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R E S U M E N . 

El objetivo del presente estudio fue incrementar la eficiencia del sistema de cria 

masiva in vitro de Catolaccus grandis, para lo cual se aislaron e identificaron las 

bacterias y hongos presentes en el sistema y se estudió la susceptibilidad de las primeras 

a diversos microbicidas. Asimismo, se evaluaron algunas técnicas para eliminar los 

microorganismos presentes en los huevecillos y diversas sustancias para prevenir la 

contaminación de la dieta. Se probó la eficiencia de tres membranas sintéticas que 

sirvieran como sustituto del Parafilm para proteger las cámaras de cría. Se realizaron 

análisis microbiológicos en el material biológico, dieta y medio ambiente en el sistema. 

Las bacterias aisladas en los diferentes sitios fueron: Aeromonas hydróphila. Citrobacíer 

freundii, Enierobacter agglomerans, Micrvcoccvs sp., Pseudomonas aeruginosa, P. 

fluorescens, Salmonella sp. y Serratia marcescens las cuales presentaron sensibilidad 

hacia Amikacina y Netilmicina, los hongos aislados fueron: Aspergillus spp., Penicillium 

sp., Rhizopus sp., Metarrhizium sp., y Beauveria bassiana Para la eliminación de 

microorganismos de huevecillos el más eficiente fue el iodo al 0.63%/ lmin. Se realizaron 

diferentes evaluaciones para el control de contaminantes sin alterar el ciclo vital de los 

parasitoides. El conservador más eficiente para la dieta fue una mezcla de sorbato de 

potasio y benzoato de sodio, ambos a 0.032%. Como sustituto del Parafilm resultó con 

la misma eficiencia una membrana de polietileno comercial con un costo 55 veces más 

bajo. Los efectos de dos microbicidas y dos fungicidas fueron evaluados "in vitro " sobre 

las bacterias: Pseudomonas f¡uorescens, P. aeruginosa, Citrobacíer freundii, 

Enierobacter agglomerans, Aeromonas hydróphila y Salmonella sp. y los hongos: 

Aspergillus niger, A. fJavus, Penicillium sp. y Rhizopus sp. aislados del sistema de cria 

masiva de Catolaccus grandis. La susceptibilidad de las bacterias y hongos a los 

microbicidas fue variable. Los compuestos cuaternarios de amonio resultaron más 

efectivos para el control tanto de bacterias como de hongos. Mancozeb y benomil fueron 

efectivos para el control de hongos hasta cinco días post-inoculación. Sin embargo, 

benomil tuvo un efecto más duradero inhibiendo el desarrollo de los hongos hasta 14 días 

post-inoculación. Al tomar en cuenta los resultados obtenidos en todas las evaluaciones 



realizadas se concluye que al disminuir la contaminación microbiana en el sistema de cría 

se logra una mayor producción y mejor calidad de los parasitoides 

ABSTRACT. 

The objetive of this study was to increase the efficiency of the Catolaccus grandis 

rearing system, so; fungi and bacteria were isolated and identified, and their sensibility to 

microbicides was evaluated; and evaluation of egg surface desinfectants to prevent 

contamination of the diet. Efficiency of three syntetic plastic membranes were evaluated 

as a Parafilm substitute to protect the standard rearing plate cover. Microbiological 

analysis was from biological material diet and environment. Isolated bacteria were 

Aeromonas hydrophila; Citrobacter Jreundii; Enterobacter agglomérons; Micrococcus 

sp. : Pseudomonas aeruginosa; P. Jhiorescens; Salmonella sp. and Serratia marcescens, 

which were sensitive only to amikacine and netilmicin as well as Aspergillus sp.; 

Pénicillium sp.: Rhizopus sp. Metarrizium sp.and Beauveria bassiana. Results of 

evaluating egg surface contaminants indicated that a one minute exposure to iodine 0.63 

% was the most efficient. Evaluation to control diet contaminants without modifying the 

parasitoids biological cycle was made. The most efficient diet antimicrobial combination 

was with 0.032 % potasium sorbate-sodium sórbate Parafilm can be succesfully replaced 

by a polythilene plastic membrane that is aproximately 55 times cheaper. The effects of 

two microbicides and two fungicides were evaluated "m vitro" on the bacteria 

Pseudomonas Jlourescens, P. aeruginosa, Citrobacter Jreundii, Enterobacter 

agglomérons, Aeromonas hydrophila and Salmonella sp; and the fungi Aspergillus niger, 

A. flavus, Pénicillium sp. and Rhizopus sp. isolated from the mass rearing system of 

Catolaccus grandis. The susceptibility of the bacteria and fungi to the microbicides 

varied The cuaternary ammonium compound was most effective to control both bacteria 

and fungi. Mancozeb and benomyl effectively controlled the fungi for five days. However, 

benomyl had a longer lasting effect inhibiting fungal growth for 14 days after inoculation. 

Considering results in all the evaluations it is concluded that if microbial contamination is 

reduced in the rearing system, it is possible to achieve a better production and quality of 

the parasitoids 



1. INTRODUCCION 

Los insectos plaga que afectan a las cosechas son responsables de grandes 

pérdidas económicas tanto en Estados Unidos como en México, Centro y Sudamérica. 

El picudo del algodonero Anthonomus granáis Boheman y el del chile A. eugemi 

Cano son de gran importancia económica en los lugares donde se comercializan estos 

cultivos, llegando a ocasionar pérdidas que exceden los 600 millones de dólares anuales 

tan solo en los Estados Unidos. El control químico de estos insectos es costoso y siempre 

ineficiente debido a características del ciclo biológico y al desarrollo de resistencia, lo que 

contribuye a una peligrosa contaminación del medio ambiente. En ambas especies, las 

hembras ovipositan en botones florales (cuadro) y frutos (bellota), el desarrollo larval de 

este insecto que es el estadio más susceptible de controlar y el de pupa se completan en 

el interior de estas estructuras, bien protegidos de insecticidas y otras condiciones 

adversas, lo que asegura una alta tasa de supervivencia. 

A través del tiempo, el problema de controlar las plagas no ha disminuido, sino 

por el contrario ha propiciado el desarrollo de resistencia de los insectos a los productos 

químicos y han aumentado las restricciones a las sustancias químicas que contaminan el 

ambiente. Esto, aunado a una mayor concientización de que el control de plagas debe 

llevarse a cabo con mínimos efectos en las poblaciones naturales de insectos benéficos ha 

propiciado un mayor interés y preocupación para la búsqueda de alternativas. 

Los daños ocasionados al medio ambiente (agua, suelo, salud humana) y la 

presión de los ecologistas han propiciado cambios en las técnicas utilizadas en la 

agricultura para el control de plagas. Se han desarrollado métodos alternativos para el 

control natural de estas plagas y actualmente, el método mas prometedor para el control 

de estos picudos es la utilización de insectos parasitoides en un programa de control 

biológico por aumento, sin embargo, esto implica la utilización de un gran número de 

estos parasitoides. 



Las condiciones del ambiente de cría favorecen que bacterias no patógenas en 

otras circunstancias, tales como Serraíia sp, causen enfermedad en insectos confinados, 

llegando a provocar basta 85% de mortalidad en larvas y adultos; y hongos 

contaminantes muy comunes en sistemas de cría masiva de insectos como Aspergiíius 

spp., afectan los programas de cultivo de diversas maneras (Baumhover, 1977). 

La contaminación microbiana es uno de los principales problemas en los sistemas 

de cría masiva de insectos. Los microorganismos que se encuentran en los insectarios son 

por io general inocuos a insectos, pero (os factores estresantes a que son sometidos los 

insectos como cambios en la dieta, exposición a cambios de temperatura, de humedad o 

toxinas pueden favorecer su multiplicación en los tejidos de los hospederos debilitados y 

causarles enfermedad. Los cambios bioquímicos producidos por los microorganismos 

alteran el valor nutricional de la dieta reduciendo e) número de insectos producidos y su 

calidad (Sikorowsky y Lawrence 1994). 

La flora microbiana de insectos silvestres y de insectario es diferente La flora 

contenida en insectos silvestres forma parte de una asociación relacionada con su 

ecosistema que data de mucho tiempo atrás, en comparación con la flora microbiana de 

los de insectario que consiste tanto de flora microbiana humana como del ambiente del 

laboratorio. Los microorganismos oportunistas, tanto bacterias como hongos pueden, si 

las condiciones son favorables actuar como patógenos (Sikorowsky y Lawrence, 1994). 

Los efectos de la contaminación microbiana en el desarrollo de insectos son 

influenciados por las especies de microorganismos presentes, la etapa y edad del insecto 

al momento de la contaminación, la temperatura, el pH del medio, etc. Los hongos más 

frecuentemente asociados con instalaciones de cultivo masivo son: AspergiUus niger, A. 

Jlavus, Peniciiiium sp., Rhizopussp. y levaduras (Shapiro, 1984) El más común de los 

hongos asociados a dietas es A. niger; los efectos varían principalmente dependiendo de 



la edad de la larva al momento de la contaminación , siendo más afectadas las que están 

en sus primeras etapas. 

Los huevecillos que se obtienen de cultivo "in vivo " del parasitoide también están 

contaminados por varios tipos de microorganismos presentes en el medio ambiente de 

cría o acarreados por humanos. Conservadores quimicos y antimicrobianos son usados 

rutinariamente al preparar dietas para insectos susceptibles de contaminarse. Estas 

sustancias pueden ser conservadores de los utilizados en alimentos para el hombre o 

antibióticos (Singh y Bucher, 1971). Sikorowsky y col. (1980), utilizaron diversos 

tipos de compuestos para la esterilización de la superficie de huevecillos de diferentes 

especies de insectos. 

Las liberaciones aumentativas de insectos parasitoides para el control de plagas 

agrícolas han probado ser efectivas. Se ha comprobado que Catolaccus granáis es 

eficiente en el control del picudo del algodonero, pero un requisito fundamental es contar 

con grandes cantidades de insectos; lo cual no siempre se logra, ya que problemas 

inherentes a la producción masiva "in vivo" y problemas de contaminación por 

microorganismos en la cria masiva "in vitro" afectan la producción (Morales-Ramos y 

col. 1995; Guerra y col. 1994). 

Los avances logrados por Guerra y col. (1993, 1994) son anulados al menos en 

parte por la presencia de microorganismos contaminantes en la dieta y sistema de cria, 

resultando en menor calidad de los insectos y mayor costo de producción. 

Los microorganismos afectan el cultivo masivo de muchas especies de insectos y 

pueden destruir una colonia completa dependiendo de las especies presentes y de las 

medidas tomadas para eliminarlos. 

Varios factores pueden influir para que se presente este problema, entre ellos el 

origen de los insectos, los ingredientes utilizados en la dieta, etc. 



Aislar e identificar los microorganismos presentes, conocer su fuente de origen y 

determinar una fuente de control efectiva permitirá optimizar el sistema de cría masiva 

"in vitro" y obtener números suficientes de parasitoides de calidad y a bajo costo para el 

desarrollo de los programas de liberaciones aumentativas que contribuyan a controlar las 

plagas agrícolas y a disminuir la contaminación del medio ambiente. 

Los dos factores decisivos en la implementación de un programa de cría masiva 

de insectos "in vitro" son: primero, el costo de producción de los ectoparasitoides y 

segundo, encontrar un sistema ideal de protección contra la contaminación de todo el 

sistema de cría por microorganismos, por lo que en este estudio se efectuaron pruebas 

con la finalidad de hacer estas modificaciones y tuvieron como base investigaciones 

dirigidas a prevenir y controlar la contaminación de las dietas artificiales en sistema de 

cría. 



2.1 Uso de microbicidas para el control de microorganismos. 

Los parasitoides que han resultado ser más efectivos para el control de 

Anthonomus grandis Boheman son Bracon mellitor Say Himenóptera: Bracónidae y 

Catofaccus granáis Burks Himenóptera: Pteromalidae Pruebas de laboratorio y de 

campo de cría masiva y liberaciones aumentativas realizadas por King y col. (1995) 

llevadas a cabo en el Valle del Bajo Rio Grande, Texas y otras localidades de los Estados 

Unidos. Summy y col. (1992,1994) han demostrado la capacidad de C. granáis para 

parasitar al picudo del algodonero. En pruebas de campo en Brasil, C. granáis resultó ser 

el más eficiente para controlar a este picudo (Avelino y col, 1993), sin embargo, el uso de 

parasitoides está limitado por el alto costo de producción en masa y por los problemas 

tanto técnicos como económicos asociados con la cría "in vivo" del insecto plaga y del 

parasitoide (Nettles, 1990). 

