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INTRODUCCION

Salvinia molesta, originaria de Brasil, es después del lirio acudtico una de las
principales malezas acuaticas del mundo. Esta planta ha sido introducida
en los Estados Unidos, India, sudeste de Asia, Africa y Australia a través
del comercio de plantas acuiticas utilizadas en acuarios. En los Estados
Unidos, las autoridades del rio Sabine la reportaron en 1998 en la presa
Toledo Bend situada en los estados de Texas y Louisiana. En 1999, la
oficina de Pesca y Proteccién a la Vida Silvestre, report6 una infestacién
de Salvinia molesta en el Valle Imperial y en los drenes del distrito de riego
de Palo Verde en Bhlyte, California. Hasta el momento, existen reportes
de infestaciones en los Estados Unidos en mas de cincuenta sitios en
11 estados, de los cuales tres estan situados en la frontera con México:
California, Texas y Nuevo México.

En el afio 2000, la Comisién Nacional del Agua, detecté en México la
infestacion de esta maleza en las presas Morelos y Matamoros en el estado
de Baja California. La presa Morelos es el punto de conexién entre las aguas
del distrito de riego de Palo Verde y del Valle Imperial (infestado por esta
maleza), y lared de canales y drenes mexicanos, convirtiendo este punto en
la entrada de la maleza a nuestro pais. En 2002, el Instituto Mexicano de
Tecnologia del Agua (IMTA) reporté una severa infestacién de Salvinia en
las lagunas Las Ilusiones y Tabasco, en la ciudad de Villahermosa, Tabasco
(Martinez, 2003). Otros reportes indican la presencia de esta maleza en los
estados de Veracruz, Chiapas y Oaxaca sin que, hasta el momento, se haya
realizado accién alguna para su control (Vasquez, 1991).

Larapida colonizacién de Salvinia molesta se efecttia a través de las diminutas
hojas facilmente transportadas por el viento, ademas de contar con una
alta tasa reproductiva ya que entre dos y cinco dias una planta se duplica.
Aunado a esto, las actividades de pesca recreativas han constituido una de
las principales vias de reinfestacién por medio de lanchas, remolcadores y
otros vehiculos, que trasladan la maleza a otros sitios.
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La proliferaciéon de esta planta en los cuerpos de agua, asi como en las
cuencas a su alrededor, provoca graves problemas de indole econémica,
ecolégica y de salud. Dentro de los problemas econémicos se pueden citar
las pérdidas de agua por evapotranspiracién, el azolvamiento prematuro de
embalses, la limitacién de la actividad pesquera y recreativa, la obstruccion
de canales de riego y la operacién de obras hidraulicas. Como problemas
ecolégicos, se encuentra que la acumulacion en grandes cantidades de esta
maleza provoca el estancamiento de agua, lo cual disminuye el oxigeno
disuelto y por consiguiente, la muerte de especies acudticas. En cuanto
a problemas de salud, la proliferacién de malezas acudticas constituye al
habitat para el desarrollo de mosquitos transmisores de dengue (Aedes
aegyptt), malaria (Stephensis malaria) y filariasis (Culex quinque fasciatus) o
caracoles transmisores de Schistosoma sp.

Las medidas de control de esta maleza han comprendido el control
quimico y mecanico lo que, como en otros casos de control de malezas,
ha dado resultados temporales a un alto costo econémico y ecoldgico. El
uso de alternativas de control con menos impacto en el medio ambiente y,
sobre todo, que ejerzan un control sustentable de la maleza es una via de
desarrollo que ha tenido resultados favorables en varios paises. Dentro de
estas vias, el control biolégico por medio de insectos y patégenos altamente
especificos ha dado resultados satisfactorios sin riesgos ambientales.
Investigaciones recientes han identificado tres insectos como potenciales
agentes de biocontrol de Salvinia: Cyrtobagous salviniae (Coleoptera:
Cuculionidae); Samea multiplicalis (Lepidoptera: Pyralidae) y Paulinia acuminata
(Orthoptera: Acrididae) (Forno y Bourne, 1984). De éstos, Cyrtobagous
salviniae ha sido introducido en varios paises donde ha logrado reducir la
tasa de crecimiento de la maleza. El presente manual describe el proceso
de cuarentena y cria masiva de Cyrtobagous salviniae para su uso en el
control integral de Salvinia molesta.
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1 ANTECEDENTES
1.1 Clasificacion taxonémica de Salvinia molesta

