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RESUMEN

El desarrollo de bioinsumos para el control biolégico a base de nematodos
entomopatdégenos (NEP) esta condicionado por la disponibilidad de tecnologia de
formulacion adecuada para el almacenamiento y la aplicacion. Ademas, para
mejorar la efectividad de los NEP como agentes de biocontrol, en aplicaciones
foliares, es necesario el uso de coadyuvantes que los protejan ante la radiacion
ultravioleta (UV). Recientemente, se ha observado que bajas concentraciones de
nanoparticulas de éxido de Zinc (NP-OZn) en suspensiones con nematodos
Steinernema carpocapsae han mostrado proteccion ante la exposicion a
radiacion UV de 380 nm. El trabajo se realizé en condiciones de laboratorio en el
Instituto Tecnoldgico Del Valle de Etla. El objetivo fue evaluar el efecto de
proteccion UV de las nanoparticulas de NP-OZn sobre la supervivencia del
nematodo Steinernema glaseri y Steinernema carpocapsae y la infectividad sobre
larvas de Galleria mellonella, para su formulacién en pellets. Juveniles infectivos
(J1) en suspension acuosa (SA) se expusieron a las concentraciones de 20, 40,
200, 500 y 1500 ppm durante 35 dias. JI en SA con las concentraciones de 200,
500y 1500 ppm se expusieron a luz UV durante 10 y 20 min. Los JI se formularon
en pellets de tierra diatomea-gel con NP-OZn en las concentraciones de 200, 500
y 1500 ppm vy, se evaluaron durante 119 dias. La maxima supervivencia media
de los nematodos pelletizados fue de 88.2 dias para S. carpocapsae JAP1y de
100 dias para S. glaseri NJ43, con 500 y 200 ppm de NP-OZn, respectivamente,
con infectividad media de 51 a 61 %.

Palabras clave: Biocontrol, juveniles infectivos, pellets, proteccién UV.



ABSTRACT

The development of bioinputs for biological control based on entomopathogenic
nematodes (EPN) is conditioned by the availability of appropriate formulation
technology for storage and application. Furthermore, to improve the effectiveness
of NEP as biocontrol agents in foliar applications, it is necessary to use adjuvants
that protect them from ultraviolet (UV) radiation. Recently, it has been observed
that low concentrations of Zinc oxide nanoparticles (NP-OZn) in suspensions with
Steinernema carpocapsae nematodes have shown protection against exposure
to 380 nm UV radiation. The work was carried out under laboratory conditions at
the Del Valle de Etla Technological Institute. The objective was to evaluate the
UV protection effect of NP-OZn nanoparticles on the survival of the nematode
Steinernema glaseri and Steinernema carpocapsae and the infectivity on Galleria
mellonella larvae, for formulation in pellets. Juvenile infectives (JI) in aqueous
suspension (SA) were exposed to the concentrations of 20, 40, 200, 500 and 1500
ppm for 35 days.JIl in SA with the concentrations of 200, 500 and 1500 ppm were
exposed to UV light for 10 and 20 min. The JI were formulated in diatomaceous
earth-gel pellets with NP-OZn at concentrations of 200, 500 and 1500 ppm and
were evaluated for 119 days. The maximum average survival of the pelletized
nematodes was 88.2 days for S. carpocapsae JAP1 and 100 days for S. glaseri
NJ43, with 500 and 200 ppm of NP-OZn, respectively, with average infectivity of
51 to 61 %.

Index words: Biocontrol, infective juveniles, pellets, UV protection.



CAPITULO |

INTRODUCCION
Los nematodos entomopatéogenos (NEP) son depredadores naturales que
contribuyen a suprimir las poblaciones de insectos, no representan un riesgo para
la salud humana y animal y son de creciente interés en la produccién agricola
organica de alimentos como agentes de control bioldgico de insectos plaga. El
desarrollo y la comercializaciéon de un producto bioinsecticida a base de NEP
puede ser posible si se atiende la colecta de cepas virulentas nativas, el
mejoramiento de sus aptitudes patogénicas, la produccion industrial de juveniles
infectivos (JI) viables a bajo costo y el mantenimiento de su infectividad (Cortés-
Martinez y Chavarria-Hernandez, 2020), la extensién de la vida de anaquel
mediante la formulacién y el desarrollo de métodos y/o tecnologias de aplicacion

adecuados (Cruz, Ruiz, Matadamas, Cortés, Rosas., 2017).

La radiacion ultravioleta es un factor abidtico que influye en el éxito de la
aplicacion de los NEP como agentes de control biologico. Por ejemplo, limita su

uso contra insectos plaga que habitan por encima del suelo y condiciona su



aplicacion por la tarde, muy temprano de mafiana y por debajo del suelo (Shapiro,
Gouge, Piggott, Fife., 2006). La adicion de bajas concentraciones de
nanoparticulas de o6xido de Zinc en suspensiones con nematodos S.
carpocapsae, demuestra beneficios para su proteccidon ante este factor abidtico

(Makirita, Zhang, Mbega, Chacha, Liu., 2020b).

Las nanoparticulas de oxido de zinc (NP-ZnO) pueden poseer caracteristicas
fisicas y propiedades quimicas Unicas que les otorgan propiedades
antibacterianas y antifingicas o de proteccion a la radiacién UV, las cuales han
abierto la posibilidad de su uso en la agricultura para la promocién del crecimiento
de los cultivos, fertilizantes o pesticidas. Sin embargo, la quimica, el tamafio y el
hecho de ser menos biodegradable han causado una gran preocupacion por sus
consecuencias ecotoxicologicas (Makirita, Yong, Mbega, Chacha, Zhang.,

2020a).

Los estudios publicados sobre el efecto en la supervivencia y la patogenicidad de
los nematodos entomopatdégenos por el contacto con nanoparticulas metélicas
(Makirita, Yong, Mbega, Chacha, Zhang., 2020a; Taha, Abo., 2016) reportan no
toxicidad si estas se usan en bajas concentraciones. Por lo anterior, en esta
investigacion se evaluaran concentraciones de NP-ZnO para darle la protecciéon
a los NEP para ser utilizados en el control biolégico de manera foliar. El objetivo
de esta investigacion fue evaluar el efecto de las NP-ZnO sobre la supervivencia

y la infectividad de nematodos S. glaseri y S. carpocapsae mantenidos en



suspension acuosa y formulados en pellets de TD-Gel, en condiciones de
laboratorio.

1.1 Objetivo general
Evaluar el efecto de nanoparticulas metalicas en la supervivencia e infectividad

de nematodos entomopatdégenos Steinernema formulados en pellets.

1.2 Hipotesis general
La adicibn de nanoparticulas metdlicas a la formulacion de nematodos

entomopatdégenos mejora su proteccion ante la radiacion ultravioleta.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO
2.1 Las nanoparticulas
Las nanoparticulas (NPs) son particulas con dimensiones entre 1 y 100 nm
(nandmetros), esto equivale a la mil millonésima parte de un metro y presentan
diferentes formas y materiales en correspondencia a su aplicacion (Numan,
2021). Las NPs representan una nueva tecnologia, al ser un nuevo material,
pueden ser: metales, ceramicos, semiconductores, polimeros, o una mezcla de
estos; cuya dimensién es de solido volumétrico y presentan una transicion entre

moléculas y atomos (Makirita et al., 2020a).

Las NPs son de importancia en la agricultura, al mejorar los sistemas de cultivo,
por los nutrientes que otorgan a las plantas (Lowry, Avellan, Gilbertson, 2019);
mejoran las funciones fisiolégicas, lo que hace que las plantas tengan mayor
tolerancia a las diferentes condiciones que se presenten como el estrés ambiental
(Kausar Hussain, Javed, Zafar, Anwar, Sagib., 2023). Ademas, les da resistencia

cuando se presenten diferentes enfermedades (Kah, Hussain, Javed, Zafar,



Anwar, Hussain, Saqgid, 2019). Una de las grandes ventajas que tienen las
nanoparticulas es su tamafio, que les permite cruzar barreras bildgicas, se
transporta por el sistema vascular de las plantas después de aplicarlas de manera
foliar, en la raiz o semillas (Munir, Rizwan, Kashif, Shahzad, Amin Zahid, Alam,
Imram, 2018). Las NPs al ingresar a las plantas provocan cambios fisiologicos y
morfologicos dependiendo de sus propiedades. Se puede medir la eficiencia de
las NPs por su composicion quimica, fisica, tamafio, forma, carga superficial,

dosis adecuada, y energia superficial (Zhao y Stenzel, 2018).