Singh y House, (1970) revisaron los efectos de varios agentes microbicidas en 

dietas para insectos y comprobaron que causaban diversas alteraciones en el desarrollo 

larval y aumentaban la tasa de mortalidad. Singh y Bucher, (1971) reportaron los efectos 

de varios antimicrobiales mezclados-con dietas sintéticas en el desarrollo de Agria housei 

y describieron los daños causados a los insectos principalmente en el crecimiento y 

tiempo de desarrollo. Sikorowsky y col. (1980), utilizaron mezclas de antimicrobianos y 

arena u olote triturado en la superficie del medio de cultivo del picudo del algodonero 

para determinar su efectividad en el control de microorganismos contaminantes y 

reportaron que además de efectivos para el control de los microorganismos 

contaminantes no afectaron el desarrollo, producción de huevecillos, eclosión y 

producción de feromona 

De los químicos conocidos que tienen capacidad de eliminar microorganismos, 

los mas comunes son compuestos de cloro y sales cuaternarias de amonio. El cloro es 



efectivo contra un amplio rango de bacterias, hongos y algunos virus; los compuestos de 

amonio son fuertemente bactericidas. Martignoni y Milstead (1960), probaron dos 

compuestos de sales cuaternarias de amonio y reportaron que tenían buena actividad 

bactericida y baja toxicidad a mamíferos. 

Entre los fungicidas conocidos y menos tóxicos a insectos se encuentran los 

ditiocarbamatos y bencimidazoles. Los ditiocarbamatos son considerados poco 

específicos (Lyr, 1977), el grado de acción de estos productos es multifacético, por lo 

cual el hongo no desarrolla resistencia. El benomil ha sido reportado como inhibidor del 

desarrollo de diferentes especies de hongos, principalmente de los que se utilizan como 

agentes de control biológico aún en dosis ultrabajas (Horton y col, 1980) pero no existen 

reportes sobre su efecto en otros grupos de hongos ( Majchrowicz y Poprawsky, 1993), y 

variaciones en la sensibilidad "in vitro " de diferentes cepas de la misma especie de hongo 

han sido reportadas por OLmert y Kenneth (1974). GifFawasen y col (1977), probaron 

diversas sustancias fungicidas para el control de A. niger y encontraron que una cepa de 

este hongo era resistente a metilparabenzoato. Ludeman y col (1979), al probar otros 

fungicidas, incluyendo benomil, contra cepas de AspergiUus spp resistentes, encontraron 

que algunos eran efectivos, inhibiendo el crecimiento hasta por 14 días. 

2.2 Estimación de pérdidas. 

Más de 100 especies de insectos y ácaros son plaga del algodonero en los Estados 

Unidos de Norteamérica (Cross y Chestnut, 1968; King y col. 1995). De 1980al987, el 

daño atribuido a esos insectos y ácaros, a pesar de los esfuerzos para controlarlos fue de 

7.14%. En 1993, las plagas de artrópodos redujeron la producción de algodón en 

Estados Unidos de Norteamérica en 7% y se produjo la pérdida de 890,000 pacas y 

331'000,000 U. S. Dlls. en ingresos. Además, se invirtieron 586'000,000 de dólares en 

insecticidas para controlar las plagas. Así, el costo para controlar plagas fue de 

917'000,000 de dólares en 1993. Esto no incluye el altísimo costo de la degradación 

ambiental causada por la aplicación de 1.6 libras (ingrediente activo) de insecticidas 



químicos sintéticos por hectárea de algodón por año (King y col, 1995). Se considera 

que la mitad de las pérdidas en la producción de algodón en 1993 se debió a tres especies 

de plagas, destacando principalmente el picudo del algodonero. 

En México, el cultivo del algodonero es de gran importancia socioeconómica por 

la superficie de siembra, las divisas que genera y otros productos que se obtienen, por 

ejemplo aceites de su semilla y otros subproductos para alimentación animal. En 19S1 se 

sembraron en el territorio nacional 370,000 hectáreas en diversas zonas algodoneras del 

país, con una producción de 1'600,000 pacas .(INIA, 1981). En 1995, la superficie 

sembrada de algodón a nivel nacional fue de 165,000 hectáreas. La mayor superficie 

sembrada y cosechada en el periodo primavera-verano fue en Sonora. En el ciclo otoño 

invierno, la mayor superficie sembrada fue en Sinaloa. La producción anual fue de 

535,000 toneladas con pérdidas aproximadas del 10% ( SAGAR, 1995). 

En el territorio nacional, en 1981 se sembraron 85,000.00 hectáreas de chile con 

una producción de 500,000 toneladas de todas las variedades, de las cuales se exponó 

aproximadamente el 10%. En 1995, se reportó una producción de 782,000 toneladas a 

nivel nacional de una superficie sembrada de 68,280 hectáreas. Los principales problemas 

que se presentaron fueron causados por Phytophthora capsici y por Anthonomus 

eugenii, de lo cual resultaron pérdidas de aproximadamente 1% (SAGAR, 1995). 

2.3 Biología y hábitos de Anthonomus granáis. 

Anthonomus granáis es considerado como una de las plagas más destructivas en 

el cultivo del algodonero Se encuentra distribuido en todas las zonas algodoneras de 

México, a excepción de Mexicali, B. C. En la comarca lagunera solo se encuentra en 

algunos municipios esporádicamente y en algunas zonas de Chihuahua pocas veces causa 

daños de importancia (Bayer, 1986). 



Los adultos del insecto son de un tamaño promedio de 6mm de largo, con una 

probóscide que mide aproximadamente la mitad de la longitud del cuerpo. Las alas 

superiores son endurecidas y con estrías longitudinales. La característica más distintiva 

de la especie son las dos espinas que tiene en los fémures delanteros. Son de color café 

rojizo - amarillento, obscureciéndose al transcurso de los días de emergido el adulto 

(SAGAR.1995). 

Los insectos adultos pasan el invierno en plantas y arbustos silvestres, residuos de 

cosecha y en general en lugares bien protegidos, en la primavera se vuelven activos y las 

hembras fecundadas quedan listas para ovipositar, mientras que los machos se alimentan 

de las yemas terminales, botones florales y flores. Posteriormente, las hembras fecundadas 

hacen una perforación con su pico en los botones florales y ponen un solo huevecillo en 

cada perforación Upándola con una secreción pegajosa. Estos lugares son notorios 

porque se observa una pequeña protuberancia. Cada hembra puede ovipositar de 100 a 

300 huevecillos. Después de la incubación, emergen pequeñas larvitas que empiezan a 

comer el interior de las bellotas, provocando posteriormente la caída de las mismas. 

El desarrollo larvario lo efectúan en el interior de la parte atacada presentando 

tres estadios larvales siendo las larvas ápodas, curvadas y de color blanquecino, de 12 

mm de longitud, se transforman en pupas y posteriormente en el adulto que sale al 

exterior. Todo el ciclo biológico se completa en un promedio de 15 a 20 días, pero en 

climas muy cálidos y húmedos puede ser más corto (SAGAR, 1995). 

2.3. L Biología y hábitos de A eugenii 

El picudo del chile A, eugenii se alimenta en pocas especies de plantas. A. eugenii 

es considerado una plaga importante de espedes de Capsicum en el sureste de Estados 

Unidos de Norteamérica, Centroamérica, Hawai e islas del Caribe El adulto es de color 

negro, café o grisáceo con un promedio de longitud de 0.3 cm , con una espina fuerte en 

la mitad del fémur anterior; se alimenta de yemas y frutos y las hembras ovipositan en 



botones florales y frutos. Las larvas son ápodas con cabeza café, miden menos de 0.6 cm 

de largo. Se encuentran formando túneles en la masa de semillas en el centro de los chiles 

donde se alimentan, lo cual ocasiona la caída prematura del fruto y causa pérdidas que 

superan el 50% de la cosecha. A. eugenii presenta tres estadios larvales y múltiples 

generaciones por año. No ha sido reportada la diapausa en este picudo; lo cual indica 

que su rango está limitado a áreas con plantas hospederas del picudo que puedan 

albergarlo durante el invierno (Bayer, 1986). 

2.3.2 Biología Ecología y Comportamiento de Insectos Parasitoides 

Existe gran diversidad de relaciones entre los parasitoides y su hospedero desde el 

punto de vista ecológico y biológico (Thompson, 1986). 

Los himenópteros son parásitos en los cuales las etapas inmaduras o juveniles son 

parásitas de otros insectos o artrópodos, mientras que la etapa reproductiva adulta es de 

vida libre y se alimenta de mielecillas, néctares o desechos orgánicos de origen animal o 

vegetal. Sin embargo existen muchas especies parasíticas que deben alimentarse de los 

hospederos para poder producir huevecillos (Vinson, 1976). 

Los parasitoides presentan numerosas adaptaciones biológicas, morfológicas y de 

comportamiento que los distinguen tanto de las especies depredadoras como de las 

fitófagas Parasitoide es el término que se utiliza en la literatura entomológica para 

referirse a los insectos que parasitan a otros artrópodos y que generalmente atacan 

grupos de la misma categoría taxonómica o similar; sólo los estadios inmaduros tienen 

hábitos parasíticos, la diferencia de tamaño entre el parasitoide y su hospedero no es muy 

pronunciada y generalmente matan al hospedero al finalizar el desarrollo inmaduro o 

antes (Vinson, 1976). 



A los parasitoides que se desarrollan en el exterior del hospedero se les denomina 

ectoparásitos. Con frecuencia, las hembras de las especies ectoparasíticas paralizan 

temporal o permanentemente a sus hospederos. 

La forma de reproducción puede ser: teliotocas o exclusivamente 

partenogenéticas, produce sólo hembras; deuterotocas, partenogenéticas, puede producir 

machos; o arrenotocas facultativamente partenogenéticas. La oviposición y el desarrollo 

de los parasitoides puede iniciarse desde la etapa de huevecillo del hospedero. Por 

ejemplo, las especies de Trichogramma son parasitoides de huevecillos, las especies de 

Bracónidae lo son de huevecillo-larva, huevecillo-tiinfa o de adulto; las de Pteromalidae 

de larva, las de Ichneumómdae lo son de pupa. 

El proceso de selección se Ueva a cabo cuando hospedero y parasitoide coinciden 

temporal y espacialmente. La forma de localización es por medio de estímulos físicos y 

químicos (semioquímicos). La orientación se efectúa por medio de fotorreceptores, 

mecanorreceptores o quimiorreceptores. La regulación de la fisiología del hospedero se 

inicia al momento de la oviposición, cuando la hembra inyecta sustancias tóxicas para 

paralizar al hospedero al que modifican su ritmo normal de desarrollo. Esto permite 

que el ectoparasitoide aproveche al máximo los recursos nutricionales disponibles. 

(Thompson, 1985; Garza y Guerra 1992) 

2.4 Hospederos 

El picudo del algodonero evolucionó de Hampea spp., su hospedero ancestral en 

Centroamérica (Burke y col., 1986). La colonización subsecuente del algodón silvestre 

seguido del cultivo del algodonero en la costa este y tierras bajas de México proporcionó 

un puente al Valle Bajo del Río Grande y su expansión al norte, apoyado por la habilidad 

de sobrevivir el invierno en diapausa facultativa, le permitió escapar a sus enemigos 

naturales que habían coevolucionado con él. Los parásitos nativos del picudo del 

algodonero tienen un amplio rango de especificidad y por lo tanto no responden a las 



dinámicas de población como lo haría un parásito más especifico. Por ejemplo, Bracon 

melhtor aparece muy tarde en la temporada de cosecha como para mantener al picudo a 

niveles abajo del umbral económico. Algunos parásitos que atacan al picudo del 

algodonero y a la especie relacionada A. hunterii (Burks y Cate) en el sureste de México 

incluye Catolaccus granáis (Burks) C. hunteri (Crawford), Heterosphilus anmlatus 

(Marsh), H. megalopus (Marsh), Bracon compressitarsis, Urosigaiphus sckuarú 

(Gibson), Zatropis inceríus (Ashmead), Leiaps sp., Paracrias anthonomi (Woolley y 

ShaufE), Neaüolus sp., Phaneronoma sp., y Spilochakis sp., (Cate y col. 1990). Algunas 

de estas especies han sido cultivadas en el laboratorio. 