Divisién: Polypodiophyta (Pteridophyta), helechos verdaderos.
Subclase: Salviniidae.
Orden. Salviniales.
Familia: Salviniaceae.
Subfamilia: Salvinioideae.
Tribu: Salvinieae.
Género: Salvinia
Complejo: Salvinia auriculata
Especie: molesta

Salvinia molesta es un helecho flotante que crece de manera natural en las
costas de Brasil, en los estados de Sao Paulo, Parana, Santa Catarina y Rio
Grande. Se le encuentra en lagos naturales, artificiales, presas, pantanos,
canales de drenaje y a orillas de los rios (Forno y Harley, 1979).

La familia de Salvinia molesta se encuentra formada por sélo un género
con diez especies, las cuales se distribuyen alrededor del mundo. Salvinia
molesta es agrupada en un complejo denominado Salvinia auriculata
(Mitchell y Thomas, 1972). Las especies que conforman este complejo son:
S. auriculata, S. biloba, S. herzogii'y S. molesta (Forno, 1983). La caracteristica
anatémica que comparten dichas especies esta dada por presentar cuatro
vellosidades o tricomas unidas en el apice, que asemejan diminutos
batidores de huevos (ver figura 1 en anexo fotografico). Las diferentes
especies de Salvinia se pueden diferenciar a través del arreglo y nimero
de sus esporocarpos (ver figura 2 en anexo fotografico) y la venacién de
sus hojas (Forno, 1983).

1.2 Caracteristicas de Salvinia molesta

Salvinia molesta es un helecho libre flotante con rizomas horizontales que
se localiza justo por debajo de la superficie del agua (Bonnet, 1995; Room,
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1983). La planta se forma por internodos, nodos, un par de hojas flotantes,
una raiz sumergida y brotes (ver figura 3 en anexo fotografico). La raiz
esta formada por hojas modificadas que parecen y funcionan como tal
(Croxdale, 1978, 1979/81). En cada nodo de la planta se desarrollan tres
brotes axilares; un par da origen a hojas y el tercero desarrolla la “raiz”
(Julien y Bourne, 1988); esto en condiciones normales de crecimiento.
Cuando la planta se encuentra en estrés, llega a desarrollar seis brotes
por internodo como respuesta al daiio causado por algin agente (Julien y
Bourne, 1986).

Los esporocarpos de Salvinia molesta estan distribuidos de forma alterna a
lo largo del eje fértil. Los esporocarpos son globosos poco apiculados, de
2-3 mm de didmetro (ver figura 4 en anexo fotografico) y contienen una
gran proporcién de esporangios (ver figura 5 en anexo fotografico).

El nimero de brotes axiales que crece, el rango de crecimiento y el tamaino
de la planta dependen de la disponibilidad de nutrientes esenciales que
existan en el medio; nuevas plantas se forman cuando las viejas se rompen
o se separan por dafio o senescencia de los progenitores (Room, 1983).

Salvinia es una planta pentaploide, es decir, con cinco réplicas de cada
uno de sus nueve cromosomas, conteniendo en total cuarenta y cinco
cromosomas por célula. La reproduccién de la planta se efecta en
forma vegetativa a través de estolones, ya que sus esporocarpos presenta
esporangios infértiles.

Salvinia presenta tres formas de crecimiento, asociadas con el grado de
plegamiento de la planta (Mitchell y Tur, 1975). El crecimiento primario
ocurre en plantas aisladas, en su estado invasivo. Esta forma presenta hojas
pequenas con forma ovalada, menores de 15 mm de ancho, que yacen
tendidas en la superficie del agua (ver figura 6 en anexo fotografico). La
forma secundaria sucede cuando la planta ha permanecido en el agua
durante un cierto tiempo; los internodos son largos, con hojas en forma de
canoa y apices redondeados (figura 6). El tamafo de las hojas oscila entre
20y 50 mm de ancho. El crecimiento terciario se presenta cuando la planta
ha crecido tanto en niimero que forma un tapete estable, los internodos se
acortan y la hoja adquiere una forma de corazén alcanzando longitudes de
60 mm de ancho (ver figura 7 en anexo fotografico).

