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RESUMEN: El uso de nematodos entomopatdgenos (NEPs) como agentes de control bioldgico ya no es una novedad,
existen gran variedad de productos plaguicidas formulados a base de estos microorganismos. Preexiste una costumbre
generalizada del uso de larvas de Galleria mellonella L. (Galleria) para la extraccion y reproduccion de estos
entomopatogenos en laboratorio. Esta metodologia presenta inconvenientes como: corto tiempo de estadios larvarios de las
Galleria, altos costos para su reproduccion y condiciones de crecimiento muy especificas. En este trabajo, proponemos el
uso de larvas de Zophobas morio F. (Zhophobas) como insecto modelo para la cria de NEPs. La crianza de Galleria y
Zophobas en dietas de bajo costo, demostré una mayor facilidad de crianza de las Zophobas, una mejor manipulacion, asi
como en estudios de parasitismo sobre las Zophobas una alta susceptibilidad a los NEPs; lo que sugiere una alta viabilidad
para su uso en estudios de NEPs.
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Use of Zophobas morio (Coleoptera: Tenebrionidae) in entomopathogenic nematodes
reproduction and extraction

ABSTRACT: Use of Entomopathogenic nematodes (NEPS) as biological control is not a novelty because there are a wide
variety of commercial formulations for pest control based on these microorganisms. For the extraction and reproduction of
these entomopathogenic microorganisms in low scale prevails a general custom of the use of Galleria mellonella (L.) larvae
as insect model or bait. Nevertheless the methodology using wax moth larvae have some troubles as: short time of period of
Galleria larvae, high costs to its reproductions and very specific raising conditions. In the current job, it is proposed the use
of Zophaobas morio F. (Coleoptera: Tenebrionidae) larvae as a model insect to NEPs mass rearing. During the mass rearing
of Galleria and Zophobas in low cost diet, we found greater facility and better manipulation of Zophobas, besides in
parasitism studies about Zophobas there is a high susceptibility to NEPs, in front of which suggest a good viability for their
use in NEPs studies.
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Introduccion

El uso de nematodos entomopatdgenos (NEPs) para control de insectos se ha vuelto una
alternativa viable para el manejo integrado de algunas plagas agricolas. Entre sus caracteristicas se
encuentran su capacidad de buscar hospederos, la rapidez en la inhabilitacion del insecto parasitado (24
a 48 hrs) y su amplia distribucion en los diferentes agro ecosistemas a nivel mundial. Sin embargo, su
uso comercial se ha visto limitado por la falta de aislados nativos adaptados a cada agro ecosistema de
interés; es decir, los productos comerciales (90 empresas) se basan en el uso de especies aisladas de
regiones diferentes a donde son utilizados (Realpe-Aranda, Bustillo-Pardey y Lopez-Nufez, 2007). Es
en este sentido que se siguen haciendo estudios de presencia de nematodos entomopatdgenos en
diferentes regiones del planeta, con el fin de contar con aislados nativos adaptados a las condiciones
edafoclimaticas de cada region, asi como identificar nuevas especies y seguir probando las ya
conocidas sobre diferentes plagas de interés agricola y sus formulaciones (Georgis y Kaya, 1998). Para
este fin se han usado larvas de Galleria mellonella L. (Galleria) como carnada o cebo, asi como para la
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reproduccion masiva de los mismos (Mwaniki et al., 2013). Existen reportes de una gran variedad de
especies de insectos que son susceptibles al parasitismo de nematodos; entre estas se han reportado
como muy sensibles y de facil crianza a larvas de Galleria mellonella (Realpe-Aranda, Bustillo-Pardey
y Lopez-Nufez, 2007), Bombyx mori (Mwaniki et al., 2013), Spodoptera frugiperda (Salvadori et al.,
2012) y otros lepidopteros, asi como coledpteros como Tenebrio molitor (Christen et al., 2007) y
Zophobas morio (Hallem et al., 2011). Aun asi se sigue usando a las larvas de la palomilla mayor de la
cera (Galleria mellonella) como Unico insectos trampa o cebo (Lortkipanidze, Chkhubianishvili y
Burjanadze, 2010). Asi mismo, se usan diferentes métodos de crianza de estas larvas para diferentes
usos, todos implican cierto grado de dificultad, gasto de tiempo y dinero, incluso en las mas sencillas
(Birah et al., 2008; Metwally et al., 2012; Rocha-Costa, Pedroso-Dias y Frota-Morenz, 2007), lo que ha
provocado que la cria de estos lepiddpteros con fines de investigacion en la reproduccion de NEPs se
haya reducido y se opte por comprar a empresas especializadas haciendo dependiente de estos el
trabajo de los cientificos. Existen muchos reportes de parasitismo de NEPs sobre diferentes 6rdenes de
insectos en donde predominan los estadios larvarios de lepiddpteros y coledpteros. Entre las larvas de
insectos de facil manejo y reproduccion para su uso como dieta de diferentes organismos (Shulte, 1996)
se encuentran las Zophobas morio F. (Zophobas) que a su vez se ha reportado son susceptibles al
ataque por NEPs (Hallem et al., 2011). Por lo anterior el objetivo del presente estudio es evaluar la
factibilidad del uso de Zophobas morio para la cria y extraccion de nematodos entomopatdgenos.