Ademas, las nanoparticulas tienen interacciones con las superficies celulares y
afectan a las células (Nel, Madler, Velegol, Xia, Hoek, Somsundaran, Klaessing,
Castranova, Thompson, 2009). Se ha observado que la morfologia de las NPs
influye en sus interacciones con las membranas celulares, incluida su capacidad
para ingresar a las células (Cho, Wnag, Nie, Chen, Shin, 2008). Debido a las
caracteristicas de las nanoparticulas, pueden relacionarse con el entorno
geométrico. Se ha destacado los beneficios que aportan las nanoparticulas
cuando se utilizan en forma esférica y hexagonal, mejorando la calidad y el
crecimiento de cultivos como el tomate y el trigo (Faizan, Faraz, Yusuf, Khan,

Hayat., 2018, Munir, 2018).

2.1.1 Aplicacion de las nanoparticulas en la agricultura
La innovacion y el desarrollo para producir alimentos en las cantidades y calidad
necesarias para alimentar a la poblacion mundial en rapido crecimiento sigue

siendo el mayor desafio, en la agricultura y en la elaboracion de alimentos, la

5



aplicacion de la nanotecnologia ha sido probada en los ultimos afios y es la de

mas rapido crecimiento (Lira, 2016).

La aplicacion de la nanotecnologia en campo abre amplias oportunidades en la
produccion agricola, con productos como: nanofertilizantes, nanoplaguicidas,
nanoherbicidas y nanosensores, entre otros (Lira, Mendez, Santos, Vera, 2018).
Se ha reportado que la aplicacion de estos productos podria minimizar la pérdida
de nutrientes, aumentar la biodisponibilidad, mejorar la actividad biol6gica,
mejorar la germinacion de las semillas, ayudar en el manejo del agua y reducir la
cantidad de agroquimicos esparcidos, aumentar la produccién de alimentos y
reducir el impacto ambiental de manera sostenible (Konappa, Krishnamurthy,

Arakere, Chowdappa., 2021).

Diversos materiales nanométricos han sido estudiados en la agricultura. (Stadler,
Buteler, Weaver., 2010) evaluaron por primera vez la actividad insecticida de la
alumina nanoestructurada contra dos plagas de insectos, Sitophilus oryzae L.y
Rhyzopertha dominica F., principales plagas en granos almacenados en el
mundo. Estos autores reportaron una mortalidad significativa después de tres
dias de exposicion continua del trigo tratado con alimina nanoestructurada,
considerando el tratamiento como una alternativa economica y confiable para el
control de plagas. Rehman, Majeed, Aslam, Rasul, Sagheer, Ali, Raen., (2021)
encontraron que las nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de un extracto
de Camelina sativa funcionaron para el control de la carcoma dentada de los

granos (Oryzaephilus surinamensis. L) y el gorgojo del grano (Sitophilus
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granarius. L.), dos plagas de importancia econdmica del trigo almacenado
(Triticum aestivum. L.) Por otro lado, Arunthirumeni, Veerammal, Subramanian.,
(2022) reportaron la eficiencia de la aplicacion de nanoparticulas de selenio mico-
sintetizadas usando Trichoderma sp. En el control del gusano oriental de la hoja

(Spodoptera litura), una plaga cuarentenaria en México.

El cultivo de tabaco (Nicotiana benthamiana. D) y el virus del mosaico del nabo
(TuMV) se utilizaron para promover el uso de los nanomateriales (NM) en el
crecimiento del cultivo y la resistencia a la infeccion viral. La presencia de los NM
a base de metales y carbono ejercio efectos positivos en el crecimiento del tabaco
y la confinacion efectiva de la infeccién viral y la replicacion del virus (Hao, Yuan,
White, Zhang, Adeel, Zhou, Rui, Xing., 2018). El uso de las nanoparticulas en la
investigacion es por su tamafio (<100 nm) y el 6xido de zinc ayuda a los

nematodos contra los rayos ultravioleta.

2.2 Oxido de zinc
Rajiv, Rajeshwari, Venckatesh., (2013), mencionan que el 6xido de Zinc (ZnO)
es conocido como material semiconductor, que en estudios recientes ha llamado
la atencion de los cientificos por sus propiedades fisicas, la que abre una gama
de aplicaciones por ser un material Unico; ademas, su estructura es hexagonal
en su fase wurtzita en condiciones normales de temperatura y presion (300 K; 1
atm). El ZnO ha sido utilizado para solucionar problemas ambientales y es
utiizado en la fotocatélisis heterogénea, este fotocatalizador tiene varias

ventajas. Una de ellas es la capacidad que tiene para oxidar contaminantes
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organicos y ha sido utilizado como material sensor, también ha sido utilizado para

la degradacion de contaminantes con la luz solar (Liu y Lal, 2015).

El ZnO posee propiedades piezoeléctricas, las cuales se refieren al efecto
descrito por Jacques y Pierre Curie, donde la aplicacion de un estrés mecéanico a
un material genera energia eléctrica (Chandra, Shama, Arora., 2020). Otra
caracteristica del ZnO es su fuerte propiedad piroeléctrica, la cual se entiende
como la capacidad de ciertos materiales cristalinos para generar una corriente
eléctrica externa en respuesta a un cambio de temperatura. (Kolencik, Ernst,
Komar, Urik, Sebesta., 2019). El ZnO es un material funcional muy versatil que,
gracias a su estructura cristalina tetraédrica como se encuentra en la wurzita, y
puede procesarse para obtener diferentes morfologias, las nanoestructuras del
ZnO lo hace uno de los materiales ricos en la familia de las nanoestructuras, tanto
en sus caracteristicas estructurales como en propiedades (Wang, Liu, Hu,

Huang., 2015).

2.2.1 Propiedades del ZnO

Algunas de las propiedades de las nanoparticulas pueden diferir de las de
particulas mas grandes del mismo material. Las nanoparticulas son
guimicamente similares a otros preparados del mismo material. Su
comportamiento bioldgico, fisico y quimico, puede diferir en algunos aspectos,
principalmente por el tamafo de la particula, que juega un papel crucial en las

propiedades de las nanoparticulas.



Algunas otras de las caracteristicas del ZnO son su abundancia natural, baja
resistividad, no toxicidad, buena retencion de luz, entre las, propiedades mas
relevantes de los materiales optoeléctricos y piezoeléctricos; asi como
propiedades Unicas que lo hacen un material optoeléctrico, importante por sus
efectos de confinamiento cuantico en condiciones favorables de forma

experimental.

Iskandar, (2009), reportaron que las nanoparticulas tienen propiedades Unicas
con una gama de indices de refraccién, novedosa fotoluminiscencia, resonancia
de plasmones y alta transparencia; y poseen el potencial para para ser aplicados
como, portadores de farmacos, pigmentos, sensores, catalizadores, bio-

imagenes y materiales opticos.

2.2.2 El ZnO nanoestructurado

Las nanoestructuras de ZnO son combinaciones de materiales inorganicos y
organicos, sirven para convertir de manera eficiente la energia solar en
electricidad o combustible. Por ello, las nanoestructuras de ZnO han llamado la
atencion a diferentes areas como, la agricultura, medicina debido a que su valor
es de bajo costo y tiene actividad antimicrobiana, an-tifingica, inocuidad y es
biodegradable. La energia de las nanoestructuras de ZnO es de 3.37 Ev, lo que
equivale a 387 nm (Khan, 2019), pueden presentar diferente morfologia,
nanodedos, nanotubos, nanoparticulas, este depende de los precursores,

meétodos de sintesis y las condiciones en las que se encuentra.



Las nanoestructuras de ZnO se pueden aplicar en la agricultura por sus
propiedades de inocuidad, bioseguridad y biodegradabilidad. Su aplicacién en la
agricultura tiene como objetivo evitar el uso de productos fitosanitarios sin perder
los nutrientes que existen en el suelo, y asi poder aumentar los rendimientos a
través del uso de nanoestructuras del ZnO (Garcia, GOmez, Obrador, Gonzales,

Badin, Fernandez., 2017).