2.5 Cr ía de insectos. 

La cria de insectos ha sido la base para el descubrimiento y desarrollo de agentes 

de control biológico Ahora la tecnología ofrece nuevas herramientas para el 

descubrimiento e implementación de métodos de control de insectos. Los cultivos 

masivos de insectos juegan un papel preponderante en ese desarrollo y reflejan los 

cambios relacionados con las interfáses físicas, químicas y biológicas entre el insecto y su 

agente de control (Shapiro, 1986 Yazlovetsky, 1986). 

El desarrollo de tecnologías efectivas y económicamente factibles para cultivo 

masivo de insectos es una meta a lograr para el éxito de programas de biocontrol 

(Thompson, 1986). Shapiro (1986), asevera que a medida que se desarrollen nuevos 

agentes de control, el énfasis en investigación cambiará y en vez de usar compuestos 

orgánicos sintetizados y formulados por químicos se utilizarán productos orgánicos 

naturales sintetizados por organismos y formulados como componentes de esos mismos 

organismos. King y Powell (1992), señalan que se ha dado considerable atención al 

desarrollo de técnicas para producir insectos de calidad en grandes números y que la 

comercialización puede ser práctica solo para organismos seleccionados para los cuales 

se han desarrollado dietas adecuadas El cultivo artificial es el adelanto que permitirá la 

ampliación del uso de las técnicas de aumento para el control de plagas. 



£1 uso de dietas artificiales en programas de propagación masiva está limitado a 

pocas especies de depredadores y parasitoides. (Thompson, 1975). Aunque existen 

considerables avances en cultivo in vivo, no se han logrado en la misma medida en el 

cultivo in vitro (Thompson, 1986), debido a las complejas interacciones entre hospedero 

y parasitoide, especialmente en el caso de endoparasitoides que están altamente 

especializados y adaptados a su hospedero. 

De acuerdo a King y Hartley (1992), se han logrado avances en el cultivo in vitro 

de varios parasitoides, pero un sistema factible no ha sido desarrollado todavía, para 

cuando menos 22 especies de entomófagos que han sido cultivados in vitro, entre ellas, 

varias especies de himenópteros y dípteros. 

Los programas de liberaciones masivas para el control del picudo del algodonero 

y otras plagas que afectan a cultivos de importancia económica son prometedores, sin 

embargo, una limitante importante es el alto costo de la propagación masiva in vivo que 

requiere de la producción de insectos hospederos (Leppla y Guerra, 1989; Cate, 1987; 

Nettles, 1990). Una forma menos costosa es la producción masiva in vitro. Guerra, 

(1992), reportó por primera vez que B. mellitor y C. granáis podían ser cultivados in 

vitro en dietas artificiales preparadas con hemolinfa de distintos insectos, sin embargo, 

estas dietas tenían el inconveniente de ser caras y producían porcentajes bajos de insectos 

adultos. Guerra y col. (1993 ), cultivaron con éxito B. mellitor y C. granáis in vitro en 

una dieta artificial mejorada y sin componentes de insectos con la cual se obtuvieron 

poblaciones normales de adultos con capacidad de reproducirse 

2.6 Materiales utilizados para cría. 

La nutrición en insectos involucra muchos procesos metabólicos, fenómenos 

fisiológicos y ecológicos asociados con la selección natural que determinan cuáles SOQ 

los nutrientes esenciales para cada especie (House, 1961). 



Las dietas artificiales y el sistema de propagación in vitro facilitan enormemente el 

camino hacia la propagación masiva y hacen económicamente factible la cría de parásitos 

con calidad garantizada de acuerdo a King (1993). Hasta la fecha, ningún parásito 

evaluado ha tenido éxito para realizar el control biológico del picudo del algodonero y en 

la historia del control biológico ningún parásito de larvas se habia usado para controlar 

esta plaga. La cría masiva de insectos es el primer paso para estudiarlos ya que se 

necesitan grandes números para sustentar las investigaciones de su biología, fisiología y 

comportamiento. Mucho de su metabolismo, nutrición y comportamiento tío ha sido aún 

dilucidado o se conoce sólo en algunos grupos de insectos (King, 1993). 

Dietas de composición química conocida han sido formuladas para cría de 

ectoparasitoides. Thompson (1986), desarrolló una dieta que contenía 6% de proteina en 

una mezcla de 19 aminoácidos; 2% de carbohidratos, principalmente D-Glucosa; 0.25% 

de lípidos incluido colesterol y ácidos grasos y 0.25% de vitaminas, complejo B e inositol 

además de 0.5% de sales inorgánicas y logró cultivar con éxito ectoparasitoides del 

género Ichneumónidae. 

Guerra y Garza (1978), sustituyeron la caseína, harina de soya y germen de trigo 

utilizados como proteína estándar en dietas para Hehothis zea y H. virescens por el alga 

Spiruiina y encontraron que además de ser considerablemente más económica, el ciclo 

biológico y de reproducción fueron comparables con los obtenidos cuando se utilizaba la 

dieta estándar. 

2.7 Entomopatógeaos importantes. 

2.7.1 Virus. 

Los virus los cuales son patógenos 

Los que poseen inclusiones (pueden verse 

(visibles sólo al microscopio electrónico). 

a insectos se pueden catalogar en dos grupos: 

al microscopio de luz) y los que no las poseen 



Los VÍAIS entomopatógenos generalmente afectan a insectos vía digestiva, 

provocándoles infecciones agudas o crónicas que afectan a un tejido específico o a todo 

un sistema 

La vía de entrada común de los virus entomopatógenos es por ingestión de 

alimento contaminado. Otras vías posibles de transmisión son a través del huevecillo 

contaminado, transovárica o por parasitoides (Hukuhara, 1985). 

Las cuatro familias más importantes como entomopatógenos son: Poxviridae, 

Reovindae, Iridoviridae y Baculoviridae. Los correspondientes a ésta última son 

específicos de invertebrados y presentan alta especificidad; entre ellos se encuentran los 

virus de la poliedrosís nuclear y de la granulosis que son utilizados en gran escala en el 

control biológico 

2.7.2 Bacterias. 

Las características de las bacterias hacen que sean el tipo de microorganismos 

más abundantes asociado con insectos, ya sea interna o externamente y actuando como 

simbiontes, saprofitas o patógenas. Los dos tipos de bacterias capaces de causar 

enfermedad en insectos son las patógenas que causan infección si son ingeridas y las 

potencialmente patógenas u "oportunistas" que están ampliamente distribuidas y que 

pueden causar infección cuando el insecto está debilitado o en condiciones de tensión. 

Entre las bacterias patógenas se puede mencionar a especies de Bacilius, 

principalmente B. thuringiensis, Psetidomonas aeruginosa y Serrada marcescens entre 

otras. Enterobacter, Proteus y Staphyiococcus son consideradas potencialmente 

patógenas. 



Los hongos son los patógenos más frecuentes de insectos, esto probablemente se 

debe a su amplia distribución. Los hongos entomopatógenos afectan a una gran variedad 

de insectos acuáticos y terrestres lo mismo que a otros invertebrados y vertebrados. 

Aunque los hongos son los causantes de algunas de las primeras enfermedades conocidas 

en insectos (Poinar y Thomas, 1978 ) aún están inconclusos los estudios básicos de la 

mayoría de estos hongos. 

La mayoría de los hongos patógenos inician la infección por medio de esporas que 

penetran la cutícula del insecto y se ramifican al hemocele. Algunos hongos son 

específicos de hospedero o de etapa del insecto, mientras otros tienen amplio rango de 

hospederos. 

Las infecciones por hongos dependen principalmente de las condiciones de 

temperatura y humedad y de la presencia de grandes poblaciones. Entre los hongos 

entomopatógenos más importantes se encuentran Beauveria bassiana, hAelarrhizium 

anisopliae y Paecüomyces spp. Otros más específicos son Entomophthora spp., 

Massospora spp., Aspergillusflavus y A. ochraceus (Poinar y Thomas, 1978). 



De acuerdo a lo anterior se plantearon los siguientes objetivos. 

- Diseñar la metodología más adecuada para aislar e identificar microorganismos en dietas 

artificiales experimentales, cámaras y cuartos de cria del insectario y cámaras 

bioclimáticas asi como insectos criados en las condiciones estándar. 

- Identificar la flora microbiana presente en el sistema de cría de Catolaccus granáis con 

la finalidad de tomar las medidas necesarias para el control de dichos microorganismos. 

- Determinar el patrón de susceptibilidad a diversos antimicrobianos de las bacterias y 

hongos aislados. 

- Evaluar microbicidas en la dieta y en el sistema de cria masiva (equipo y materiales) 

para determinar cuáles podían prevenir la contaminación en la dieta y en el sistema de cria 

sin afectar el ciclo vital de los parasitoides. 

- Evaluar diversos materiales y sustancias utilizados en las cámaras de cría para reducir 

costos de producción al sustituirlos por otros de mayor costo que se utilizan actualmente 



Como actualmente los programas de liberaciones masivas resultan incosteables se 

postuló que: Al reducir la contaminación del material biológico y modificar algunos 

materiales en el sistema de cria seria económicamente posible desarrollar un programa 

regional de cría masiva a base de liberaciones aumentativas de ectoparasitoides para el 

control del picudo del algodonero y/o del picudo del chile en áreas extensas donde se 

presentan estas plagas. 

Una modificación apropiada en los materiales de cria y la dieta artificial así como 

un programa de sanidad para prevenir la contaminación microbiana en el insectario 

resultaría en una reducción en el costo de producción y en la implementación práctica y 

económicamente factible de un programa de aumento de estos parasitoides. 



Esta investigación se realizó en las Facultades de Agronomía y Ciencias 

Biológicas de la UANL, y en la Unidad de Investigaciones para el Control Biológico de 

Plagas, del Laboratorio de Investigaciones Agrícolas Subtropicales del Departamento de 

Agricultura de los Estados Unidos en Weslaco, TX como parte de un convenio 

cooperativo entre ambas instituciones. 

El material biológico utilizado en el presente estudio se obtuvo de poblaciones de 

picudo del algodonero criado en dieta artificial merídica y de poblaciones de Catolaccus 

granáis criadas "in vivo" sobre larvas de 3er. estadio de picudo del algodonero usando 

celdas de parafilm (Cate, 1987), y las condiciones de cría descritas por Guerra (1992), 

ambas cultivadas en el insectario de la Unidad de Control Biológico del Departamento de 

Agricultura de los Estados Unidos en Weslaco TX. 

5.1 Pruebas microbiológicas 

En este estudio se determinó el origen y tipo de posibles microorganismos 

contaminantes mediante muestreos para análisis microbiológico en diferentes sitios del 

sistema de cria de C. granáis, en material biológico, dietas y medio ambiente Cada una 

de las muestras se sembró en diferentes medios de cultivo para aislamiento, los cuales 

favorecen el crecimiento de cualquier tipo de microorganismo por contener todos los 

constituyentes escenciales para su desarrollo. Se hicieron resiembras para obtener 

cultivos puros de cada una de las bacterias aisladas y posteriormente se identificaron los 

microorganismos mediante siembra en medios diferenciales, los cuales consisten en 

medio de cultivo básico con ciertos reactivos o compuestos químicos adicionados con la 

finalidad de diferenciar las bacterias en base a sus características, morfología por medio 

de observaciones al microscopio, tinción y pruebas bioquímicas. 



Los sitios de muestreo fueron los siguientes: 

5.2.1 Material Biológico: adultos de parasitoides vivos, adultos de parasitoides 

muertos, larvas vivas de 3er. estadio de picudo, lavado de larvas vivas de 3er. estadio de 

picudo. 

5.2.2 Medios de Cultivo: Dieta estándar del picudo, dieta estándar del parasitoide, 

dietas estándar contaminadas que sirvieron de medio de cultivo a larvas de picudo y 

dietas estándar contaminadas que sirvieron de medio de cultivo a larvas de C. grandis 

por 6 y 12 días. 

5.2.3 Materiales del Sistema de cría: Cubierta de parafilm limpias y usadas en cámaras 

de cría para parasitoides y picudos, cubiertas de parafilm tratadas con hexano 

(estimulante de oviposición reportado por Guerra y col.,1994) interior de jaulas de cria, 

cámara de emergencia de adultos, puertas, pisos, paredes y mesas en cuartos de cria, 

muestras de aire obtenidas en cuartos del insectario usados para la cria de picudos y 

parasitoides. 