Materiales y Método

Metodo de cria de Zophobas. El pie de cria de las larvas de Zophobas morio F. (Coleoptera:
Tenebrionidae) se adquirié en una tienda de mascotas especializada. Para la crianza de Zophobas se
utilizé medio de cultivo preparado con avena integral y sémola de trigo marca 1 minuto. Se utilizaron
recipientes redondos de plastico de capacidad de 1 litro en donde se agregd 220 g de la mezcla
mencionada anteriormente y se colocaron 10 Zophobas adultos, una vez que se observaron larvas de
ler. instar en el interior de los recipientes, los adultos fueron retirados. Las larvas fueron cultivadas en
el medio antes mencionado al cual se agregd 1 trozo de manzana (20 g) 2 veces por semana durante 3
meses; una vez que el medio se tornaba en una apariencia arenosa (aproximadamente cada 15 dias),
este se cambiaba por medio nuevo, una vez transcurrido ese tiempo las larvas fueron colocadas en un
recipiente acondicionado con espacios individuales (caja transparente con secciones marca Impact)
para promover que puparan. Cuando los adultos emergieron de las pupas separadas, se repitid el
procedimiento mencionado. Se utilizaron larvas del Gltimo instar para todos los experimentos.

Método de cria de Galleria. El pie de cria de larvas de Galleria mellonella L. (Lepidoptera:
Pyralidae) fueron provista por un apicultor de la comunidad de San Pedro del municipio de Venustiano
Carranza, Michoacan. La técnicas de crianza de larvas de Galleria se basd en una dieta modificada
(Ellis et al., 2013; Realpe-Aranda, Bustillo-Pardey y Lopez-Nufiez, 2007). La elaboracion de la dieta se
realizd6 mezclando por separado los solidos y los liquidos. Se pesaron por separado todos los sélidos:
Cereal Gerber® 4 cereales (300 g), polen de abeja (25gr) y vitamina en polvo Vita-Fiori (0.75 g) en un
recipiente de plastico y se mezclaron con ayuda de una espatula hasta formar una mezcla mas o menos
homogénea. Posteriormente se midieron los liquidos miel de abeja (75ml), glicerina (75 ml) y agua
destilada (75 ml), se colocaron en un vaso de precipitados y se calentaron a una temperatura de 80 °C
por accion de la plancha con agitacion por mosca, con el fin de que estos liquidos perdieran su
consistencia espesa y formaran una mezcla homogénea.

Las mezclas tanto solidas como liquidas se unieron y revolvieron con una espatula hasta que se
formo una pasta, con las caracteristicas de porosidad y humedad esenciales para la crianza y desarrollo
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de larvas de Galleria mellonella. Una vez emergidos los adultos se pasan a camaras (recipientes de
plastico) para su oviposicion, posteriormente los huevecillos son transferidos a dieta nueva para su
emergencia.

Extraccién de NEPs. Se tomaron 5 muestras de suelo aproximadamente 1kg en el campus de la
Universidad de La Ciénega del Estado de Michoacan de Ocampo en Sahuayo, Michoacan (suelo no
cultivado), las muestras fueron pasadas por un tamiz de tamafio de malla 8 para obtener una muestra
tamizada de 400 gr. Se agregaron 5 larvas de Zophobas morio a cada muestra con dos repeticiones. Se
revisaron las muestras diariamente a partir del 5to dia para extraer las larvas muertas y se transfirieron
a trampas de White (Glazer y Lewis, 2000; Kaya y Stock, 1997) modificadas (cajas Petri de 5 cm con
papel filtro en la base humedecido con 2 ml de agua destilada estéril e inclinadas 20°). Se comprobaron
las muestras positivas. Una vez emergidos los juveniles en las larvas parasitadas se procedio a realizar
una re inoculacion sobre larvas de Zophobas para confirmar los postulados de Koch.