2.2.3 Aplicaciones en el control biologico

El uso de nanoparticulas de 6xido de Zinc (NP-ZnO) de manera foliar reduce el
uso de fertilizantes quimicos, hay mayor disponibilidad de nutrientes y aumenta
la eficiencia de las plantas (Nandhini, Udayashankar, Niranjana, Sogaard, Shetty,
Prakash., 2019); por los efectos que provoca en las plantas son mas rentables
gue las formas tradicionales del Zinc, porque aumenta el crecimiento y desarrollo
de las plantas (Koléncik, Ernst, Komar, Urik Sebesta, Dobrocka, Cenry, Kanike,

Qian, Feng, Orlova, Kratosova., 2019).

El Zinc es un micronutriente para las plantas y se enfoca en la sintesis de
proteinas, estabiliza las membranas de amplia propagacion y alargamiento
celular (Mousavi, Nguyen, Kellenberger., 2014); brinda proteccion de los factores
ambientales (Sturikova, Huska, Adam., 2018); y ayuda en la adaptabilidad ante
las condiciones ambientales (Cakmak, 2017). Las NP-ZnO en los ultimos
experimentos ha demostrado que tiene efectos positivos en los parametros
fisiologicos y nutricionales en los cultivos (Rizwan, Ali, Adrees, Arshad, Zia,

Waris., 2018).
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Una de las ventajas es que aumenta el contenido de la parte comestible de las
plantas (Subbaiah, Tollamadu, Gilidiara., 2016). Las plantas pueden sufrir estrés
y toxicidad, lo que estimula sus sistemas antioxidantes (Garcia-Gémez et al.,
2017). Sin embargo, los nematodos utilizados como control biolégico foliar
enfrentan desafios ambientales como la luz y la humedad. Por esta razén, se
elaboran pellets para ayudarles a enfrentar estos factores, utilizando la técnica

de gelacion idnica.

2.3 La gelacion iénica
La gelacién idnica es un método de encapsulacion, que da como resultado final
capsulas con un tamafio menor a 1000 nm, mediante la técnica de extrusion, la
gelacién se lleva a cabo con materiales de recubrimiento como celulosas,
proteinas, gomas, carbohidratos, solucion reticulante y materiales inorganicos,
gue son iones de calcio (Patil, Chavenke, Wagh., 2012). La técnica de gelacion
iGnica consiste en producir gotas pequefias de solucion cuando se mezclan los
materiales de recubrimiento y la solucién de interés a encapsular. El alginato de
sodio es el material de recubrimiento més utilizado, por sus caracteristicas, es un
polimero de facil acceso, alta reactividad y baja viscosidad con los iones calcio.
A través de boquillas se generan gotas, que cuando caen a bafio de iones se

forman capsulas de gel (Nagaoka, Shibata, Kimura, Hashimoto, Antiulcer., 2000).

2.3.1 Proceso de encapsulacion
La microencapsulacion implica atrapar ciertas sustancias bioactivas dentro de

una estructura protectora para resguardarlas de condiciones ambientales
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adversas (Sanchez, 2020). Esto se logra mediante la formacion de
microcapsulas, que consisten en una membrana esférica, fuerte vy
semipermeable que rodea un nudcleo solido o liquido de tamafio variable, que
puede ir desde unas micras hasta 1 mm. Sin embargo, el método manual de
encapsulacion utilizado por Girén (2008) para nematodos utilizando arcilla
bentonita presenta varias limitaciones, como la falta de uniformidad en forma y
peso, lo que resulta en una dosificacion desigual de los nematodos en cada pellet,

variabilidad estructural entre unidades individuales y una produccion limitada.

Espinosa (2005) cre6 una maquina especializada para automatizar el proceso de
encapsulamiento, también conocido como pelletizacién a partir de la teoria de
flujo de material granular en una estructura tronco-conica, propuso una nueva
técnica para encapsular nematodos en una variedad de materiales granulares.
Esta maquina tiene tres funciones principales: dosificar, dar forma y compactar

el pellet.

2.3.2. Materiales utilizados para encapsulamiento

Por lo general, las formulaciones y procesos de encapsulamiento de hematodos
entomopatdégenos (NEP) consisten en tres componentes principales: el
ingrediente activo (IA), que es el nematodo en si mismo, un agente portador que
puede ser solido, liquido, en forma de gel o incluso cadaveres de insectos
infectados, y una serie de aditivos. Estos aditivos incluyen absorbentes,

adsorbentes, emulsionantes, surfactantes, espesantes, humectantes,
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dispersantes, agentes antimicrobianos y protectores contra los rayos UV (Grewal,

2002; Cruz-Martinez et al., 2017).

Entre los materiales empleados para encapsular NEP se incluye el alginato, un
biopolimero obtenido de algas como Lessonia nigrescens y L. trabeculata
(Cabané, Alvo, Neira, Cavaides, Gace., 2011). El alginato se utiliza para formar
matrices que encapsulan las células vivas de NEP. Este proceso implica la
formacion de pequefias esferas al dejar caer una mezcla de alginato de sodio y
células sobre una solucidon que contiene cationes multivalentes como Ca2+
(Mujica, 2006). La eficacia de estas matrices de alginato para encapsular NEP
radica en su capacidad para prolongar la vida (til de los nematodos al
inmovilizarlos y protegerlos de condiciones ambientales adversas (Rumbos y

Athanassiou, 2017; Goud, Hugar, Prabhuraj., 2010).

Ademas, los NEP pueden aplicarse de diversas maneras, ya sea en
formulaciones acuosas, en cadaveres de insectos infectados parcialmente
deshidratados y colocados en materiales como arcilla o vermiculita, o bien
protegidos en un hidrogel mediante el proceso de encapsulamiento. Este enfoque
se emplea para salvaguardar los NEP de las condiciones ambientales
desfavorables y aumentar su persistencia al incorporarlos en una matriz
polimérica (Cruz, Ruiz, Matadamas, Cortés, Rosas., 2017; Hussein y Abdel,

2012; Madziva, Kailasapathy, Philips., 2005).
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El proceso de encapsulacion simplifica tareas como el almacenamiento,
transporte y aplicacion de estos microorganismos, al mismo tiempo que
resguarda al nematodo de condiciones ambientales desfavorables, posibilita la
aplicacion en areas especificas, reduce el uso de agua y prolonga su vida Uutil
(Kaya y Nelsen, 1985; San Blas, 2013; Hiltpold, 2015). Los pellets son de mucha
importancia para los nematodos, porque se pueden transportar de un lado a otro.
Los materiales utilizados para el encapsulamiento le brindan a los nematodos las
condiciones que ellos necesitan para poder llevarlos a campo, y puedan contribuir

con el control biologico de plagas.

2.4 El control biolégico
En el control biolégico (CB), se emplean organismos vivos para reducir las
densidades de poblaciones de plagas, disminuyendo asi su abundancia o dafio
(Eilenberg, Hajek, Lomer., 2001). En los ultimos afios, el CB se ha convertido en
el método principal de control de plagas en una variedad creciente de cultivos y
ecosistemas (Cook, 1988). La agroecologia desempefia un papel crucial al
enfatizar el uso de recursos locales para mantener la biodiversidad, con el fin de
satisfacer las necesidades de los agricultores y adaptarse a las condiciones
naturales para transformar la produccién de alimentos (FAO, 2020). Todo apunta
a que el éxito en la conservacion de la biodiversidad ha estado estrechamente
vinculado a la interaccion entre la ciencia y la formulacion de politicas (Moonen

&Barberi, 2008).
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En la actualidad, se menciona el concepto de control bioldgico por conservacion
(CBCQC), el cual se centra en la modificacion del entorno y las practicas agricolas
con el fin de promover, proteger y mejorar la presencia de enemigos naturales u
otros organismos para reducir el impacto de las plagas (Eilenberg, Hajek, Lomer.,

2001).

El CBC se destaca como una estrategia fundamental para el manejo de plagas
gue afectan diversos cultivos, especialmente aquellos de frutas y hortalizas que
se consumen principalmente frescos. Este enfoque de gestién de plagas ofrece
una alternativa para mantener las poblaciones de parasitoides y depredadores
autoctonos en los campos (Rodriguez, Avilla, Aparicio, Gabarra, Riudavets,
Alegre, Lordan, Alins., 2019). Ademas, proporciona presas y huéspedes, asi

como recursos y refugios alternativos durante la temporada invernal.