5.3 Metodología 

Se colectaron muestras de los puntos seleccionados del sistema de cria masiva de 

C. grandis (Figura 1) medíante el uso de hisopos estériles Para (as muestras de aire 

obtenidas del medio ambiente del cuarto de cría y del medio ambiente de laboratorio se 

utilizó una bomba de vacío por espacio de 30 min (Figura 2). Las muestras se sembraron 

en tubos conteniendo 2 mi de caldo caseína de soya (CCS) y se incubaron a 35gC/24h. A 

partir de cada tubo se sembró con asa bacteriológica por estría cruzada (Figura 3) en 

placas Petri conteniendo agar caseína de soya (ACS), agar MacConkey (AMC) y agar 



papa dextrosa (APD). Se incubaron a 35°C/24h., con excepción de las muestras 

sembradas en APD que se incubaron a 28 +-2°C/5 días. 

5 .3 .1 Aislamiento de bacterias y hongos. 

5.3.1.1 Bacterias.- Se siguieron las técnicas de Cowan y Steel (1982), Edwards y Edwin 

(1972), Finegold y Martin (1983) y Krieg y Hold (1984). Para confirmar la identificación 

de algunas cepas se realizaron pruebas rápidas API 20E y NFT (Merck). 

5.3.1.2 Hongos.- Utilizando hisopos estériles se sembró de cada sitio de muestreo en 

APD y se incubaron a 28-30°C durante 5 días. De las colonias aisladas se resembró en el 

mismo medio de cultivo en tubos inclinados y se incubaron por 5 a 10 días. Para la 

identificación de los hongos aislados en base a su morfología se hicieron observaciones 

directas al microscopio y de preparaciones hechas con lactofenol-azul de algodón (Figura 

4). Se hicieron microcultivos para ayudar a la identificación. (Henrici, 1946 según Verna y 

Herrero 1952 ) (Figura 5). La especie se determinó utilizando claves sistemáticas 

(Rapper y Fennelí, 1977, Barnett y Hunter, 1982). 

5.4 Identificación de bacterias 

Se utilizaron los métodos tradicionales (morfología, tinción de Gram y pruebas 

bioquímicas), y el sistema API-20E y API-NFT (Merck). 

A partir de cultivos puros de 24h. de incubación se hicieron frotis, se fijaron al 

calor y se tíñeron con la técnica de Gram. A los bacilos cortos Gram (-) se les hizo la 

prueba de oxidasa (utilizando clorhidrato de tetra-metil fenilén-diamina) y en base a los 

resultados obtenidos de esta pmeba se seleccionaron las pruebas bioquímicas que se 

realizarían. 



A las cepas oxidasa positivas se les determinó motilidad, producción de pigmento, 

oxidación-fermentación de glucosa y maltosa, utilización de citratos como única fuente de 

carbono, producción de indol, producción de acido sulfhídrico, acetil metii carbinol, 

crecimiento a 4°C y a 42°C, acción sobre diferentes carbohidratos y descarboxilación de 

la omitina. 

A las cepas oxidasa negativas se les determinó motilidad, rojo de metilo, 

producción de indol, producción de ácido sulfhídrico, acetil metil carbinol, utilización de 

citrato como única fuente de carbono, hidrólisis de la urea, descarboxilación de la Usina y 

omitina, desaminación de la fenil alanina y oxidación-fermentación de la glucosa. Se 

utilizaron los sistemas API-20E y API-NFT (Merck) para corroborar los resultados. 

5.5 Pruebas de Sensibilidad 

Entre los grupos de bacterias que presentan patrones variables de susceptibilidad 

se encuentran las enterobacterias, bacilos Gram (-) no termentadores. Las pruebas de 

susceptibilidad "in vitro" pueden ser cuantitativas (se mide la mínima concentración 

capaz de inhibir el desarrollo de las bacterias) o semicuantitativas (las cepas se clasifican 

en resistentes o susceptibles). 

Para determinar el patrón de susceptibilidad de las bacterias aisladas del sistema 

de cría masiva de C. granáis a diversos agentes antimicrobianos (impregnados en 

sensidiscos), se realizaron pruebas de sensibilidad "ut vitro" semicuantitativas con la 

finalidad de tomar medidas efectivas para su control. A partir de cada cepa bacteriana se 

inocularon 5 mi de caldo soya tripticasa (CST), se incubaron a 35°C durante 2 a 5 h. y 

se ajustó la turbidez al tubo 2 del nefelómetro de MacFarland. Se humedeció un hisopo 

de algodón estéril en la suspensión, se quitó el exceso presionando y girando el hisopo 

sobre la pared interna del tubo y se sembró sobre la superficie del agar (AST) para 

obtener un inoculo uniforme. Después de 3 a 5 minutos para permitir el secado del 



inoculo se tomaron [os sensidiscos con pinzas estériles y se colocaron presionando 

ligeramente para asegurar el contacto con la superficie. 

Las cajas petri se invirtieron después de 15 minutos de haber colocado los 

sensidiscos y se incubaron a 35°C durante 16 a 18 horas. 

La medición de los halos de inhibición se hizo con la plantilla disenada para este 

propósito según el fabricante y se clasificaron las cepas en resistentes (R), intermedias (I), 

o susceptibles (S) dependiendo del diámetro del halo de inhibición. El procedimiento se 

repitió para cada una de las 23 cepas obtenidas de 21 sitios del sistema de cría masiva de 

Catoiaccus granáis La simbología de los antimicrobianos utilizados es la siguiente: 1.-

SXT= Triraetoprim; 2.-AK= Amikacina; 3.- AM= Ampicilina; 4.- CB=Carbencilina, 5.-

CF= Cefalotina, 6.-CTX= Cefotaxima; 7.- CRO = Cefiriaxona, 8 - CL= Cloranfenicol; 9.-

GE= Gentamicina; 10.- NET = Netilmicuia; 11.- NF = Nitrofurantoina; 12.- PEF= 

Peftoxacina. 

5.6 Contaminación de huevecillos 

Uno de los factores limitantes que influye negativamente en los sistemas de 

cultivo masivo "in vitro" de parasitoides es la presencia de contaminantes en los 

huevecillos que se implantan sobre la dieta. 

Con el objeto de prevenir la contaminación de larvas recién emergidas de 

parasitoides, durante este estudio se desarrolló una técnica para la desinfección superficial 

de los huevecillos de C. granáis. En estas pruebas se evaluaron cuatro sustancias 

desinfectantes que se probaron en tres tiempos de contacto y cuatro concentraciones 

diferentes. Las sustancias utilizadas fueron: iodo al 0.63%, 1.25%, 2.0%, y 2.5%.; sulfato 

de cobre al 2, 4, 8, y 16%: hipoclorito de sodio al 0.5, 0.75, 10 y 2% y etanol al 50, 60, 

70 y 80% considerándose como muy baja, baja, media y alta. Los tiempos de contacto a 

estas sustancias fueron 60, 120 y 180 segundos. Los huevecillos se lavaron 



individualmente en cada sustancia, concentración y tiempo seleccionados, Se utilizaron 

cajas multiwell de 24 orificios, en cada orificio que contenia O S mi de la dieta estándar 

se colocó un huevecillo y se consideró como la unidad experimental Se hicieron 48 

repeticiones para cada combinación y en estas pruebas se determinó el efecto de las 

concentraciones de estas sustancias sobre los microorganismos contaminantes, daño a los 

buevecillos, eclosión y desarrollo larval subsecuente. 

5.7 Evaluación de conservadores adicionados a la dieta estándar del parasitoide. 

Se sustituyeron los microbicidas presentes en la dieta estándar para C. granáis 

(Guerra y col. 1993) por las siguientes mezclas de conservadores: benzoato de sodio 

0.01% - propionato de sodio 0.032% (dietal) y sorbato de potasio 0.032% - propionato 

de sodio 0.032% (dieta 2). Dichas dietas fueron administradas a parasitoides provenientes 

de huevecillos no tratados y tratados con iodo, NaClOs, CuSOa y etanol, donde C. granáis 

provenientes de huevecillos no tratados con iodo que fueron alimentados con la dieta 

estandar se consideraron como testigo. La evaluación del efecto de los conservadores se 

determinó después de incubar los huevecillos a 28°C durante 14-16 días, tiempo 

necesario para que se llevara a cabo el ciclo completo del parasitoide. La evaluación 

comprendió la observación de la eclosión de los huevecillos, la emergencia de adultos y la 

cuenta de bacterias y hongos en la dieta.Para cada tratamiento se utilizaron dos cajas 

multiwell con 24 pozos cada una . En cada orificio que contenía 0.5 mi. de dieta estandar 

en un extremo se implantó un huevecillo en la porción seca del orificio y se consideró 

como la unidad experimental, obteniéndose un total de 48 repeticiones por mezcla. 

5.8 Evaluación de varios microbicidas para el control de microorganismos aislados 

del sistema de cría de C granáis. 

El material biológico utilizado en este estudio consistió en 13 cepas de bacterias 

(Pseuáomonas flourescens,7> cepas, P. aeruginosa. 1 cepa, Citrabacter freunáii, 3 cepas, 

Enterobacter agglomerans, 3 cepas, Aeromonas hyárophila, 2 cepas, Saimoneila sp. 1 



cepa) y 4 cepas de hongos (AspergíMus niger, A. flavus, Penicillium sp. y Rhizopus sp.) 

aisladas e identificadas del sistema de cría masiva de C. granáis con las cuales se 

realizaron pruebas "in vitro" utilizando dos desinfectantes: dióxido de cloro y sales 

cuaternarias de amonio y dos fungicidas: benomil y mancozeb; los primeros se probaron 

contra bacterias y hongos y los últimos sobre hongos solamente. 

5.8.1 Acción bactericida del ClCh y de las sales cuaternarias de amonio 

Para conocer la acción germicida del dióxido de cloro y de las sales cuaternarias 

de amonio sobre las bacterias aisladas del sistema de cría masiva de C. granáis, se 

determinó la concentración mínima inhibitoria (CMI) de dichas sustancias en tres 

tiempos: 1, 5 y 10 rain, respectivamente, se probaron concentraciones desde 25 hasta 

1000 ppm para el dióxido de cloro y de 10 a 450 ppm para las sales cuaternarias de 

amonio. Todas las pruebas se corrieron a 28°C y la temperatura de incubación fué de 

35°C. 

5.8.1.1 Preparación de las diluciones para los tubos de prueba. 

Se prepararon diluciones de ClCh de 25, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 

450, 500, 550, 600, 700, 800, 900 y 1000 ppm. Se realizaron pruebas con 13 cepas 

aisladas en el sistema de cría de C. granáis. Las cepas probadas fueron de las siguientes 

bacterias: Psueáomonas flourescens, P aerugrnosa. Citrobacter freunáii, Enterobacter 

agglomerans, Aeromonas hyárophiia y Salmonella sp. Para cada concentración y cepa 

se utilizó una dilución de la bacteria en solución amortiguadora y se ajustó al tubo 1 del 

nefelómetro.(Figura 8 ). Se tomaron 0 2 mi. de la dilución y se colocaron en un tubo con 

5 mi. de la concentración a probar . Al término de cada tiempo (1, 5, 10 min.) se tomó 

una gota con asa bacteriológica y se sembró en tubos conteniendo 2 mi. de CST. Se 

efectuaron tres repeticiones y se incubaron a 35°C durante 24h. observándose 

posteriormente para determinar su turbidez. La tuibidez es indicativa de crecimiento 



bacteriano y la prueba se considera positiva. La ausencia de turbidez indica que no hubo 

crecimiento bacteriano por lo que se considera negativa (el tratamiento fue efectivo). 

5.8.1.2 Efecto "in vitro" de cuatro sustancias fungicidas en d crecimiento de 

hongos encontrados en el sistema de cría masiva de C granáis. 