1.3 Factores que afectan el crecimiento de Salvinia molesta

Salvinia es una planta peri-anual que no presenta una estacionalidad
periédica, aunque los cambios en crecimiento pueden estar

12



1 Antecedentes

relacionados con cambios en la temperatura. El crecimiento éptimo se
da a temperaturas de 30° C; temperaturas arriba de los 40° C y debajo
de los 10° C detienen el crecimiento (Room, 1986). Las exposiciones
por mas de dos horas a temperaturas superiores a los 43° C y por
debajo de los 3° C matan a la planta (Whiteman y Room, 1991).

Salvinia adapta su crecimiento a aguas con bajos nutrientes (Room vy
Thomas, 1986), aunque la proporcién de brotes axilares que se desarrollan
esta relacionado con el contenido de nitrégeno que hay en la planta (Room,
1983; Julien y Bourne, 1986). A bajos niveles de nitrégeno las hojas y
raices alargan su longitud, hay una mayor ocurrencia de esporocarpos y la
produccion de estolones y raices baja (Room, 1983; Julien y Bourne, 1986;
Room y Julien, 1995).

Salvinia puede crecer en aguas con un rango de conductividad que va de
100uS/cm a 1,400 puS/cm (Mitchell et al., 1980; Room y Gill, 1985). En
aguas con salinidad de un 10% o en agua de mar, S. molesta reduce su
crecimiento en un 25%; con una salinidad de un 20%, el crecimiento es
muy lento; con un 30%, la planta muere a los treinta minutos de haber sido
expuesta (Room y Julien, 1995). El pH 6ptimo de crecimiento es de 6.0; en
campo crece en rangos que van de 5.2 a 9.5 (Mitchell et al., 1980).

1.4 Diseminacion de Salvinia molesta

Salvinia es diseminada entre los cuerpos de agua por la acciéon del viento
y, principalmente, por el hombre mediante su uso en acuarios o cuando
de forma accidental la planta se adhiere en los botes y equipos acuaticos
(Room y Julien, 1995).

1.5 Métodos de control
1.5.1 Control quimico

Los herbicidas utilizados para el control de Salvinia son el Diquat (Reward
y Rodeo), 2,4-D (Weedar 64), Endothall (Aquathol K), Fluridone (Sonar
AS.) y quelato de cobre (Clearigate, Komeen y Cutrine Plus), los cuales
han sido utilizados en mezcla con un surfactante.

Particularmente, Salvinia se ha visto resistente al control quimico debido
a que: a) los tallos y brotes se encuentran bajo el agua, b) las hojas no se

pueden humectar debido al aire atrapado entre las numerosas vellosidades
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que cubren completamente las hojas (figura 1), que las hace impermeables
y ¢) el arreglo vertical de las hojas impide su humectacién por los agentes
herbicidas. Dadas estas condiciones, el uso de herbicidas ha necesitado
la adicién de grandes cantidades de surfactantes, conocidos por su alta

g P
toxicidad.

1.5.2 Control fisico

El control de Salvinia puede realizarse mediante su traslado en una
barcaza, a la cual diversas lanchas acarrean el material vegetal para
después ser depositado en un lugar alejado del espejo de agua. Este
método es ttil en infestaciones incipientes y lugares de facil acceso. Por
otro lado, la instalacién de barreras flotantes es recomendable en lugares
tales como canales y drenes, debido a su relativamente facil manejo (ver
figura 8 en anexo fotogrifico).