2.4.1 Agentes entomopatdgenos de control bioldgico

Este apartado ofrece una revision de las investigaciones realizadas hasta la fecha
sobre los organismos entomopatdgenos utilizados en el control de plagas en la
agricultura, ganaderia y silvicultura en México. Se destacan varios tipos de estos

organismos, incluyendo:

1. Bacterias: estos microorganismos unicelulares, que generalmente tienen
un tamafo de 1 a 7 um, son abundantes en la naturaleza. A pesar de su
tamafo y estructura celular simple, sin ndcleo ni organelos definidos

(Murray, Rosentahl y Pfaller, 2009), desempefian un papel fundamental
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como fabricas bioquimicas esenciales para la ecologia del suelo (Lodish,
Berk, Matsudaira, Kaiser, Krieger, Scott, Darnell., 2006). Las bacterias
entomopatdgenas tienen la capacidad de invadir al huésped y eludir sus
defensas para proliferar y reproducirse, lo que provoca enfermedades,
gracias a factores de patogenicidad como toxinas y enzimas. Una vez que
causan la muerte del insecto, las nuevas generaciones de bacterias
emergen para infectar nuevos huéspedes (Jurat-Fuentes & Jackson,
2012). En cuanto a los bioinsecticidas para diversos tipos de cultivos,
aguellos basados en bacterias entomopatdgenas representan el 74% del
valor de mercado (Thakore, 2006), lo cual es comprensible dado los
multiples roles que las bacterias desempefian en la relacion con los
insectos. Sin embargo, solo algunas bacterias patdgenas de insectos se
han utilizado como agentes de control biolégico (Mnif & Ghribi, 2015),
siendo Bacillus thuringiensis (Bt) (Berliner) la mas comun y ampliamente
empleada como ingrediente activo en los bioinsecticidas (Jisha, Smitha, &

Benjamin, 2013).

. Hongos. Los hongos entomopatégenos representan un recurso de gran
potencial como agentes de control, con mas de 750 especies identificadas
dispersas en el medio ambiente, capaces de provocar infecciones fungicas
en poblaciones de artropodos (Pucheta, Flores, Rodriguez, Torres, 2006).
Segun Samson, Evans, Latgé., (1998), los hongos entomopatdgenos
fueron los primeros agentes biolégicos utilizados para controlar plagas, ya

que, segun Asaff, Reyes, Lopez y De la Torre (2002), pueden causar
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enfermedad y muerte en los insectos. Estos microorganismos infectan
directamente a los artropodos al penetrar su cuticula y emplean diversos
mecanismos de accion, lo que les confiere una alta eficacia para evitar que
el huésped desarrolle resistencia. Sin embargo, Meyling y Eilenberg
(2007), sefalan que, para utilizarlos como método de control biolégico, se
requieren practicas agricolas que manipulen el entorno para favorecer las
poblaciones de hongos entomopatdégenos. Se considera fundamental
tener conocimientos sobre aspectos ecologicos del hongo, como la
humedad relativa, temperatura, patogenicidad, virulencia y los huéspedes

gue infecta activamente.

Neméatodos. Los hematodos entomopatdégenos (NEP) son organismos que
naturalmente residen en el suelo y parasitan, especialmente insectos en
sus etapas inmaduras, destacandose las familias Steinernematidae y
Heterorhabditidae por su eficacia en el control de plagas (Cano, 2011). El
ciclo de vida de estos nematodos comprende etapas que incluyen huevo,
cuatro estados juveniles (J1 a J4) y adulto. Los juveniles infectivos (JI)
penetran al huésped a través de sus orificios naturales o heridas, y una
vez dentro, liberan bacterias simbiontes del género Xenorhabdus (en el
caso de Steinernematidae) o Photorhabdus (Heterorhabditidae). Estas
bacterias atacan los tejidos internos del huésped, causando su muerte por
septicemia, y posteriormente se evidencia una coloracion caracteristica de
la infeccion (amarilla o roja, respectivamente) (Burnell y Stock, 2000;

Griffin, 2005; Burgos, 2017). La eficacia de los NEP para eliminar las
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plagas de insectos en un periodo de 24 a 48 h, junto con el desarrollo de
formulaciones comerciales (Kaya, 1990; Hiltpold, 2015), los convierte en
una opcion viable para el control de C. sordidus en los cultivos de platano.
Los NEP se encuentran distribuidos globalmente, con especies y grupos
distintivos presentes en diferentes regiones geogréficas. Hasta la fecha,
se han identificado alrededor de 90 especies de nematodos de la familia
Steinerneatidae y 20 de la familia Heterorhabditidae en el mundo (Labaude
y Griffin, 2018). Los NEP necesitan niveles apropiados de humedad en el
suelo para su supervivencia y movilidad, aunque un exceso de humedad
puede ocasionar la falta de oxigeno y limitar su desplazamiento (Baimey,
Zadji, Afouda, Moens, Decraemer., 2015). Se aconseja el riego para
mantener la humedad y facilitar el asentamiento de los nematodos en las
capas subterraneas del suelo. La inclusién de adyuvantes puede ayudar a
reducir la pérdida de humedad, especialmente cuando se aplican NEP por
via foliar, lo que puede aumentar el estrés debido a la deshidratacion

(Rezaei, Karimi, Hosseini, Goldani, Campos., 2015).

. Virus. Los virus se clasifican de acuerdo con el Comité Internacional de

Taxonomia Viral (ICTV) (Fauquet, Mayo, Maniloff, Desselberger, Ball.,
2005; Ibarra y Del Rincén, 2010), considerando diversos aspectos como
el tipo de acido nucleico (ADN o ARN), si son de cadena sencilla o doble
(dsDNA o dsRNA), su polaridad (+ o -), la morfologia y tamario del viridn,
la presencia o ausencia de cuerpos de inclusion (COs), la presencia de

envoltura, el rango de hospederos, entre otros. Las familias Baculoviridae,
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Poxviridae y Reoviridae comparten la caracteristica de formar COs, una
estructura que ha evolucionado de forma independiente como un
mecanismo de proteccion contra la degradacibn ambiental. Estas
caracteristicas, entre otras, les otorgan una ventaja significativa para su
uso como bioinsecticidas (Caballero y Williams, 2008). A continuacion, se
detallan las principales familias de virus entomopatdgenos. Los virus se
pueden clasificar en dos grupos segun su estructura: los virus incluidos,
gue presentan una matriz amorfa proteica que contiene la nucleocapside,
gue incluye a los virus de las poliedrosis (nucleares o citoplasmaticos) y
los virus de las granulosis (nucleares o citoplasmaticos); y los virus no
incluidos, que no son facilmente detectables y no han sido ampliamente

estudiados.
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CAPITULO Il
EVALUACION DE NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINC EN LA

FORMULACION DE NEMATODOS ENTOMOPATOGENOS STEINERNEMA



Resumen

El desarrollo de bioinsumos para el control biolégico a base de nematodos
entomopatdégenos (NEP) esta condicionado por la disponibilidad de tecnologia de
formulaciéon adecuada para el almacenamiento y la aplicacion. Ademas, para
mejorar la efectividad de los NEP como agentes de biocontrol, en aplicaciones
foliares, es necesario el uso de coadyuvantes que los protejan ante la radiacion
ultravioleta (UV). Recientemente, se ha observado que bajas concentraciones de
nanoparticulas de éxido de Zinc (NP-OZn) en suspensiones con nematodos
Steinernema carpocapsae han mostrado proteccion ante la exposicion a
radiacion UV de 380 nm. El trabajo se realizé en condiciones de laboratorio en el
Instituto Tecnologico Del Valle de Etla, del 20 de agosto de 2021 al 15 de
diciembre de 2023 El objetivo fue evaluar el efecto de proteccion UV de las
nanoparticulas de NP-OZn sobre la supervivencia del neméatodo Steinernema
glaseriy S. carpocapsae y la infectividad sobre larvas de Galleria mellonella, para
su formulacién en pellets. Juveniles infectivos (JI) en suspensién acuosa (SA) se
expusieron a las concentraciones de 20, 40, 200, 500 y 1500 ppm durante 35
dias. JI en SA con las concentraciones de 200, 500 y 1500 ppm se expusieron a
luz UV durante 10 y 20 min. Los JI se formularon en pellets de tierra diatomea-
gel con NP-OZn en las concentraciones de 200, 500 y 1500 ppm y, se evaluaron
durante 119 dias. La supervivencia y la infectividad de los JI de S. glaseri y S.
carpocapsae no es afectada por la exposicion a las NP-OZn, otorga proteccién
frente a los rayos UV y mejora su desempeiio cuando se formula en pellets de
tierra diatomea-gel. A excepcion de la infectividad de S. carpocapsae en los
tratamientos de exposicion a radiacion UV y con NP-OZn.