Para determinar la capacidad de controlar hongos contaminantes aislados del 

sistema de cría masiva de C. granáis se utilizaron 4 sustancias, 2 desinfectantes: dióxido 

de cloro y sales cuaternarias de amonio y dos fungicidas: benomil (benzimidazol 

carbarnato) y mancozeb (etilen-bis-ditiocarbamato+oxicloruro de cobre). Se preparó una 

solución patrón de cada sustancia y se hicieron diluciones para obtener las 3 

concentraciones utilizadas: 100, 200 y 300 ppm. Los fungicidas se utilizaron a la 

concentración recomendada por el fabricante y a una dilución 10 veces menor. Las 

diluciones se hicieron con agua destilada estéril, 5 mi. de cada concentración fueron 

mezclados completamente con un litro de Sabouraud dextrosa agar (SDA) esterilizado en 

autoclave y a 45°C y 15 mi de la mezcla fueron vertidos a cajas petri desechables . Se 

utilizaron cajas petri con SDA como testigo El inoculo fresco se obtuvo de cajas petri 

con SDA que fueron incubadas a 25°C durante dos semanas. Las esporas se colectaron 

de la superficie de los cultivos por raspado y suspensión de las esporas en agua destilada 

estéril. La viabüidad de las esporas de cada hongo se determinó de acuerdo al método 

descrito por Majchrowitz y Poprawsky, (1993), y se cuantificó utilizando una cámara 

cuentacélulas (fig. 10 ). La tasa de germinación fué de 95% para todos los hongos 

probados. Un alícuota de 0 1 mi. de una suspensión acuosa que contenía 500+/- esporas 

viables fué depositada en el centro de cada caja . Los hongos utilizados en este estudio 

fueron: Aspergiilus niger. A. flavus, Peniciüum sp. y Rhizopus sp. Cada tratamiento fue 

por cuadriplicado. Los cultivos se incubaron a 28°C +/-2°C durante 14 días y se 

revisaron a los 3, 5, 7 y 14 días respectivamente. La incubación para cada sustancia se 

hizo por separado para evitar que productos volátiles de una sustancia pudieran 

influenciar el crecimiento de los hongos en otro tratamiento o en el testigo. 



5.9 Evaluación de materiales para proteger las oviposiciones y colectar los 

huevecillos de los parasitoidea 

En el sistema de propagación "in vitro " de C. granáis se utiliza una cubierta de 

parañlm para proteger las oviposiciones de los parasitoides en las cámaras de cría y al 

mismo tiempo sirve como artefacto para colectar los huevecillos. Con el objeto de 

aumentar la eficiencia y reducir los costos de producción la membrana de Parafilm que se 

utiliza en el sistema tradicional para cubrir las cámaras de cría se sustituyó por tres tipos 

de membranas comerciales, una de jiolietileno para uso en homo de microondas, una de 

plástico delgado adherible de uso general y finalmente una de papel encerado.La 

característica en común que tienen estas membranas respecto a la estándar es que son de 

uso doméstico, de bajo costo y pueden conseguirse fácilmente. Las pruebas consistieron 

en utilizar las membranas experimentales para cubrir las cámaras de cría de este 

parasitoide o sea placas Multiwell del tipo utilizado para cultivo de tejidos que contenían 

la dieta estándar. Las cámaras cubiertas con las diferentes membranas impregnadas con 

un atrayente de oviposición (Guerra y col. 1994) se introdujeron por separado en jaulas 

de plástico transparente de 31x41x31cm. Cada cámara contenia aproximadamente 350 

hembras grávidas . Transcurridas 4 horas se hizo un recuento total de huevecillos por 

cámara. En este estudio se utilizó una cámara Multiwell de 24 pozos por tratamiento y 

cada tratamiento fue repetido 15 veces. 

5.10 Análisis de la información 

Una vez concluido el trabajo experimental, se organizaron los datos obtenidos de 

los distintos parámetros evaluados y se procedió a su análisis estadístico. A los resultados 

obtenidos se les aplicó análisis de varianza, de acuerdo al diseño experimental de bloques 

al azar y comparación de medias según Tukey. 



Figura 1. Sistema de cría "in vi tro" de Catolaccus granáis. 
a. (apa removida de la caja multhvcll. b. dieta introducida y caja cubierta con boja 
de Parafilm. c. aplicación de estimulante de oviposición (en aerosol) sobre la superficie externa 
del Paralilm. d. caja cubierta con la lapa original y sellada con banda de Paraíilm después de 
eliminar la boja de Parafílm. e. parasitoide oviposilando. 
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Figura 5. Cámara de Henrici. 



6.1 Pruebas Microbiological. Microorganismos aislados. 

Las bacterias y hongos aislados e identificados en los 21 sitios de muestreo del 

sistema de cria de C. granáis fueron: Pseudomonas aeruginosa, P. ßourescens, 

Citrobacter freundii, Salmonella sp., Serratia marcesens, Micrococcus sp., 

Enterobacter aggtomerans, Aeromonas hydróphila .Flavobacterium sp., Penicillium sp., 

Rhizopus sp., Beauveria bassiana, Kfetharrhizium sp., Aspergillus flavus, A. niger, A. 

glaucus, y A. ochraceus. En la tablas 1 y 2 se presenta una relación de los 

microorganismos identificados y sirios de aislamiento. Varias especies de bacterias 

aisladas e identificadas en este estudio como P. aeruginosa y Salmonella sp. son de 

origen humano, otras especies son potencialmente patógenas a insectos como Serratia 

sp., lo mismo que algunas especies de hongos como Beauveria bassiana y Metarrhizium 

sp., que han sido reportados como patógenos a insectos e incluso son utilizadas en 

control biológico con este fin. ( Sikorowsky y Lawrence, 1994) 

6.2 Sensibilidad de las bacterias aisladas a diversos agentes antimicrobianos 

En la Tabla 3 se observan los resultados de las pruebas de sensibilidad y 

resistencia de las bacterias a los antimicrobianos. Para cada una de las 9 especies de los 8 

géneros de bacterias aisladas e identificadas del sistema de cria masiva de Catolaccus 

granáis se reportan varias cepas. La sensibilidad a los antimicrobianos de un mismo 

género de bacteria obtenido de diferentes sitios fue variable, asi como la sensibilidad de 

diferentes géneros de bacteria obtenidos de un mismo sitio. Los resultados de 

sensibilidad de las bacterias a los 12 antimicrobianos probados fueron los siguientes: 

Pseuáomonas (2/12) en todos los lugares donde se detectó; Aeromonas (3/12) en cuarto 

de cría del parasitoide, Salmonella (4/12) en dieta del parasitoide y piso del cuarto de 

cria; Enterobacter (6/12) en medio ambiente del cuarto de cría y Citrobacter (7/12) en 



TABLA 1. Bacterias aisladas del sistema de cria masiva de Cstoiaccus grandis: 
(Burks) algunas de ias cuales son consideradas patógenas de insectos. 

BACTERIAS 

Aeromonas hydrophila** 

Citrobacter freundii 

Enterobacter agglomerans* 

Micrococcus sp 

Pseudomonas aeruginosa** 

P. fluorescens** 

Salmonella sp* 

Serratia marcescens* 

Flavobacterium sp 

Sitio de aislamiento 

Dieta estándar (resiembra) 
Dieta estándar (seis días) 
Parasrtoides lavados 
Larvas de picudo lavadas 

Cajas de cría 
Mangas para manipulación 
Cámaras de emergencia 

Mangas para manipulación 
Medio ambiente cuadro de cría 
Dieta estándar (12 días) 
Mesas de cría 

Larvas de picudo 

Cajas de cría 
Cámaras de emergencia 
Medio ambiente de laboratorio 

Cajas de cría 
Dieta de picudo 

Cuarto de cría 
Dieta estándar 

Dieta estándar 

Sistema de cría 

* Potarte ¡alrrwnte patógenas 
*' Patógena 



TABLA 2. Hongos aislados del sistema de cría masiva de Catolaccus granáis: 
(Burksl algunos de los cuales son considerados patógenos de insectos. 

HONGOS 

Aspergillus niger 

Penicillium sp.* 

Aspergillus glaucus 

A. flavus* 

A. ochraceus" 

Rhizopus sp.* 

Metaritiizuim sp . " 

Beauvería bassiana" 

* Potencialmente patógeno. 
** Patógena. 

Sitio de aislamiento 

Medio ambiente de laboratorio 

Medio ambiente de laboratorio 

Dieta estándar 

Dieta estándar 

Dieta estándar 

Dieta estándar 

Dieta del picudo 

Dieta del picudo 



SENSIBILIDAD A OFERENTES ANTIMICROB1ANOS DE BACTERIAS AISLADAS 
DE UN SISTEMA DE CRIA MASIVA DE CATOLACCUS GRANDIS. 

BACTERIA CEPA ANTIMICROBIANO' 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

I S S R S R R S S S S R l 
II S S R R R R R R S S R l 

AEROMONAS III R S R S R R R I R S R R 
HYDROPHILA IV S S R I R S S I S S R I 

V I I S I I R R S R R S I 
VI I R R S R R R S R R R R 

CITROBACTER I S S S S R S S S S S R l 
FREUNDII II S S R S R S S S S S R I 

III I I R S R S S R S S R I 

PSEUDOMONAS I I R R R R R S R R R R I 
FLUORESCENS 

I R S R R R R R R S S S I 
PSEUDOMONAS II S S R S R S S S S S R l 

AERUGINOSA Kl I I S S R R R S S S S t 
IV R R R R R S R R S S R I 

I I I R S R S S R S S R I 
ENTEROBACTER II I S R R R R R S S S R I 
AGGLOMERONS III I S I R R R R S I S S I 

IV S R R S R R S S R S R I 

MICROCOCCUS SP. I S S R R R S R S S S S I 
II R R R S R R R S S S S I 

SERRATIA SP. I S S S S R S S S S S R l 

FLAVOBACTERIUM SP. I I I S I I R R S R S S I 

SALMONELLA SP. I R S R S R R R S S S S 1 
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cámaras de emergencia del parasitoide. Amikacina y Netilmicina fueron los 

antimicrobianos a los que todas las bacterias aisladas fueron sensibles. 

6.3 Contaminación de huevecillos. Efecto de diferentes substancias desinfectantes 

sobre la flora bacteriana presente en los huevecillos del parasitoide. 

Los resultados de la evaluación de las sustancias desinfectantes que se probaron 

en diferentes tiempos y concentraciones se muestran en las tablas 4, 5, 6 y 7 y figuras 6 a 

18 (página 62). El análisis bacteriológico del líquido obtenido del lavado de los 

huevecillos comparado con el testigo (Figura 9) mostró que el iodo 0 63%! 1 min. fue el 

más efectivo para reducir el numero de microorganismos contaminantes no produce 

daños a los huevecillos ni afecta la eclosión. De las cuatro sustancias desinfectantes 

probadas, comparadas con el testigo, el iodo a 0.63% con un minuto de exposición fue la 

sustancia más efectiva para reducir la flora bacteriana presente Con el hipoclorito, el 

mayor porcentaje de eclosión se obtuvo cuando se utilizaron las concentraciones 0.5% y 

0.75% y tiempos 60 segundos y 120 segundos. Con las concentraciones más altas se 

observó daño a larvas recién emergidas. Con el sulfato de cobre fue más efectiva la 

concentración 2% en todos los tiempos, las otras concentraciones fueron efectivas pero 

se observaron daños a huevecillos y a larvas recién eclosionadas. La eclosión comparada 

con el testigo cuando se utilizó alcohol etílico en el tiempo de 60 segundos y la 

concentración de 70% y tiempo de 120 segundos y concentración 80% fue mayor. El 

alcohol etílico fue el menos efectivo para el control de bacterias en todos los tiempos de 

las concentraciones 50% y 60%. 

El análisis multifactorial para determinar el efecto en la eclosión de huevecillos de 

C. granáis de las sustancias utilizadas en diferentes tiempos y concentraciones muestra 

diferencia significativa en los factores sustancia, tiempo y concentraciones y en la 

interacción de estos factores. (Tabla 8). Los promedios de eclosión para las diferentes 

sustancias, concentraciones y tiempos se muestran en la Tabla 9. Para la concentración 

muy baja, el mayor promedio de huevecillos eclosionados se registró cuando se utilizaron 



el iodo y el sulfato de cobre en los tiempos 60 y 180 segundos, el menor promedio fue 

para el alcohol etílico. 

Cuando se utilizó la concentración baja, hipoclorito y sulfato de cobre tuvieron el 

mayor promedio de eclosión en los tres tiempos, con alcohol etílico la eclosión fue 

menor. Con la concentración media, se observó mayor eclosión con el sulfato de cobre 

en el tiempo de 120 segundos. Con la concentración alta, la mayor eclosión se obtuvo 

cuando se utilizó alcohol etílico (120segundos) y con el iodo (60 segundos), con el 

sulfato de cobre (120 segundos y alcohol etílico (180 segundos) se observó la menor 

eclosión. 