Re inoculacién sobre larvas de Zophobas. Se elaboraron 10 arenas de inoculacién con cajas
Petri de 5 cm de diametro, cada una con un trozo de papel filtro en la base de la caja. En seguida se
tomaron 10 larvas de Zophobas (ultimo estadio) de un peso aproximado de 0.37 g por larva, colocando
cada una en su respectiva caja Petri, y se agregd 1 ml de agua destilada con 800 NEPs (recuperados de
las larvas de cebado) aproximadamente a cada caja (Glazer y Lewis, 2000). Una vez que las larvas
murieron o presentaban evidencias de infeccién (Lezama-Gutierrez, Hueso-Guerrero y Moran-
Rodriguez, 2009) se pasaron a trampas de White (Glazer y Lewis, 2000; Kaya y Stock, 1997)
modificadas (cajas Petri de 5 cm con papel filtro en la base humedecido con 2 ml de agua destilada
estéril e inclinadas 20°). Después de 40 horas se procedid hacer la diseccion de las larvas para detectar
la presencia de NEPs.

Resultados y Discusion

Desde el desarrollo y reproduccion de Zophobas morio, el proceso fue notablemente mas
sencillo y econémico que el de Galleria. El costo de un kilogramo de dieta constituido por cereal
gerber (4 cereales), miel, glicerina, polen de abeja, vitaminas (Vita-Fiori) y agua es de
aproximadamente $ 69.00 y el de Zophobas constituido por avena integral y sémola de trigo es de $
20.00. Lo que representa un ~70% menos del costo de la dieta para las Zophobas. Ademas, se observé
que el método de crianza requiere menos cuidados que los utilizados tradicionalmente para las Galleria
(Birah y col., 2008), ya que para las Zophobas no es necesario un control estricto de temperatura y
humedad (Fig. 1), lo que en las Galleria es indispensable para evitar la contaminacion y los cambios
tempranos de estadio.

Ademas el periodo larval més largo de las Zophobas ~84 dias (Shulte, 1996), permite tener por
mas tiempo larvas disponibles para su uso lo que comparado con las Gallerias 48.5 dias a 25°C
(Realpe-Aranda, Bustillo-Pardey y LOpez-Nufiez, 2007) no limita su disponibilidad para estudios
constantes o interrumpidos con NEPs.

En los estudios de extraccion de NEPs con el uso de Zophobas solo tres larvas de una muestra
(y una en la repeticion de la misma muestra) de las 5 evaluadas en las dos repeticiones mostraron
parasitismo por NEPs lo que corresponde a un 20 % de muestras positivas, 1o que es comun en estudios
en México de presencia de NEPs en suelos no cultivados (Zepeda-Jazo et al., 2014). La factibilidad del
uso de Zophobas para el aislamiento de NEPs tendria que confirmarse con estudios de susceptibilidad a
las diferentes especies de NEPs de interés agricola, ya que estas exhiben diferente capacidad parasitaria
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dependiente del tipo de hospedero (Glazer y Lewis, 2000) ademas de repetir el experimento con mas
muestras de suelo.

Figural. Cria de Zophobas morio: a) Dieta y larvas de Zophoba, b) Aislamiento de larvas para
cambio de estadio a adulto, ¢) Adulto de Zophobas morio.

La re inoculacion de larvas de Zophobas si fue altamente positiva con un 100% de mortalidad
de las larvas. El experimento mostr6 caracteristicas interesantes como fue la obtencién de un gran
nimero de nematodos entomopatdgenos activos y muy moviles. Ademéas mostro otras caracteristicas
positivas como lo fue en el manejo mas facil de las larvas por su mayor tamafio, repercutiendo en la
velocidad de su manipulacion. Sin embargo, ain falta evaluar la reproduccion de NEPs (No. de NEPs)
sobre estas larvas comparado con lo reportado en las larvas de Galleria, 200,000 a 400,000 juveniles
infectivos (Flanders, 1996; Kaya, 1993) ademas de evaluar la factibilidad de su uso para determinar el
género de los NEPs por su coloracion.

Figura 2. Extraccion de NEPs y pruebas de patogénesis: a) Muestras de suelo para cebado, b) Larvas de
Zophobas en muestras de suelo, ¢) Trampas de White modificas, d) Re inoculacion de larvas de Zophobas, €)

Nematodos aislados.
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Conclusiones

Debido a los bajos costos de reproduccién y su facil manejo las larvas de este coledptero puede
ser una nueva alternativa para la multiplicacion in vivo de NEPs asi como para llevar a cabo ensayos de
extraccion en suelos con la técnica de cebado. Nuestros resultados dan las bases para futuros estudios
de susceptibilidad de Zophobas morio a diferentes especies de NEPs.
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