Palabras clave: Steinernema, biocontrol, pellets, proteccion UV.
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Abstract

The development of bioinputs for biological control based on entomopathogenic
nematodes (EPN) is conditioned by the availability of appropriate formulation
technology for storage and application. Furthermore, to improve the effectiveness
of NEP as biocontrol agents in foliar applications, it is necessary to use adjuvants
that protect them from ultraviolet (UV) radiation. Recently, it has been observed
that low concentrations of Zinc oxide nanoparticles (NP-OZn) in suspensions with
Steinernema carpocapsae nematodes have shown protection against exposure
to 380 nm UV radiation. The work was carried out under laboratory conditions at
the Del Valle de Etla Technological Institute, from August 20, 2021 to December
15, 2023. The objective was to evaluate the UV protection effect of NP-OZn
nanoparticles on the survival of the nematode Steinernema glaseri and S.
carpocapsae and the infectivity on Galleria mellonella larvae, for their formulation
in pellets. Infective juveniles (JI) in aqueous suspension (SA) were exposed to
concentrations of 20, 40, 200, 500 and 1500 ppm for 35 days. JI in SA with the
concentrations of 200, 500 and 1500 ppm were exposed to UV light for 10 and 20
min. The JI were formulated in diatomaceous earth-gel pellets with NP-OZn at
concentrations of 200, 500 and 1500 ppm and were evaluated for 119 days. The
survival and infectivity of the JI of S. glaseri and S. carpocapsae is not affected
by exposure to NP-OZn, it provides protection against UV rays and improves its
performance when formulated in diatomaceous earth-gel pellets. With the
exception of the infectivity of S. carpocapsae in the treatments of exposure to UV
radiation and with NP-OZn.

Keywords: Bioinsecticides, formulation, infective juveniles.
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3.1 Introduccién
Los nematodos entomopatdégenos (NEP) son depredadores naturales que
contribuyen a suprimir las poblaciones de insectos, no representan riesgo para la
salud humana y animal y son de creciente interés en la produccion agricola
organica de alimentos como agentes de control biolégico de insectos plaga. El
desarrollo y la comercializacion de un producto bioplaguicida a base de NEP es
posible si se atiende la colecta de cepas virulentas, el mejoramiento de sus
aptitudes patogénicas, la produccion industrial de juveniles infectivos (J1) viables
a bajo costo y el mantenimiento de su infectividad (Cortés-Martinez y Chavarria-
Hernandez, 2020), la extension de la vida de anaquel mediante la formulacion y
el desarrollo de métodos y/o tecnologias de aplicacién adecuados (Cruz-Martinez

y col. 2017).

Las nanoparticulas de 6xido de zinc (NPs-ZnO) por sus propiedades opto-
eléctricas, fisicas y antimicrobianas presentan efectos positivos en las plantas
(Faizan et al., 2020). Varios estudios sugieren que las NPs-ZnO tienen la
capacidad de mejorar el crecimiento en diferentes especies de plantas. La
germinacion de semillas aumenta con la aplicacion de NPs-ZnO en
concentraciones bajas; sin embargo, pero si son altas se tiene un efecto negativo
en la germinacion (Raskar y Laware, 2014; Afrayeem y Chaurasia, 2017). Por
ejemplo, Lin y Xing. (2007) encontraron que la aplicacion de dosis altas de NPs-
ZnO >2 000 mg L-1 inhibian la germinacion de semillas de Lolium perenne.

Dhoke et al. (2013) observaron que las NPs-ZnO utilizadas como fertilizante de
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micronutrientes, mejoraron el crecimiento de plantulas de Vigna radiata y Cicer

arietinum a concentraciones bajas, rangos de 1-20 mg L.

Los nanomateriales pueden poseer caracteristicas fisicas y quimicas Unicas que
les otorgan propiedades antibacterianas y antifUngicas o de proteccion a la
radiacion UV, las cuales han abierto la posibilidad de uso en la agricultura para
la promocién del crecimiento de los cultivos, como fertilizantes o pesticidas. Sin
embargo, la quimica, el tamafio y el hecho de ser menos biodegradable causa
preocupacion por las consecuencias ecotoxicologicas (Makirita et al., 2020a). Los
estudios publicados sobre el efecto en la supervivencia y la patogenicidad de los
nematodos entomopatdgenos por el contacto con nanoparticulas metélicas
(Makirita et al., 2020a, Taha et al., 2016) reportan no toxicidad si se usan en bajas

concentraciones

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de las NP-ZnO en la
supervivencia e infectividad de los nematodos Steinernema glaseri y

Steinernema carpocapsae, en condiciones de laboratorio.

3.2 Materiales y métodos
3.2.1 Descripcion del area de estudio
El experimento se realizo en el laboratorio de quimica del Instituto Tecnolégico

del Valle de Etla.

3.2.2 Materiales utilizados
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Para el desarrollo del experimento se utilizaron los siguientes materiales:

1. Nanoparticulas de 6xido de Zinc marca Sigma-Aldrich, no. 677450.;
con un tamafio de particula < 50 nm y debido a su capacidad de

proteccion ante la radiacion UV.

2. Nematodos entomopatdgenos. Las especies S. glaseri cepa NJ-43 y S.
carpocapsae cepa JAP1, las cuales forman parte de la coleccion del
Laboratorio de Agrobiotecnologia del Instituto Tecnolégico del Valle de
Etla. Los juveniles infectivos (JI) se producen periédicamente en larvas del
altimo instar de la polilla de la cera Galleria mellonella y se almacenan a

10-12 °C en suspension acuosa (SA) con agua destilada (AD) estéril.

3.2.3 Reproduccién de nematodos entomopatdégenos

Los nematodos en la etapa Jl se produjeron por crianza masiva usando larvas de
G. mellonella en trampas White invertidas (Kaya y Stock, 1997). Los JI
cosechados se enjuagaron y concentraron en SA a una razéon de 1000 JI/Ml con
AD estéril y se almacenaron a 10-12 °C. 24 h antes de su uso, se aclimataron a

25 °C y humedad relativa de 50 %.

3.2.4 Materiales para la formulacion
El material portador para la formulacion de los NEP fue tierra diatomea (marca
Celite, grado 209). El alginato de sodio (marca, 6780) es un gelificante que se

diluye en frio con una fuerte agitacion (Mendoza, 2010). Se utilizo el glicerol ACS
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(marca Fermont, Lote 043262) por la capacidad higroscépica de esta sustancia
gue le permite mantener la humedad por mas tiempo en el interior del pellet y
absorber la mayor cantidad posible de humedad ambiental (Mendoza, 2010). El

glicerol y la tierra diatomea se esterilizaron a 121 °C durante 15 min.

3.2.5 Métodos experimentales. Exposicion de nematodos a NP-Ozn en
suspension acuosa

La supervivencia y la patogenicidad de los JI mantenidos en suspension acuosa
con 0, 20, 40, 200, 500 y 1500 ppm de NP-Ozn fueron evaluados. Las NP-Ozn
se suspendieron en 40 M| de agua desionizada (ADI) estéril y se dispersaron
utilizando un sonicador ultrasénico (AcmeSonic-Model A2L- 60 W) a 30° C
durante 30 min. Luego, se tomaron 4 Ml de la suspensién de NP-Ozn y se mezclo
con 1 MI de la suspensién de nematodos con 5000 JI/MI, para obtener una
suspension de NP-Ozn/NEP con 1000 JI/MI. Las suspensiones se almacenaron
en oscuridad a 25 °C y humedad relativa de 50 % durante 5 semanas. El
experimento se realiz6 por triplicado. Las combinaciones NP-Ozn/NEP que
presentaron la mayor variabilidad en supervivencia e infectividad fueron
seleccionadas para realizar los experimentos de exposicion a radiacion UV y de

formulacion en pellets, a fin de explorar los posibles efectos sobre los JI.