TABLA 4 

ACCION GERMICIDA DEL IODO SOBRE LA FLORA BACTERIANA PRESENTE EN 
HUEVOS DE Catolaccus grandis (AGUA DE ENJUAGUE) EN DIFERENTES TIEMPOS 

Y CONCENTRACIONES. 

TIEMPO DE CONCENTRACION % UFC/ml ACCION ECLOSION % 
EXPOSICION SEG GERMICIOA % 

60 2.50 0 100.00 70 
60 2.00 0 100.00 40 
60 1.25 20 99.63 50 
60 0.63 20 99.63 96 
120 2.50 15 99.72 60 
120 2.00 15 99.72 40 
120 1.25 20 99.63 45 
120 0.63 20 99.83 73 
180 2.50 20 99.83 35 
180 2.00 20 99.63 46 
180 1.25 20 99.83 59 
180 0.63 20 99.83 85 



ACCION GERMICIDA OEL SULFATO DE COBRE SOBRE LA FLORA 
BACTERIANA PRESENTE EN HUEVECILLOS DE Cafofaccus grandis (AGUA 

DE ENJUAGUE) EN DIFERENTES TIEMPOS Y CONCENTRACIONES 

TIEMPO DE CONCENTRACION % UFC/ml ACCION ECLOSION % 
EXPOSICION SEG. GERMICIDA % 

60 18.00 40 99.26 45 
eo 9.00 40 99.26 60 
eo 4.00 10 99.81 95 
60 2.00 10 99.81 90 
120 18.00 Q 100.00 20 
120 9.00 40 99.26 80 
120 4.00 10 99.81 70 
120 2.00 10 99.81 80 
180 18.00 0 100.00 20 
160 9.00 40 99.26 50 
150 4.00 10 99.81 80 
180 2.00 10 99.81 90 

TABLA 6 

ACCION GERMICIDA DEL HIPOCLORITO SOBRE LA FLORA BACTERINA 
PRESENTE EN HUEVECILLOS DE Catoiaccus grandis (AGUA DE ENJUAGUE) 

EN OIFERENTES TIEMPOS Y CONCENTRACIONES. 

TIEMPO DE ACCION 
EXPOSICION SEG. CONCENTRACION % UFC/ml GERMICIDA % ECLOSION % 

60 2.00 40 99.26 60 
60 1.50 40 99.26 40 
60 0.75 36 99.34 75 
60 0.50 36 99.34 60 
120 2.00 20 99.63 30 
120 1.50 20 99.63 35 
120 0.75 36 99.34 75 
120 0.50 40 99.26 60 
180 2.00 20 99.63 20 
180 1.50 20 99.63 40 
180 0.75 36 99.34 65 
180 0.50 36 99.34 90 



ACCION GERMICIDA DEL ALCOHOL ETILICO SOBRE LA FLORA BACTERIANA 
PRESENTE EN HUEVECILLOS DE Catofaccus grandis (AGUA DE ENJUAGUE) 

EN DIFERENTES TIEMPOS Y CONCENTRACIONES. 

TIEMPO DE CONCENTRACION % UFC/ml ACCION ECLOSION % 
EXPOSICION SEG. GERMICIDA % 

60 80.00 21 99.61 60 
60 70.00 12 99.77 55 
60 60.00 5400 0.00 55 
60 50.00 5400 0.00 55 
120 80.00 21 99.61 85 
120 70.00 12 99.77 45 
120 60.00 5400 0.00 45 
120 50.00 5400 0.00 45 
180 80.00 21 99.81 30 
180 70.00 12 99.77 45 
180 60.00 5400 0.00 55 
180 50.00 5400 0.00 50 

TABLA 8 

Análisis de varianza de los datos de eclosión de los huevecillos de C. grandls después 
de utilizar cuatro microDicidas en cuatro concentraciones y tres tiempos diferentes. 

FV GL SC CM F P>F 

FACTOR A 3 5136.937500 1712.312500 274.8863** 0.000 
FACTOR B 2 1500.593750 750.296875 120.4490** 0.000 
FACTOR C 3 18934.875000 6311.625000 1013.2375** 0.000 
A X B 8 1341.093750 223.515625 35.8821** 0.000 
A X C 9 19082.187500 2120.243164 340.3735** 0.000 
B X C 6 4349.656250 724.942688 116,3788** 0.000 
A X B X C 18 6508.656250 361.592010 58.0482** o.ooo 
ERROR 96 598.000000 6.229167 
TOTAL 143 57452.000000 

~ ALTAMGVTC SIGNIFICATIVO. 



Análisis de las medias de tratamientos de la interacción de: sustancias, tiempos, 
y concentraciones y su relación con huevectllos de C. gratáis. 

TIEMPO CONCENTRACION 
SUSTANCIA (SEGUNDOS) MUY BAJA BAJA MEDIA ALTA 

IODO 60 96 50 40 70 
120 73 45 40 59 
160 84 59 46 38 

HIPOCLORITO 60 61 75 40 58 
120 60 74 31 30 
180 88 84 40 20 

SULFATO DE 60 91 93 60 45 
COBRE 120 82 72 73 20 

180 86 93 56 41 

ALCOHOL 60 55 55 55 58 
ETILICO 120 45 45 45 83 

180 50 53 43 35 

njK£Y=í4 
NOTA. Sf E N LA TABLA LA DIFERENCIA DE D O S MEOIAS E S MAYOR Q U E 7 4, E N T O N C E S L » S MECHAS SOM D I F E R E N T E S C C H U N fUVEL 

DE S C N I F I C A N C I A O E 0 0 5 

El análisis de varianza del crecimiento de bacterias en relación a 4 

concentraciones de microbicidaa en 3 tiempos diferentes que fueron utilizadas para el 

lavado de huevecillos de C. grandis indicó diferencia significativa para los factores 

sustancia, tiempo y concentraciones y para la interacción de estos factores. (Tabla 10) 

El análisis de los promedios de colonias de bacterias que crecieron (Tabla 11) 

muestra que el número de colonias de bacterias fue mayor cuando se utilizó alcohol 

etílico en los tres tiempos y menor cuando se utilizó iodo, hipoclorito y sulfato de cobre 

en las concentraciones baja y muy baja. 



Con la concentración media se observó el mayor promedio de crecimiento de 

colonias de bacterias cuando se utilizó sulfato de cobre en los 3 tiempos e hipocloríto en 

el tiempo de 60 segundos. El promedio de crecimiento en iodo e hipocloríto en el tiempo 

de 180 segundos fue similar al observado en alcohol etílico (60 segundos) e hipocloríto 

(120 segundos). El menor promedio de crecimiento de colonias de bacterias se obtuvo 

con el iodo (60 y 120 segundos) y con el alcohol etílico (120 y 180 segundos). Cuando se 

utilizó la concentración alta, el mayor crecimiento de colonias de bacterias se observó 

cuando se utilizó iodo, hipocloríto y alcohol etílico (180 segundos) pero no fue diferente 

estadísticamente de hipocloríto (120 y 180 segundos) sulfato de cobre y alcohol etílico 

(60 segundos) y sulfato de cobre (120 yl80 segundos). 

El iodo en todas las concentraciones y tiempos fue el que permitió mayor eclosión 

de huevecillos de C. granáis aunque con el hipocloríto hubo efectos similares en algunas 

de las concentraciones y tiempos. El crecimiento bacteriano en los tratamientos con las 

mismas sustancias fue menor cuando se utilizó sulfato de cobre pero dado que daña 

significativamente a los huevecillos no se considera el más efectivo a diferencia del iodo 

que además de no afectar la eclosión inhibe el crecimiento de colonias de bacterias en 

forma importante. 

TABLA 10 

Análisis de varíanza del número de colonias despues de utilizar 4 microbicidas en 
4 concentraciones y 3 tiempos diferentes para el lavado de hueveemos de Catolaccus 
grandis, 

FV GL SC CM F P > F 

BLOQUES 2 88.0000 44.0000 13.9730 0.005 
FACTOR A (SUSTANCIAS) 3 194839.0000 6494.0000 2062.0000 ** 0.002 
FACTOR B (TIEMPO) 2 240.0000 120.0000 38.1081 0.000 
FACTOR C (DOSIS) 3 65251.0000 2175.0000 69072.0000 ** 0.000 
A X B 6 1928.0000 321.0000 102.0450 0.000 
A X C 9 19559.0000 217333.0000 69017.5000** 0.000 
B X C 6 872.0000 112.0000 35.5676 0.000 
A X B X C 18 3272.0000 181,0000 57.7267 0.000 
ERROR 94 296.0000 3.1489 
TOTAL 143 45569.0000 

- ALTMWENTC M W n C A T N O 



Análisis de las medias de tratamientos de la interacción de*, sustancias, tiempos 
y concentraciones de colonias de bacterias que crecieron despues de utilizar diversos 

tratamientos para el lavado de hueveciilos de C. grandis. 

TIEMPO CONCENTRACION 
SUSTANCIA (SEGUNDOS) MUY BAJA BAJA MEDIA ALTA 

IODO 60 20 20 0 0 
120 20 20 15 15 
180 20 20 20 20 

HIPOCLORITO 60 36 36 40 40 
120 40 36 20 20 
180 36 36 20 20 

SULFATO DE 60 10 10 40 40 
COBRE 120 10 10 40 0 

180 10 10 40 0 

ALCOHOL 80 5400 5400 12 21 
ETILICO 120 5400 5400 12 21 

180 5400 5400 12 21 

T\1KET=1 .9 

NOTA. $1 E N LA TABLA LA O F 3 1 E N C I A O E D O S MEDIAS E S M A Y O S Q U E 7 .4 , E N T O N C E S LAS M E D U S S O N C A B I E N T E S C O " UN M«/GL 
C E SIGNIFICANCIA OE 0 OS 

6.4 Evaluación de conservadores adicionados a la dieta estándar del parasitoide. 

De acuerda al análisis de varíanza de los datos de eclosión de huevecillos de C. 

grandis (Tabla 12) solo el factor dietas fue estadísticamente significativo. La Tabla 13 

muestra que el mayor promedio de eclosión correspondió a los huevecillos que fueron 

colocados en la dieta sorbato de potasio-propionato de sodio (dieta 2). Los promedios de 

eclosión de las dietas benzoato de sodio.propionato de sodio (dieta 1) y estándar no 

difirieron estadísticamente entre sí. 



Análisis de varianza de los datos de eclosión de huevecillos de C. granáis 
tratados y no tratados con lodo 0.063% / 1 min colocados en tres dietas con 

diferentes combinaciones de inhibidores. 

FV GL SC CM F P>F 

BLOQUES 
FACTOR A (DIETAS) 
FACTOR B (CON Y SIN 
INTERACCION (A X B) 
ERROR 
TOTAL 

2 2.779297 1. 
2 395.111328 197. 
1 0.890625 0. 
2 21.777344 10. 

10 35.886719 3. 
17 456.445313 

389646 0.3872 0.693 
555664 55.0498 " 0 
890625 0.2462 0.633 
888672 3.0342 0.092 
588672 

- ALTAMENTE S C M R C A T I V O 

TABLA 13 

Promedio de eclosión de huevecillos de catolaccus grandis en dietas 
con diferentes combinaciones de inhibidores de microorganismos. 

NIVELES COMPARACION DE MEDIAS 

47.00 A 
38.00 B 
36.33 B 

P R O M E E t a C O N L E T R A S R U A L E S N O E S ESTADISTICAMENTE O F E R E N T E 

O E A C U E R D O A T W £ Y . A U N NfVEL DE SIGNIFICANCIA D E 0 . 0 5 

• S O R B A T O c e P O T A S K W R O P I O N A T O DE 9 3 0 0 . 

" B E N Z O A T O K SOCtCUPROPIONATO DE S O O O . 

DIETA 2* 
DIETA 1 ~ 
DIETA ESTANDAR 



El análisis de varianza de la emergencia de adultos de C. granáis en relación con 

la utilización de diferentes dietas y huevecillos del parasitoide tratados y no tratados con 

iodo, muestra que hubo significancia en los factores (Tabla 14). La comparación de 

medias entre las dietas probadas para cada uno de los niveles del factor 'iodo" (con iodo 

y sin iodo) (Tabla 15) muestra que el mayor promedio de emergencia de adultos del 

parasitoide se registró cuando se utilizó la dieta 2. La dieta 1 registró menor promedio de 

emergencia y la dieta estándar el menor. 