1.5.3 Control bioldgico

Este tipo de control implica la introduccién de enemigos naturales propios
del lugar de origen de la plaga (insecto o planta). El razonamiento de esta
estrategia se basa en que la plaga o maleza no causa ningtin dafo en su centro
de origen, debido a que ahi existe todo un complejo de enemigos naturales
que regulan su poblacién, manteniéndolo en niveles que no ocasionan dafo
econémico. La transformacién en plaga (insecto o planta) se debe a un
fenémeno de dispersion accidental (por movilizacién de material vegetativo
realizada por el hombre, en la mayoria de los casos), sin acompanamiento
de sus factores regulativos (enemigos naturales) alterando, de esta manera,
el equilibrio poblacional. Asf, la estrategia consiste en hacer una exploraciéon
de enemigos naturales en el lugar de origen de la plaga (insecto o planta);
después de la exploracion y recolecta, los enemigos naturales son sometidos a
un proceso de cuarentena (de por lo menos dos generaciones), que implica la
criay mantenimiento de la poblacién. De esta forma se eliminardn organismos
indeseables tales como hiperparasitos o patégenos. Después de la cuarentena,
se procede a liberar los organismos benéficos en el lugar del problema, se
determina si hubo establecimiento y se evalta el impacto ecologico de la
especie liberada (Arredondo, 1993). Esta estrategia ha sido aplicada en varios
paises, en donde se han obtenido buenos resultados. Por ejemplo, en Australia
se ha usado para combatir Pistia stratiotes (lechuga de agua), con el coledptero
Neohydronomus affinis, importado de Brasil en 1982 (Cilliers, 1991).

Para el control biolégico de Salvinia molesta, basicamente se ha utilizado
la estrategia de control biolégico clasico, es decir, se han investigado los
enemigos naturales de la maleza en su lugar de origen, lo que ha dado por
resultado la identificacién de tres insectos como potenciales agentes de

14
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biocontrol: Cyrtobagous salviniae (Coleoptera: Cuculionidae), Samea multiplicalis
(Lepidoptera: Pyralidae) y Paulinia acuminata (Orthoptera: Acrididae) (Forno y
Bourne, 1984; Sands y Kassulke, 1985). De éstos, Cyrtobagous salviniae ha
sido introducido en varios paises donde ha logrado reducir la tasa de
crecimiento de la maleza. Cabe sefialar que hasta el momento no existe
reporte alguno de fitopatégenos que ataquen a esta planta.

1.5.4 Caracteristicas del coleéptero Cyrtobagous salviniae

El género Cyrtobagous comprende dos especies: singularis, encontrado
en plantas de Salvinia minima , y salviniae, encontrado en Salvinia molesta
(Julien y Griffiths, 1998). Los huevecillos de Cyrtobagous salviniae miden,
aproximadamente, 0.5 x 0.24 mm; son inactivos y se encuentran en
cavidades de los rizomas excavadas por el adulto. Al cabo de diez dias
a temperaturas de 25.5° C emerge la larva (1 mm, aproximadamente),
de color blanco. Empieza por alimentarse de raices o pequefios brotes,
generando tineles en los rizomas y su posterior desintegracién. La larva
completa tres instares dentro de los rizomas, en alrededor de 23 dias, con
temperaturas constantes de 25.5° C (Forno et al., 1983). La fase de pupa
se da en un capullo (2 x 2.6mm) elaborado con los cabellos de la raiz; la
pupa requiere de 12.6 dias para completar su desarrollo. La duracién del
estado de pupa no se ve afectada por las propiedades nutricionales en que
se encuentre la planta (Forno et al., 1983). La oviposicién no ocurre por
debajo de temperaturas de 21 °C y los huevos no sobreviven debajo de los
20 o arriba de los 36 grados centigrados.

Los adultos son pequenos (2-3 mm de largo), de color negro (ver figura
9 en anexo fotogrifico), con habitos subacuaticos y se les encuentra
residiendo en las hojas. El macho mide aproximadamente 1.8 x 0.9 mm,
mientras que la hembra tiene longitudes de 2.2 x 1.2 mm; una vez que los
adultos acaban de emerger de los capullos presentan una coloracién café,
empezando a obscurecerse después de cinco dias.

