospedero con

vitaminas del grupo B (8.1), apareciendo como simbion
tes de éstos; y en el casc de ser patbégenos le causan
esterilidad al insecto.

Se encontrb que 1a presencia de microorganismos -

fué de 83% en S.oryzae y de 66% en S.granarius, por -

lo que consideramos mds susceptible al primero a ser-
invadido por microorganismos que al segundo insecto.

Para poder aislar los microorganismos antes mencio
nados se disefié un método basado en los conocimientos
generales de aislamiento y los de desinfeccidn apliea
dos a la obtencidén de microorganismos patégenos en --
plantas.

Se disefiaron tres medics de cultivo, basandose en -
los requerimentos esenciales de los microorganismos,

con el objeto 'de utilizarles en los aislamientos y en
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la conservacién de las cepas.

Al utilizarlos se encontrd que el que mejores re--
sultados didé fué el medio No 1 (3.34.) por lo que fué
usado para todas las pruebas que se hicieron.

El medio No 2 (3.35.) y el medio No 3 (3.36.) que-

fué diseﬁado teniendo en cuenta las necesidades ali--
menticias de los insectos, dieron poco resultado, ob-
teniendose crecimientos escasos y lentos por lo que se
optd por eliminarlos.
6.3. De los mGltiples aislamientos que se hicieron, -
s6lo 8 cepas fueron diferentes; pues se encontrd que-
las demds presentaban las mismas caracteristicas mor-
" folbgicas (macrostépicas y microscépicas), y bioquimi
cas, de esas ocho cepas, por lo que fueron eliminadas
por considerarse repeticiones de las primeras.

Se procedidé a analizar las caracteristicas de esas
ocho cépas de acuerdo al método (4.5.) estando los re
sultados contenidos en los cuadros del No 1 al No 9.
Este estudio se hizo en dos etapas.

En la primera se analizaron las ocho cepas en las-
siguientes caracteristicas:

a) Estudio de las colonias (cuadros 1, 2 y 3).



b) Apariencia microscépica (cuadro 3).
c) Caracteristicas del crecimiento en gelatina (cuadro

43 .

d) Movilidad, pH y relacidn al oxigeno libre (cuadros)

En la segunda etapa se hicieron tinciones con el -
objeto de estudiar su morfologfia (cuadro 6} y produc-
cidén de pigmento (cuadro 9), y solo se estudiaron las
caracteristicas bioquimicas de cinco cepas, las cuales
presentaron efectos significativos en la reproduccién-
de estos insectos, con el objeto de determinar el gé--
nero a qde pertenecen (cuadros 7 y 8).

En esta forma pudimos clasificar a estos microorga-
nismos hasta género, sin llegar a especie, porvr falta de
material y metodologias adecuadas.

6.4. Las ocho cepas aisladas, fueron evaluadas (4.6.)
para determinar su posible uso en 21 control bioldgico.

El método disefiado para la evaluscién de los micro-
organismos fué satisfactoric. Uno de los problemas que
se presentd fué la contaminacidn por hongos en la hari
na, 8sto se debid al exceso de humedad en los frascos;
este problema se corrigid poniendo menoy cantidad de -

suspensién de cepa y agregando mas harina.
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En un principio se hicieron pruebas con telas de Ny
lon de diferenfe ntimero de malla, encentrandose que la
No 200 fue la adecuada, por evitar la salida de los in
sectos a travez de ella y cerrar perfectamente la boca
de los frascos, con lo que se tuvo controlado el expe-
rimento en todo momento.

6.5. Los resultados de cada prueba fuercon tabulados y-
graficados; de el andlisis de las grificas podemos de-
ducir lo siguiente:

En la grdfica No 1.- se observa que la cepa No 8 y la-
No 13 inhiben el crecimiento tantoc en F, como en F, de
S.oryzae. Por lo contrario la cepa No 9 favorece el --
crecimiento de S.oryzae.

En la grédfica No 2.- se observa que las cepas que inhi
ben el crecimiento de S.granarius son la No 8 No 10. -
Las cepas que favorecen el crecimiento de S.granarius-
son la No 9 y No 1.

En la grafica No 3 y No 4.- se demuestra que la mezcia
de las cepas No 8+10 inhiben el crecimiento de ambas -
especies, y la mezcla de las cepas No 8+1 favorecen el
crecimiento de ambas especies.

En la grdfica No 5.- se vuelve a observar que la cepa-
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No 8 inhibe el crecimiento del insecto, y la cepa No -
13 también tiene propiedades inhibitorias. Las cepas -
No 9 favorece otra vezr el desarrollo de los insectos -
S.oryzae.

En la grafica No 6.- las cepas inhibidoras del creci--
miento son la Ne 1 y la No §. ia cepa No 12 favorece -
el crecimiento de la primera generacidn, pero en Fz y-
F3 ya no se observa ningln efecto.

Si analizamos los resultados observamos que las ce-
pas No 8, No 10 y No 13 tiemen propiedades patfgenas -
para ambos insectos, inhibiendo su reproduccién. Por -
.el contrario, las cepas No 1 v No 9 tienen propiedades
simbiontes que ayudan a un mejor crecimiento y prolife
racidén de estos insectos.

Se observd también que las cepas No & y No 13 atacan
en mayor grado a Saorxigg y la cepa No 10 a S.granarius

Lo mismo ocurre con los simbiontes, la cepa No 9 favo-

]

rece mds a la especie S.oryzae y la cepa No 1 a la es-

pecie S.granarius.

Las otras cepas que fueron evaluadas no presentaron
efectos importantes en los insectos, por lo que no se-

les considerd significativas, quedando unicamente las-
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cepas No 1, &, 9, 10, y 13 como las que tuvieron efec-
tos sobre estos insectos.

6.6. Basados en los estudios de clasificacién ya men--
cionados y haciendo un analisis de los resultados de ¢
1los, en relacifn a las cinco cepas seleccionadas, se-
encontrd que estos microorganismos pertenecen a los si

guientes géneros:

Cepa No Familia Género Especie
1 Levadura Cdndida sp.
8 Micrococacceas Staphylococcus Sp.
9 Corynebacteriaceae Corynebacterium Sp.
10 Micrococacceas Staphylococcus sp.
13 Micrococacceas Staphylococcus Sp.

6.7. Se hicieron algunas pruebas iniciales de patogenici
dad en medios de cultivo (cuadro 9) con el objeto de ver
si estos microorganismos pueden manejarse sinkpeligro,-
siendo los resultados negativos, lo que indica que apa-
rentemente no son patdgenos al hombre, sin embargo es -

necesario profundizar mas en este aspecto.
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7.- CONCLUSIONES,

Es importante el contrel de insectos plaga en los-
campos agricolas y en los granos almacenados. Entre -
las especies importantes causantes del vaciado de los

granos tenemos a Sitophilus oryzae vy a Sitophilus gra

narius.

El estudio microbiolégico que se 1llevd a caho en -
ambas especies puede ser de gran utilidad para un po-
sible control Biol6gico de éstos insectos wplaga.

Creemos que es de suma importancia el desarrolle -

de nuevos estudios sobre el Control de insectos plaga

i

ya que é&stos causan serios dafios a 1a agicultura, por

consiguiente, a la economia Nacicnal,
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