TABLA 14 

Análisis de la varianza de los resultados de la evaluación de la dieta estándar 
(Guerra, 1993) y dietas 1* y 2 ** utilizando huevecillos de C. grsndis lavados y 
sin lavar con lodo 0.63 % / 1 min. y su relación con la emergencia de adultos. 

FV GL SC CM F P>F 

FACTOR A (DIETAS) 2 219 000000 
FACTOR B (CON Y SIN IODO) 1 72.000000 
INTERACCION 2 21.000000 
ERROR 10 11.666016 
TOTAL 15 326.660160 
T" 

109.50 93.8624 ** 0 
72.00 61 .7177" 0 
10.50 9.0005* 0.006 

1.16 

•«•rato 4* «Mía íi. P rapta *•*> <• MM 
a.HZ% 
** e«w«e ew *• Pn*«eW» * 
0-ttJ7% 
• I W H r (CATIVO 

"ALTAMENTE «Omf lCATVO 

TABLA 19 

Emergencia de adultos de Catolaccus grandis en dietas con diferentes 
combinaciones de inhibidores de microorganismos. 

COMPARACION OE MEDIAS 
NIVELES CON IODO SIN IODO 

DIETA ESTANDAR 38 C (A) 31 D (B) 
DIETA 1 41 B (A) 38 C (B) 
DIETA 2 44 A (A) 42 B (B) 

P R O M E D I O C O N L E T R A S IGUALES N O E S E S T A O I S T C A M E H T E O T E " E N T E 

O S A C U E R D O A K J K E * . A U N NÍV6L 0 6 S K S N W C A r O A OE 0 OS 

P A R A C A O * C O L U M N A . L A S I C D A S C C N LETRAS IGUALES N O S O N E S T A D I S T I C A M E N T E O F E R B f T E S 0 E « C U E R D O A TUKEV, 

A U N NIVEL S A N F R A N C I A OE 0 OS. 

P A R A C A O * WLGRA. {EN P A R E N T E S I S ) LAS MEDIAS OON L E T R A S I G U A L E S N O S O N ESTADISTICAMENTE O K R E N T E S O E A C U E R D O 

A T U K E T . A U N M V E L OE S C N W C A N C l A OE OOS. 



La Tabla 16 muestra el análisis de varianza del desarrollo de colonias de hongos 

en las diferentes dietas utilizadas en este estudio. Se encontró significancia en el factor 

dietas y en el factor "iodo" (con iodo y sin iodo) e interacción en ambos factores. 

La comparación de medias se muestra en la Tabla 17 donde se observa que la 

dieta estándar no fue estadísticamente diferente para los dos niveles de iodo. Con la dieta 

2 no hubo diferencia significativa para este factor (Tabla 17, hileras). Hubo mayor 

inhibición de colonias de hongos cuando se utilizó la dieta 2 (Tabla 17, columnas). 

La Tabla 18 muestra el análisis de varianza del crecimiento de colonias de 

bacterias en 3 dietas con diferentes combinaciones de inhibidores que se utilizaron para la 

cría masiva de C. granáis. No hubo significancia para ninguno de los factores e 

interacciones. En lo que respecta a las dietas, el mayor promedio de eclosión y 

emergencia de adultos del parasitoide y el menor número de colonias de hongos que 

crecieron en las mismas se logró cuando se utilizó la dieta 2, esto, aunado a que las 

sustancias utilizadas como inhibidores son fáciles de adquirir; se requieren cantidades 

mínimas y no afectan el ciclo vital del parasitoide la convierten en una opción para el 

control de microorganismos en dietas artificiales para cría masiva de este y tal vez otros 

parasitoides. 

TABLA 16 

Análisis de varianza del desarrollo de colonias de hongos en tres dietas con 
diferentes combinaciones de inhibidores en huevecillos de C. grandis con y sin 

iodo 0.63% / 1 min. 

FV GL SC CM F P > F 

FACTOR A (DIETAS) 
FACTOR B (CON Y SIN IODO) 
INTERACCION (A X B) 
ERROR 
TOTAL 

2 2.111111 1.055555 19.0000* 0.001 
1 9.388889 9.388889 169.0001 ** 0.000 
2 0.777777 0.388888 7.0000 0.013 

10 0.555555 0.055556 
15 12.822222 

* SIGNIFICATIVO 

" ALTAMENTE SIGNIFICATIVO 



Numera de cotonías de hongos en 3 dietas para cria masiva de Catolaccus grandis 
utilizando diferentes combinaciones de inhibidores y huevea líos tratados 

y sin tratar con iodo. 

FACTOR A 
(DIETAS) CON IODO 

COMPARACION DE MEDIAS 
SIN IOOO 

DIETA ESTANDAR 
DIETA 1 
DIETA 2 

1.00 A (B) 
0.00 B (B) 
0.02 B (B) 

2.00 A (A) 
2.00 A (A) 
1.33 B (A) 

PROMEDIO CON LETRAS IGUALES NO ES ESTADISTICAMENTE DIFERENTE 

OC ACUERDO A TVKEV. A UN KM6L OE SK.MFICANQA DE 4.05 

DARA CADA COLUMNA. LAS MEDIAS CON LETRAS CUALES NO SON ESTADCTCAMEN1E OFERENTES 0 6 AOJEHOO A TUKET, 

A UN NIVEL DE SIONFICANOA OE 0.03. 

PARA C O A HILERA. (EN PAREWES&) LAS MEDIAS CON LETRAS OU«LES NO SO" ESTADISTICAMENTE DIFERENTES DE ACUBtDO 

A TUKET. A UN NIVEL DE SIGNlRCANOA OE 0.05 

TABLA 18 

Análisis de varianza del crecimiento de colonias de bacterias en tres dietas con 
diferentes combinaciones de inhibidores y hueveemos de C. grandis 

lavados y sin lavar con lodo 0.63 % / 1 min. 

FV GL SC CM P > F 

BLOQUES 
FACTOR A (DIETA) 
FACTOR B (CON Y SIN IODO) 
INTERACCION ( A X B ) 
ERROR 
TOTAL 

2 17.444443 8.722221 10.1948 * 0.004 
2 
1 

2 
10 
17 

5.444443 
0.888893 
1.444443 
8.555557 

33.777779 

2.722221 
0.888893 
0.722221 
0.855556 

3.1818 
1.039 

0.8442 

0.084 
0.334 
0.539 

* «IQNIFICATIVO 



6.5 Evaluación de diversos tratamientos con microbicidas para prevenir la 

contaminación microbiana del equipo y materiales del sistema de cría de C granáis. 

En las Tablas 19 y 20 se observan los resultados de la evaluación "in vitro" del 

efecto del dióxido de cloro y sales cuaternarias de amonio (Timsen) sobre las bacterias. 

En las Tablas 21 a 24 se observan los resultados de la acción del dióxido de cloro, sales 

cuaternarias de amonio, benomil y mancozeb sobre hongos. La concentración más baja de 

dióxido de cloro que logró inhibir a una bacteria fue 500 ppm en un minuto de exposición 

(E. aggiomerans), 400 ppm en cinco minutos (Aeromonas, Enterobacter) y 150 ppm en 

10 minutos (C. freunáii). La concentración más alta de las probadas de CIO2 que logró 

inhibir a una bacteria en un minuto de exposición fue de 1000 ppm (P. flourescens, 

Salmonellá), en cinco minutos de 800 ppm (C. freunáii) y en 10 minutos de 700 ppm (C. 

freunáii). Respecto a las sales cuaternarias de amonio, la concentración más baja que 

inhibió una bacteria fue de 250 ppm en un minuto de exposición (P. flourescens, E. 

aggiomerans) y 50 ppm en 5 y 10 minutos. (P. flourescens). La concentración más alta 

de las probadas que inhibió una bacteria en un minuto de exposición fue de 450 ppm ( C. 

freunáii) en cinco minutos de 350 ppm (C. freunáii) y en 10 minutos de 250 ppm (P'. 

flourescens). Dióxido de cloro y sales cuaternarias de amonio fueron efectivos para 

inhibir el crecimiento de las cuatro especies de hongos en las tres concentraciones 

probadas hasta el quinto día excepto A. flavus en el quinto día a la concentración 1 

(lOOppm) de sales cuaternarias de amonio. Para el decimocuarto día, las concentraciones 

1 y 2 de dióxido de cloro solo inhibieron a A. flavus y Rhizopus ¿p. y sales cuaternarias 

de amonio a la concentración 1 inhibió a Penicilhum sp. y Rhizopus sp. Mancozeb y 

benomil inhibieron el crecimiento "in vitro " de las cuatro cepas de hongos hasta el quinto 

día a la concentración recomendada por el fabricante pero no lo inhibieron a la 

concentración 1/10 ni a los 14 días post-inoculación Benomil inhibió el crecimiento de 

las cuatro cepas de hongos a los 5 y 14 días post-inoculación a la concentración 

recomendada por el fabricante. La dilución 1/10 permitió que A. niger y A. Jlavus 



crecieran hasta 5 días post-inoculación, sin embargo, después de este tiempo se observó 

crecimiento de todas las cepas. 

Tabla 19 - Concentración mínima inhibitoria (CMI ) en ppm del dióxido de cloro 

para diferentes bacterias aisladas del sistema de de cría masiva de C. grandis. 

T I E M P O ( M I N U T O S ) 

BACTERIA CEPA 1 5 10 

Pseudomonas I 1QOO 600 400 

fíuorescvns. II 900 500 250 

III 900 600 400 

P. aeruginosa I 950 750 600 

Citrobacter I 650 650 450 

freundii. II 900 800 700 

III 900 700 500 

Enterobacter I 850 650 450 

egglomerans. II 600 400 500 

III 500 400 150 

Aeromonas I 700 400 150 

hydrophila. II 700 400 1 50 

Salmonella sp. I 1000 650 500 



Tabla 20.- Concentración mínima inhibitoria (CMI ) en ppm de las sales 

cuaternarias de amonio para diferentes bacterias aisladas del sistema de 

cría masiva de C. grandis. 

T I E M P O ( M I N U T O S ) 

BACTERIA CEPA 1 5 10 

Pseudomonas I 400 350 250 

fluorescens. II 250 200 50 

III 250 50 50 

P. aeruginosa I 400 250 200 

Citrobacter I 450 350 200 

freundii. II 450 350 200 

III 450 400 250 

Enterobacter I 300 250 200 

aggkjmarans. II 400 300 200 

III 250 200 150 

Aeromonas I 350 200 150 

hydrophila. II 300 200 100 

Salmonella sp I 400 300 200 



Tabla 21.- Efecto del dióxido de cloro sobre el crecimiento *in wfrp'de hongos 

aislados en el sistema de cria masiva de C. grandis en diferentes concentraciones. 

ESPECIES DE 

HONGOS 

TIEMPO 

( DIAS ) 

Aspergillus nigei >1. ñsvus. Pénicillium 

sp. 

Rhizopus sp. TIEMPO 

( DIAS ) C1 C2 C3 C1 C2 C3 C1 C2 C3 C1 C2 C3 

3 

5 . . . 

14 + • + . . . . + + . 

C1= lOOppm 
C2=2COppm 
G3= 320 ppm 
-noereeW 
+hubo crecimiento 



Tabla 22.- Efecto de las sales cuaternarias de amonio (TIMSEN) sobre el crecimiento 

in vitro" de hongos aislados en el sistema de cria masiva de C. grandis en diferentes, 

concentraciones. 

ESPECIES DE 

HONGOS 

TIEMPO 

< DIAS ) 

Aspergil/us nrget A. flavas. Pénicillium 

sp. 

Rhizopus sp. TIEMPO 

< DIAS ) C1 C2 C3 C1 C2 C3 C1 C2 C3 C1 C2 C3 

3 . . . 

5 . . . + 

14 + - - + 

C1= 100 pprn 

CZ-200ppm 
C3=300ppm 
• no creció 
» hubo crecimiento 



Tabla 23.- Efecto del fungicida mancozeb* sobre el crecimiento V i vitro" de hongos 

aislados en el sistema de cría masiva de C. grandis en diferentes concentraciones. 