1.6 Cuarentena de insectos para el control biolégico de
malezas acuaticas

El principal propésito de poner en cuarentena a los agentes utilizados
en el control biolégico de malezas, es mantener confinado el organismo
introducido hasta completar los estudios que garanticen que su liberacion
no constituird un peligro econémico o ambiental para el pais de
introduccién. Objetivos especificos conducentes a dicho propésito son:

15
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* Confirmar la identificacién del bioagente después de su introduccion
a un nuevo pais.

* Separar el herbivoro de organismos indeseables, principalmente
depredadores, parasitos, entomopatbégenos, plagas y substratos
vegetales de transporte.

* Realizar la crianza base o inicial del bioagente hasta completar un ciclo
biolégico.

* Efectuar las pruebas de especificidad hiesped-hospedero.

Asimismo, la cuarentena constituye una ultima instancia para realizar
observaciones sobre la biologia del herbivoro, particularmente si ésta es
deficitaria, asi como mantener la crianza de un bioagente, en caso de que
se requieran nuevas pruebas o se priorice la liberacién de otro bioagente
durante el desarrollo del programa.

El disefio estructural requerido para las construcciones del proceso de
cuarentena varfa de acuerdo con caracteristicas tales como el tamafo
y dispersiéon del tipo de organismo introducido (hongo, nemétodo,
artrépodo, planta), y con los grados de restriccién y seguridad establecidos
por los distintos paises. Cuarentenas de alto nivel de seguridad han sido
progresivamente construidas en Estados Unidos, Canada y Australia,
paises con una larga tradicién en el control biol6gico de malezas (Fisher
y Andrés, 1999; De Clerck-Floate et al., 2000). En Latinoamérica, varios
paises poseen construcciones del proceso de cuarentena para el control de
artrépodos plaga, las cuales pueden servir al propésito basico requerido
al introducir un bioagente de maleza, o bien, se pueden adaptar o
ampliar para efectuar pruebas de especificidad. La introduccién a Chile
de herbivoros de probada especificidad sobre la maleza Ulex europaeus se
realiz6 utilizando recintos para cuarentenas de este tipo (Norambuena et
al., 2000). En México sélo se cuenta con un centro de cuarentena para
insectos benéficos: el Centro Nacional de Referencia de Control Biolégico,
en Tecoman, Colima. Desafortunadamente, este centro no cuenta con
instalaciones para procesos de cuarentena de insectos para el control
biol6gico de malezas acuaticas.

La cuarentena para artrépodos de malezas debe contar, como minimo,
con cuartos de seguridad que garanticen que al abrir los contenedores
con bioagentes exoticos para su identificacion confirmatoria, limpieza
y crianza inicial, no habri escape de éstos o sus antagonistas. En dichos
cuartos de seguridad se deben tener claves y documentos que permitan
la identificaciéon del bioagente, asi como de otros organismos, incluyendo
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especies plaga animales y vegetales. La cuarentena debe contar con
sistemas de control de las condiciones ambientales de luz, temperatura,
cabinas de crecimiento, refrigerador, equipos de inspeccién, esterilizacién
e incineracién. También, con cajas de confinamiento de artrépodos y otros
materiales varios de laboratorio que permitan el manejo y observacién de
los organismos. Otros utensilios necesarios para la manutencién de la
cuarentena deben ser también mantenidos en su interior (Fisher y Andrés,
1999).

1.7 Cria masiva de insectos

El objetivo de la cria masiva de insectos es la produccién, con minimos
de trabajo y espacio, de un niimero maximo de individuos de una misma
especie. La cria de insectos estd encaminada a resolver problemas como:

* Incrementar o mantener la cepa de un programa de introduccién de
una especie exdtica, hasta que las colonias sean establecidas en campo.

* Aumentar en el campo las poblaciones de especies nativas.

* Producir grandes cantidades de insectos para ser liberados en masa,
cuando se requiere aplicar un control biolégico tipo inundacién.