3.2.6 Exposicion de nematodos a radiacion ultravioleta con NP-Ozn en
suspension acuosa
Se evaluo el efecto de la radiacion UV sobre la supervivencia e infectividad de

los JI en suspension acuosa con 200, 500 y 1500 ppm de NP-Ozn. Las NP-Ozn
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se suspendieron en ADI estéril y se dispersaron utilizando un sonicador
ultrasénico a 30° C durante 30 min. Luego se tomaron 4 Ml de la suspension de
NP-Ozn y se mezclé con 1 Ml de la suspension de nematodos con 5000 JI/Ml,
para obtener una suspension de NP-Ozn/NEP con una concentracién final de
1000 JI/MI. Las suspensiones con los JI se expusieron a la radiacion UV de una
lampara de 235.7 nm (Heal Force — moedel AlphaClean 1300) durante 10 y 20
min. Como controles se establecieron tratamientos sin exposicion a radiacion UV

y, con y sin NP-Ozn. El experimento se realiz6 por triplicado.

3.2.7 Formulacion de nematodos en pellets de tierra diatomea-gel con NP-Ozn

Los nematodos S. glaseri y S. carpocapsae se formularon en pellets con las tres
mayores concentraciones de NP-OzN. El contenido promedio de nematodos fue
de 1000 Jl/pellet. EI método de formulacién de nematodos en pellets de TD-gel
con NP-Ozn, fue el de gelacion iénica. Las NP-Ozn se dispersaron en ADI estéril

utilizando un sonicador ultrasénico.

El tratamiento de control consistid en una suspension acuosa de Jl en agua
destilada sin NP-Ozn. Los contenidos de cada componente utilizado en la

preparacion de las mezclas para la elaboracion de los pellets (Cuadro 3.1).

Cuadro 3.1. Componentes de la formulacion de pellets de TD-gel con 1000 JI de S.
glaseri y S. carpocapsae y NP-Ozn.

Nemétodo, NP-Ozn  TD AIginatp Glicerol Suspensio Agua
entomopato (ppm) @ de sodio (M) n de Jl Destilada MI)
geno (¢)) MD)
S. glaseri NJ- 0 1 0.2 1.8 3 14
43 200 1 0.2 1.8 3 14
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500 1 0.2 1.8 3 14
SA
(Control) 0 0 0 3 17
0 1 0.2 1.8 3 14
S 200 1 0.2 1.8 3 14
carpocapsae 500 1 0.2 1.8 3 14
JAP1 1500 1 0.2 1.8 3 14
SA
(Control)  © 0 0 3 17

NP-Ozn: nanoparticulas de oxido de zinc; TD: tierra diatomea; SA: suspension acuosa.

Después de la elaboracion, los pellets se transfirieron a frascos ambar de 0.5 L

con tapa y se almacenaron a 25y 50 % HR durante 14 semanas.

3.2.8 Determinacién de la supervivencia

En el experimento de exposicion de NEP a las NP-Ozn en suspension, se tomoé
una muestra de 0.1 Ml de la suspension y se transfirid a un portaobjetos. Los JI
se examinaron a través de un microscopio estereoscoépico y se contabilizaron los
individuos vivos y muertos. Se tomaron tres muestras de cada réplica del
tratamiento y de cada muestra se realizaron 5 repeticiones. Esta determinacion

se realiz6 cada siete dias durante cinco semanas.

En el ensayo de supervivencia de los NEP expuestos a radiacion UV, 24
hdespués de la exposicion de los NEP a radiacién UV se contabiliz6o una sola
vez la supervivencia, la cual consistio en tomar una muestra de 0.1 Ml de la
suspension y se coloc6 en un porta objetos. Los JI se examinaron a través de un

microscopio estereoscopico y se contabilizaron los individuos vivos y muertos.
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Se tomaron tres muestras de cada réplica del tratamiento y de cada muestra se

realizaron tres repeticiones.

En el ensayo de supervivencia de los NEP formulados, se tomé un pellet al azar,
se transfirié a un pocillo de una caja de cultivo de 12 pocillos y se disgreg6 con 2
Ml de una solucion de citrato de sodio 1% (p/v). Después de 24 h, se tom6 una
muestra de 0.1 Ml de la dilucion del pellet y se coloco sobre un portaobjetos. Los
JI se examinaron a través de un microscopio estereoscopico y se contabilizaron
los individuos vivos y muertos. Se seleccionaron tres pellets al azar por cada
tratamiento y de cada pellet disgregado se tomaron cinco muestras. Esta

determinacion se realiz6 cada siete dias durante 13 semanas.

3.2.9 Bioensayo de infectividad

El ensayo de infectividad de los NEP expuestos a las NP-OZn se realizé en
pocillos de una placa de cultivo de 12 pocillos. En cada pocillo se colocé un disco
de papel filtro estéril y una larva de G. mellonella, se agregdé una muestra de la
suspension de NP-OZn/NEP gue contenia 20 JI vivos. La mortandad de las larvas
se determind 72 h después de la inoculacién, tomando como signo de infeccion
el cambio uniforme de la coloracion de la larva, marrén oscuro para S. glaseri y

marron claro para S. carpocapsae.

En el ensayo de infectividad de los NEP expuestos a radiacion UV se realizo en
pocillos de una placa de cultivo de 12 pocillos. En cada pocillo se coloc6 un disco

de papel filtro estéril y una larva de G. mellonella, se agregé una muestra de la
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suspension de NP-OZn/NEP que contenia 20 Jl vivos. La mortalidad de las larvas
se determind 72 h después de la inoculacion, tomando como signo de infeccion
el cambio uniforme de la coloracion de la larva, marron oscuro para S. glaseri y
marron claro para S. carpocapsae. Se realiz6 un solo conteo de supervivencia

para este ensayo.

El ensayo de infectividad de los NEP formulados en pellets sobre larvas de G.
mellonella consistio en agregar los pellets elegidos al azar en un pocillo de una
caja de cultivo de 12 pocillos, se disgregd con 2 mL de solucién de citrato de
sodio y se agito orbitalmente por 24 h. En otra caja y en cada pocillo se colocé
un disco de papel filtro estéril, se agreg6 una muestra de la dilucién del pellet que
contenia 20 JI vivos y se transfirid una larva. La mortalidad de las larvas se
verifico 72 h después de la inoculacién. En los tres tipos de bioensayos, se usaron

10 larvas como unidad experimental y se realizaron por triplicado.

3.2.10 Disefio experimental

Para el caso de la exposicibn de NEP a las NP-OZn en suspension, en el
experimento se tomo6 una muestra de 0.1 mL de la suspension y se transfirié a
un portaobjetos. Los JI se examinaron a través de un microscopio estereoscopico
y se contabilizaron los individuos vivos y muertos. Se tomaron tres muestras de
cada réplica del tratamiento y de cada muestra se realizaron cinco repeticiones.

Esta determinacion se realiz6 cada 7 dias durante 5 semanas.
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En el experimento 2, la supervivencia de los NEP expuestos a radiacion UV, 24
h después de la exposicion de los NEP a radiacion UV se determind la
supervivencia, tomando una muestra de 0.1 mL de la suspension y se colocé en
un porta objetos. Los JI se examinaron a través de un microscopio estereoscopico
y se contabilizaron los individuos vivos y muertos. Se tomaron tres muestras de

cada réplica del tratamiento y de cada muestra se realizaron tres repeticiones.

Para la upervivencia de los NEP formulados; en el experimento 2 se tomo6 un
pellet al azar, se transfirio a un pocillo de una caja de cultivo de 12 pocillos y se
disgrego con 2 mL de una solucién de citrato de sodio 1% (p/v). Después de 24
h, se tomé una muestra de 0.1 mL de la dilucion del pellet y se coloco sobre un
portaobjetos para contabilizar los JlI vivos a través de la observacién con un
microscopio estereoscopico. Se seleccionaron tres pellets al azar por cada
tratamiento y de cada pellet disgregado se tomaron cinco muestras. Esta

determinacion se realiz6 cada siete dias durante 13 semanas.