ESPECIES DE HONGOS 

TIEMPO Aspergf'tfus niger A. flavus. Pénicillium sp. Rhizopus sp. 

( DIAS ) X X/1 

0 

X X/1 

0 

X X/10 X X/10 

3 • - - -

5 + * + + 

14 + + + + + + + 

* Eti len-bls^jf t iocarbameto + oxietaruro d e Cobre. 

X= Dosis r ecomer ioada por el fabricante. (36 %) 

X/10= Dilución 1 '10 

- no creció 

+ hubo crecimiento 

Tabla 24.- Efecto del fungicida benomiP sobre el crecimiento 1n v#ro" de hongos 

aislados en el sistema de cría masiva de C. granáis en diferentes concentraciones. 

ESPECIES DE HONGOS 

TIEMPO Aspergillus niger A ña vus. Pénicillium sp. Rhizopus sp. 

( DIAS ) X X/1 

0 

X X/10 X X/10 X X/10 

3 - • - -

5 + + - -

14 + + + + 

* Berwimidazol ca rüa r r s to . 
X=Dos ís r e c o m e n d a d a po» el tabr icar te . (50%) 
X/1 i>Oik id -Jn 1 :10 
- n o creció 
• h u b o crec imiento 



6.6 Evaluación de materiales para proteger las oviposiciones y colectar loa 

buevecillos de los parasitoides. 

Los resultados de este estudio indican que la membrana, estándar de parafilm 

utilizada para cubrir las cámaras de cría placas Multiwell (del tipo utilizado para cultivo 

de tejidos) puede ser reemplazada con éxito por una membrana de poüetileno. La 

eficiencia expresada en número de buevecillos por cámara de cría indicó que la 

membrana de poüetileno es dos veces más efectiva que la membrana de parafilm; el papel 

encerado resultó ser el menos eficiente. 

En cuanto al costo, el parafilm en esta prueba fue en promedio 55 veces más 

caro comparado con el costo de la membrana plástica adherible. Además de ser 

considerablemente más económica y eficiente la membrana de polietileno es fácil de 

conseguir y transparente, facilita la observación del desarrollo larval y no requiere ser 

retirada de las cámaras de cria para las observaciones periódicas rutinarias lo cual 

contribuye a evitar la contaminación. 

Las pruebas estadísticas de comparación de medias indicaron que no existe 

diferencia significativa entre el parafilm y el polietileno para microondas al nivel de 0.05 

Tampoco hubo diferencia significativa entre el polietileno para microondas, el polietileno 

regular y el papel encerado (Tabla 25). La única diferencia significativa fue entre el 

parafilm y el polietileno regular y el papel encerado. 



Eficiencia 

Membrana N' promedio de 

huevecillos 

Parafilm (control) 68 A 

Polietileno 51 AB 

(microondas) 

Polietileno (regular) 34 B 

Papel encerado 33 B 

Las medias en una columna segu idas d e ia misma letra (A,B) no son significativamente 

di ferentes al nivel G.05 d e la pruebe ú e Cfcmcan 



FIGURA « 

ACCION GERMICIDA DEL IODO SOBRE LA FLORA BACTERIANA PRESENTE EN 
HUEVECILLOS DE C. grandis (AGUA DE ENJUAGUE) A UN TIEMPO 

DE EXPOSICION DE 60 SEGUNDOS EN DIFERENTES CONCENTRACIONES. 



FIGURA 7 

ACCION GERMICIDA DEL IODO SOBRE LA FLORA BACTERIANA PRESENTE EN 
HUEVECILLOS DE C. grandfe (AGUA DE ENJUAGUE) A UN TIEMPO 

DE EXPOSICION DE 120 SEGUNDOS EN DIFERENTES CONCENTRACIONES. 



FIGURA 8 

ACCION GERMICIDA DEL IODO SOBRE LA FLORA BACTERIANA PRESENTE EN 
HUEVECILLOS DE C. grandis (AGUA DE ENJUAGUE) AUN TIEMPO 

DE EXPOSICION DE 180 SEGUNDOS EN DIFERENTES CONCENTRACIONES. 

2.50 z e n 1.25 0 . 6 3 

CONCENTRACION % 

• UFC/ml 

• ACCION GERMICIDA % 

• E C L O S I O N « 



FIGURA 3 

FLÛRA BACTERIANA PRESENTE EN HUEVECILLOS 
DE C. grandis EN EL TESTIGO (AGUA OE ENJUAGUE SIN GERMICIDA) 

0.00 
CONCENTRACION % 



FIGURA 10 

ACCION GERMICIDA DEL SULFATO DE COBRE SOBRE LA FLORA BACTERIANA 
PRESENTE EN HUEVECILLOS DE C. grandis (AGUA DE ENJUAGUE) A UN 

TIEMPO DE EXPOSICION DE 60 SEGUNDOS EN DIFERENTES CONCENTRACIONES. 

le.oo 900 400 2.oo 
CONCENTRACION % 



FIGURA 11 

ACCION GERMICIDA DEL SULFATO DE COBRE SOBRE LA FLORA BACTERIANA 
PRESENTE EN HUEVECILLOS DE C. grandis (AGUA DE ENJUAGUE) A UN 

TIEMPO DE EXPOSICION DE 120 SEGUNOOS EN DIFERENTES CONCENTRACIONES. 



FIGURA 12 

ACCION GERMICIDA DEL SULFATO DE COBRE SOBRE LA FLORA BACTERIANA 
PRESENTE EN HUEVECILLOS DE C. grandis (AGUA DE ENJUAGUE) A UN 

TIEMPO DE EXPOSICION DE 180 SEGUNDOS EN DIFERENTES CONCENTRACIONES. 



FIGURA 13 

ACCION GERMICIDA DEL HIPOCLORITO SOBRE LA FLORA BACTERIANA 
PRESENTE EN HUEVECILLOS DE C. grandis (AGUA DE ENJUAGUE) A UN 

TIEMPO DE EXPOSICION DE 60 SEGUNDOS EN DIFERENTES CONCENTRACIONES. 



FIGURA 14 

ACCION GERMICIDA DEL HIPOCLORITO SOBRE LA FLORA BACTERIANA 
PRESENTE EN HUEVECILLOS DE C. grandis (AGUA DE ENJUAGUE) A UN 

TIEMPO DE EXPOSICION DE 120 SEGUNDOS EN DIFERENTES CONCENTRACIONES. 



FIGURAIS 

ACCION GERMICIDA DEL HIPOCLORITO SOBRE LA FLORA BACTERIANA 
PRESENTE EN HUEVECILLOS DE C. grandis (AGUA DE ENJUAGUE) A UN 

TIEMPO DE EXPOSICION DE 180 SEGUNDOS EN DIFERENTES CONCENTRACIONES. 

O UFC/ml 

• ACCION GERMICIDA % 

• ECLOSION % 



FIGURA 16 

ACCION GERMICIDA DEL ALCOHOL ETILICO SOBRE LA FLORA BACTERIANA 
PRESENTE EN HUEVECILLOS DE C. grandis (AGUA DE ENJUAGUE) A UN 

TIEMPO DE EXPOSICION DE 60 SEGUNDOS EN DIFERENTES 
CONCENTRACIONES. 

80.00 70.00 €0.00 
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FIGURA 17 

ACCION GERMICIDA DEL ALCOHOL ETILICO SOBRE LA FLORA BACTERIANA 
EN HUEVECILLOS DE C. grandis (AGUA DE ENJUAGUE) A UN 

TIEMPO DE 120 SEGUNDOS EN DIFERENTES CONCENTRACIONES. 

5 0 0 0 
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FIGURA 18 

ACCION GERMICIDA DEL ALCOHOL EDUCO SOBRE LA FLORA BACTERIANA 
PRESENTE EN HUEVECILLOS DE C. grandis (AGUA DE ENJUAGUE) A UN 

TIEMPO DE EXPOSICION DE 180 SEGUNDOS EN DIFERENTES 
CONCENTRACIONES. 
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

De los microorganismos identificados en el sistema de cría masiva de C- granáis, 

Pseudomonas aeruginosa, P. Jluoreseens y Aeromonas hydrophila han sido reportadas 

como patógenas a insectos y Salmonella sp, Enterobacler aggiomerans, y Serratia 

marcescens como potencialmente patógenas a insectos. Hongos como Aspergillus 

ochraceus, Metarrhizium sp. y Bauveria bassiana identificados en este estudio son 

patógenos a insectos, Aspergillus flavus, PeniciUium sp. y Rhizopus sp. son 

potencialmente patógenos a insectos. El mayor número de microorganismos se aisló de la 

dieta estándar y cámaras de emergencia. 

Las bacterias Pseudomonas spp. y Citrobacter sp están ampliamente distribuidas 

en el sistema de cría y fueron las que mostraron menor sensibilidad a la mayoría de los 12 

antimicrobianos probados. Todas las bacterias aisladas fueron sensibles a Amikacina y 

Netilmicina. 

La sustancia desinfectante de huevecillos que resultó más efectiva fué el iodo al 

0.63% /I minuto. 

La utilización de dosis minimas de conservadores, especialmente la combinación 

sorbato de potasio 0.032%-propionato de potasio 0.032% resultó ser más efectiva para el 

control de contaminación por microorganismos produciendo el más alto porcentaje de 

eclosión y emergencia de adultos, sin afectar el tiempo de desarrollo 

Tanto el dióxido de cloro como las sales cuaternarias de amonio (Timsen } fueron 

efectivos para el control de bacterias y hongos aislados en el sistema de cría de G 

granáis. Las segundas requirieron dosis menores para ser efectivas. Benomil fue más 

efectivo que mancozeb para el control de hongos. Respecto al costo, los compuestos de 

cloro y mancozeb son más económicos que los compuestos cuaternarios de amonio y 



benomil. Si se toma en cuenta la efectividad de estos últimos, tai vez deba considerarse el 

aspecto costo-beneficio. 

La membrana de polietileno para uso en microondas resultó ser la más efectiva y 

mucho más económica que el parafilra y puede sustituirlo eficientemente como cubierta 

de las cámaras de cria. 

Los resultados obtenidos en este estudio confirman la hipótesis propuesta en esta 

investigación que, postula que controlar la contaminación microbiana del sistema de cría 

masiva permite aumentar la eficiencia y reduce el costo de producción. Estos resultados 

son una contribución al conocimiento de la flora microbiana del sistema de cría de 

Catolaccus granáis y la forma de controlarla. Por lo anteriormente expuesto se 

recomiendan varias medidas, las cuales son necesarias para que el control de 

microorganismos sea efectivo destacando entre estas lo siguiente: 

Equipo: Esterilización y saneamiento del equipo , utilización de sistema de flujo laminar 

con filtros de aire de alta eficiencia en áreas de preparación de medios de cultivo y de 

implante de huevecülos 

Personal: Selección y capacitación del personal en Microbiología y Entomología, control 

de acceso del personal y visitantes. Regulación sanitaria del personal, uso de bata, 

guantes, tapabocas, etc 

Sistema de cría. Esterilización de la superficie del huevecillo. Control sanitario de la 

dieta por medio de la utilización de conservadores en dosis mínimas combinado con la 

utilización de membranas para esterilizar nutrientes sensibles al calor. Monitoreo 

periódico de muestras y de organismos sospechosos para llevar a cabo un estricto control 

de calidad. 
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CCS Caldo Caseína de Soya. 

ACS Agar Caseína de Soya. 

AMC Agar MacConkey. 

APD Agar Patata Dextrosa. 

API 20E Prueba rápida para Enterobacteriáceas oxidasa (-). 

NFT Prueba rápida para Enterobacteriaceas oxidasa (+). 

CST Caldo Soya Tripticasa. 

AST Agar Soya Tripticasa. 

R Resistente. 

I Intermedia 

S Susceptible. 

SXT Trimetoprim. 

AK Amikacina. 

AM Ampicilina. 

CB Carbencilina. 

CF Cefalotina. 

CRO Ceftriaxona. 

CL Cloranfenicol 

GE Gentamicina. 

NET Netilmicina. 

NF Nitrofurantoins 

PEF Pefloxacina 

SDA Agar Sabouroud Dextrosa. 

CMI Concentración mínima inhibitoria. 
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RESULTADOS 



METOOOLOGtA PARA 
DIFERENCIACION BtOQUlMICA QE BACTERIAS 
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