3.2.11 Andlisis estadistico

La supervivencia de los NEP expuestos a NP-Ozn y formulados en pellets se
analizé con el método de Kaplan-Meier y la prueba Log-Rank (P < 0.05). El
analisis de varianza (ANOVA) en rangos y la prueba de Tukey (P < 0.05) fueron
realizados para determinar la diferencia estadistica en la supervivencia de los
NEP expuestos a radiacion UV y la infectividad sobre G. mellonella, bajo sus
correspondientes experimentos. Todos los analisis se realizaron con el software

SigmaPlot® 12 (Systat Software, Inc, San José, CA, USA)).
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3.3 Resultados
3.3.1 Supervivencia de juveniles infectivos expuestos a NP-Ozn
A través del tiempo, se observa una mayor variacion de la supervivencia del
nematodo S. glaseri en los cinco tratamientos establecidos, comparado con S.
carpocapsae. No obstante, para el dia 35, la tasa de supervivencia de S. glaseri
se mantiene arriba del 0.8, mientras que para S. carpocapsae es
significativamente mas variable, de 0.4 a 0.95. La Figura 3.1 muestra la variacion

de la tasa de supervivencia de los Jl de las especies S. glaseriy S. carpocapsae

en suspension con distintas concentraciones de NP-Ozn, durante 35 dias.
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Figura 3.1. Supervivencia de los nematodos S. glaseri 3y S. carpocapsae en suspension
acuosa expuestos a NP-Ozn.

El tiempo de supervivencia medio de S. glaseri expuesto a las cinco diferentes
concentraciones de NP-Ozn va de 33.32 a 34.58 dias; en tanto que para S.
carpocapsae de 34.16 a 34.58 dias. Aunque el tiempo medio parece similar, el

estadistico Log-Rank de las curvas de supervivencia en relacion a las
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concentraciones de NP-Ozn es de x* = 117.452 (P < 0.001) para S. carpocapsae
y de x? = 7.932 (P = 0.16) para S. glaseri. Por lo tanto, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre las concentraciones a las que S. carpocapsae

fue expuesto.

3.3.2 Efectividad de juveniles infectivos expuestos a NP-Ozn

La infectividad de S. carpocapsae varia del 90 al 100%, mientras que el nematodo
S. glaseri es infectivo en un rango mas amplio que va de 70 a 100%. El porcentaje
de mortalidad de las larvas de G. mellonella enfrentadas contra los neméatodos
S. carpocapsae y S. glaseri mantenidos durante 35 dias en suspension acuosa

con NP-Ozn se muestran en la Figura 3.2.
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Figura 3.2. Mortalidad de G. mellonella por el enfrentamiento con JI de S. carpocapsae
y S. glaseri.
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El analisis estadistico muestra la infectividad entre nematodos S. glaseri y S.
carcopapsae, son estadisticamente diferentes en los siguientes tratamientos: 20
ppm: t (2.939), P (0.007), 40 ppm: t (3.429), P (0.002), y los tratamientos que no
tuvieron diferencia estadisticamente significativa fueron: 0 ppm: t (0.000), P

(1.000), 200 ppm: t (0.000), P (1.000), 1500 ppm t (0.000), P (1.000).

3.3.3 Supervivencia de JI expuestos a radiacion ultravioleta

No se observa una variacion de la supervivencia de los dos NEP, ni entre las
concentraciones de NP-Ozn o entre los tiempos de exposicién a la luz UV. La
supervivencia de las dos especies se mantuvo proxima a 100 %. En la figura 3.3
se muestra la tasa de supervivencia de los JI de las especies S. carpocapsae y
S. glaseri en suspension acuosa con NP-Ozn, 24 h después de su exposicion a

radiacion UV.
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Figura 3.3. Supervivencia de S. carpocapsae y S. glaseri expuestos a luz UV.
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El porcentaje de supervivencia de S. glaseri con tres diferentes concentraciones
de NP-Ozn, expuestos a luz UV varia de 94.33 a 98.33 %; en tanto para S.
carpocapsae va de 99 a 99.33 %. En el ANOVA, el Unico que mostré6 una
diferencia estadisticamente significativa fue NEP (P < 0.001). Para el factor
concentracion de NP-Ozn se obtuvo una P = 0.332 y para el factor tiempo de
exposicion una P = 0.164. Por lo tanto, no existen diferencias estadisticamente
significativas en la concentracion de NP-Ozn o por el tiempo de exposicion a la

radiacion UV.

3.3.4 Infectividad de JI expuestos a radiacion ultravioleta

En la Figura 3.4 se presenta la variacion de la mortalidad de G. mellonella por la
inoculacion con 20 nematodos S. glaseri previamente mantenidos en
suspensiones concentradas de NP-Ozn y expuestos a radiacion UV 24 h antes.

La infectividad de S. glaseri fue de 3.33 a 73.33 %.
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Figura 3.4. Mortalidad de G. mellonella por el enfrentamiento con JI S. glaseri expuestos
a radiacion UV.

En el caso de S. carcopapsae las NP-OZn fueron toxicas y afectaron la
infectividad de los nematodos, no se obtuvieron datos al exponerlos contra las

larvas de G. mellonella.

3.3.5 Efecto de la adicion de NP-Ozn en la supervivencia de JI pelletizados

El tiempo de supervivencia medio por la pelletizacion de tres diferentes
concentraciones de NP-Ozn va de 73.78 a 88.20 dias para S. carcopapsae,y de
64.54 a 100.94 dias para S. glaseri. La variacién de la tasa de supervivencia de
los JI S. carpocapsae y S. glaseri formulados en pellets con distintas
concentraciones de NP-Ozn, durante 14 semanas se muestra en la figura 3.6 y

en la figura 3.5 se muestra la forma inicial de los pellets de TD-gel

Figura 3.5. Vista superior de los pellets de TD-gel con NEP elaborados por el método
de gelacién i6nica.
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Figura 3.6. Tasa de supervivencia de los nematodos S. glaseri y S. carpocapsae
formulados en pellets de TD-Gel.

Por un lado, las curvas de supervivencia entre nematodos S. carcopapsae y S.
glaseri, son estadisticamente diferentes en los siguientes tratamientos: control:
statistic (10.182), P Value (0.0321), sin nanoparticulas: statistic (52.408) P Value
(1.804) y con 200 ppm: statistic (69.218) P Value (4.663), y los tratamientos que
no tuvieron diferencia estadisticamente fueron: 500 ppp: statistic (2.065), P Value
(0.732) y 1500 ppm: statistic (0.0239), P Value (0.877). Por otro lado, el
estadistico Log-Rank de las curvas de supervivencia en relacion a las
concentraciones de NP-OZn es de x2 = 131.993 (P < 0.001) para S. carpocapsae
y de x2 = 42.138 (P > 0.001) para S. glaseri, por lo tanto, existe una diferencia
estadisticamente significativa en la variable respuesta supervivencia, la cual
depende de la concentracién de NP-OZn que acompafia a S. carpocapsae y S.

glaseri en los pellets.

3.3.6 Efecto de la adicién de NP-Ozn en la infectividad de JI pelletizados.
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Los tratamientos que mostraron las infectividades mas destacadas fueron: 1. el
pellet con el nematodo S. carpocapsae y NP-Ozn en la concentracion de 500 ppm
(77%), y 2. el pellet con el nematodo S. glaseri y NP-Ozn en la concentracion de
1500 ppm (67%). Con ambos nematodos, los mejores porcentajes de infectividad
conseguidos por los nematodos pelletizados son mejores o similares a los
conseguidos por su control. En el cuadro 3.2 se presenta el porcentaje de
infectividad de los nematodos S. glaseri y S. carpocapsae sobre G. mellonella,

14 semanas después de haber sido formulados en pellets de tierra diatomea-gel.

La comparacién estadistica de la infectividad por el factor NEP muestra que no
hay una diferencia estadistica significativa (Holm-Sidak, P<0.05) en la efectividad
si se inocula S. glaseri 0 S. carpocapsae sobre el insecto de ensayo. Es decir, la
mortalidad de G. mellonella seria la misma. En cuanto a las interacciones, solo
es estadisticamente significativa para la combinacion NEP & Dia,
especificamente, en los niveles de concentracion de 0 y 500 ppm de NP-Ozn (P

< 0.001).

Cuadro 3.2. Porcentaje de infectividad de los nematodos S. glaseri y S. carpocapsae
formulados en pellets de TD-gel con NP-Ozn, sobre larvas de G. mellonella.

Nemétodo Concentracién Tiempo después Infectividad
Entomopatégeno de NP-OZn de la formulacion media
(ppm) (semanas) (% = EE)
2 4 6 8 10 12 14
1500 80 53 70 47 55 62 45 60.35+1.67
500 100 13 60 47 5 31 50 4552+6.46
S. glaseri NJ43 200 76 34 76 52 25 50 45 53.23+2.85
0 70 10 36 47 45 31 20 38.76+3.64
SA (Control) 80 33 46 20 5 50 10 37.64+5.84
1500 50 83 50 52 10 68 40 52.29+3.66
S. carpocapsae JAP1 500 60 83 90 23 70 56 45 64.11+3.11
200 70 73 73 52 55 26 35 58.05%2.66
0 0 13 50 35 15 50 25 25.70+3.24
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SA (Control) 90 86 56 11 25 18 10 48.64+6.97
SA: suspension acuosa; NP-Ozn: nanoparticulas de 6xido de Zinc.

3.4 Discusion
Este estudio reporta la supervivencia y la infectividad de los nematodos JI de S.
carpocapsae y S. glaseri expuestos a NP-Ozn, tanto en suspension acuosa como
formulados en pellets de TD-Gel, almacenados a 25 + 1 °C y 50 % HR, por un
periodo de 98-119 dias. En este estudio, se utilizé G. mellonella como insecto
hospedador para la prueba de infectividad de los NEP. Este insecto es
susceptible a una amplia gama de especies de los NEP y se ha utilizado con éxito
para determinar los efectos de la UV en la infectividad de los NEP en varios

estudios ( Grewal et al., 2002, Shapiro-llan et al., 2015).

Los estudios publicados sobre el efecto en la supervivencia y la patogenicidad de
los nematodos entomopatégenos por el contacto con nanoparticulas metalicas
(Makirita et al., 2020a, Taha et al., 2016) reportan no toxicidad si estas se usan
en bajas concentraciones. En particular, las NP-Ozn protegieron a los neméatodos
contra la radiacion UV, pero afecto negativamente la infectividad de S.

carpocapsae, ya que no hubo mortalidad de las larvas de G. mellonella.

El desarrollo de formulaciones gelificadas con NEP y NP metalicas no se ha
reportado en la literatura cientifica. Recientemente, se reportaron dos estudios
en los cuales se presenta una nueva formulacion con NP y aceite mineral, el cual,

a través de emulsiones Pickering de aceite en agua se puede hacer el
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recubrimiento del JI para otorgarle proteccion ante la radiacion UV (Makirita et
al., 2020a). En el cuadro 3.3 se muestra la comparacion de los resultados de esta
investigacion con otras respecto a la supervivencia y la infectividad de S. glaseri
y S. carpocapsae. La supervivencia es menor a la reportada para el nematodo S.
carpocapsae expuesto a >50 mg/L de NP-Ozn (Makirita et al., 2020a) y S.
carpocapsae (Nemastar) expuesto a 2 % de NP- TiO2 (Kotliarevski et al., 2022),
semejante a la supervivencia de S. arenarium expuesto a 20-1500 ppm de NP-
Ag (Taha y Abo-Shady, 2016). Una diferencia importante en esta investigacion
es el tiempo de evaluacion, ya que en otras investigaciones el tiempo maximo fue
de 30 dias. Para la infectividad de S. glaseriy S. carpocapsae sobre G. mellonella
es menor a la de S. carpocapsae y S. arenarium y S. carpocapsae expuesto a

0.5-10 ppm de NP-Ozn.

Resulté interesante que mas |J formulados con NP-Zno invadieran insectos en el
tratamiento UV de 20 minutos en comparacion con el tratamiento sin UV, a pesar
de que la viabilidad de los 1J era similar. Esto se debi6 probablemente a que la
radiacion UV actué como un estresor para los nematodos, que optaron por invadir
rapidamente al hospedador como estrategia para superar el riesgo potencial de
perder infectividad. En el proceso de infecciébn suele intervenir un grupo de
nematodos, formado por los 1J de la manada que evaltan el riesgo de forrajeo y
lideran la invasion, y luego los 1J restantes les siguen e invaden rapidamente

antes de que disminuya la calidad del hospedador (Endogan et al., 2021: Futhing

et al., 2008).
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Es evidente que el aumento de la concentracién de NP y el tiempo de evaluacion

tenga una relacion lineal con el porcentaje de supervivencia o la infectividad de

los NEP evaluados en este u otros estudios.

Cuadro 3.3. Supervivencia e infectividad de NEP expuestos a diferentes NP, formulados
y no formulados.

Tiempo
Concentr de Tasa de o
h) Formula . . Infectivi  Referenc
NEP NP acion - supervive supervive -
cion . . dad (%) ia
(ppm) ncia ncia (%)
(dias)
0.5 Suspensi Kucharsk
S. feltiae  Au 2 on 5 78 93 aetal
5 acuosa (2011)
S 20 Taha
efenariu 40 Suspensi Abo—y
Ag 200 on 5 58 98
m S. Shady
abbasi °00 acuosa (2016)
1500
S. . L Kotliarevs
carpoca To 2% E.Tfésr:gn 30 100 98 ki et al.
osae 2 9 (2022)
0.5 Suspensi Kucharka
S. feltiae  Ag 2 on 7 43 17 etal.
5 acuosa (2016)
Zn
S. O 50 Suspensi Zn0: 75 Z_nO:. 74 Makirita
TiO 100 : S TiO2: 82
carpoca on 1 TiO2: 86 . et al.
psae 2 150 acuosa FeOas: 90 FeO: (2020a)
Fe 200 ' 86
O4
S. Sili Pickering Ramakris
carpoca ca 0.5% emulsion 4 40 50 hnan et
psae All Gel al. (2023)
S. 200 53 51
glaseri 9% 500 Pelletd® 119 29 43 e
NJ43 1500 26 58
S.
carpoca 0z 200 Pellet de 1 54 Este
500 119 23 61 .
psae n 1500 TD-Gel 16 50 estudio
JAP1

3.5 Conclusiones
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El uso de NP-Ozn en la formulacion de nematodos S. glaseri NJ43 y S.
carpocapsae JAP1 ha demostrado ser beneficioso para aumentar el tiempo de
supervivencia, llegando hasta los 119 dias, lo cual triplica los resultados
obtenidos en otros estudios. Ademas, se observo una tasa de supervivencia del
40% para S. glaseri y del 20% para S. carpocapsae. Estos nematodos también
mostraron una mejora en la infectividad sobre larvas de G. mellonella, con un
promedio del 50% para S. glaseri y del 45% para S. carpocapsae hasta el dia

119 en condiciones de laboratorio.

La mortalidad de las larvas de G. mellonella fue variada en los nematodos con
concentraciones mas altas de NP-Ozn, sin embargo, los datos no mostraron
significancia. La infectividad y reproductividad de los NEP al ingresar a su
hospedero se vio afectada por las concentraciones mas altas de NP-Ozn en

comparacion con el grupo de control

Los NEP como agentes de control biolégico formulados en pellets de TD-Gel,
mejoraran sus aptitudes infectivas por la proteccion ante la radiacion UV que
otorgan las NP-Ozn. La maxima supervivencia media de los nematodos
pelletizados fue de 88.20 dias para S. carpocapsae JAP1y de 100. 94 dias para
S. glaseri NJ43, con 500 y 200 ppm de NP-OZn, respectivamente, con

infectividad media de 51 a 61 9%.

Respecto a la aracterizacion de la toxicidad y los efectos de las NP-OZn para los

nematodos S. carcopapsae y S. glaseri expuestos a NP-Ozn en suspension
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acuosa, exposicion a radiacion ultravioleta con NP-Ozn en suspension acuosa y
formulados en pellets de tierra diatomea-gel con NP-Ozn; se encontré que las
NP-OZn no son toxicas para los nematodos, especialmente para la supervivencia

e infectividad.
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