* Controlar el estado sanitario de las colonias producidas.
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2 METODOLOGIA
2.1 Cuarentena de Cyrtobagous salviniae

Los insectos que seran sometidos a un proceso de cuarentena son ubicados
en lotes. Cada lote es colocado en plantas de Salvinia molesta en acuarios
de vidrio de 30x30x60 cm, los cuales se cierran herméticamente con un
marco recubierto de tela de cielo. Para diferenciar los acuarios, cada lote
es numerado en serie.

Para diferenciar cada etapa de la cuarentena, cada colonia se denomina,
en lo subsecuente: Colonia silvestre a los insectos que constituyen la colonia
inicial; Progenitores a los insectos obtenidos de la cria de la Colonia silvestre.
A los insectos obtenidos a partir de los Progenitores se les conocerd como
F1; las siguientes se denominaran F2, I3, etcétera.

A partir de la Colonia silvestre se obtienen los Progenitores de la siguiente
manera: los insectos de la Colonia silvestre son colocados en acuarios sobre
plantas de Salvinia molesta. Al cabo de cinco dias, tiempo necesario para
que la hembra oviposite, los insectos son retirados de las plantas y éstas se
colocan en acuarios cerrados herméticamente con manta de cielo.

Una vez transcurridos mas o menos 45 dias, tiempo en el cual se desarrolla
el ciclo del insecto, se cosechan los insectos de las plantas que se tenfan en
los acuarios. Una vez obtenidos los progenitores, a partir de esta colonia,
se realiza la misma técnica para obtener los descendientes que constituiran
la primera generacién, denominada F1.

2.2 Revisién sanitaria de las colonias producidas

Con el fin de determinar la posible infeccién de las colonias, una muestra
de cien larvas y adultos de la colonia silvestre, progenitores y descendientes
es revisada de acuerdo con los procedimientos establecidos por Poinar y
Thomas (1984), que a continuacién se desarrollan:

2.2.1 Técnica de deteccién de hongos entomopatégenos

— Macerado aséptico de insectos vivos.
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—  Observacién al microscopio.
— Siembra del macerado anterior en medio sabourad-dextrosa- agar
(SDA+Y).

— Medio sabourad-dextrosa-agar + extracto de levadura.

— Neopeptona 10g
— Dextrosa 40¢g
— Extracto de levadura 2g
— Agar I5g

Esterilizar a 120 °Cy 1.5 1b de presién por 15 minutos.

Las cajas se incuban 1-15 dias a 25 °C y, posteriormente, se observa al
microscopio para la identificacién de posibles hongos entomopatégenos.

2.2.2 Técnica para la deteccién de bacterias entomopatégenas

— Desinfeccién superficial del insecto con hipoclorito de sodio al 0.12%.

— Macerado aséptico del insecto vivo en un pequeio volumen de agua
estéril.

— Dilucién serial del homogeneizado anterior.

— Siembra en agar nutritivo de cada dilucién.

— Incubacién a 35 °C durante 24 horas.

Agar nutritivo

— Extracto de carne 3g
- Peptona bg
— Agar I5g

Esterilizar a 120 °Cy 1.5 1b de presién por 15 minutos.

2.2.3 Obtencién de cepas puras de bacterias entomopatbgenas

Para el caso de bacterias, después de haber incubado durante 24 h las
diluciones del homogeneizado descrito, las diferentes colonias que
emergieron se diferencian y aislan basandose en la forma, color y textura.
2.2.4 Identificaciéon de bacterias entomopatégenas

Una vez que se obtienen cepas puras, se aplica la coloracién de Gramm a
cada una de las colonias aisladas en agar nutritivo. La reaccién a la tincién

de Gramm diferencia las bacterias Gramm negativas y positivas.
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— Preparar un frotis de un cultivo de 24 h de incubacién en un
portaobjetos.

—  Cubrir el frotis, previamente fijado a la flama, con violeta cristal,
durante 30 segundos.

—  Escurrir el colorante y lavar el frotis con agua corriente.

— Aplicar el yodo de Gramm y dejarlo reaccionar por 30 segundos.

— Escurrir el colorante y lavar el frotis con agua corriente.

— Enjuagar con alcohol.

—  Cubrir el frotis con la solucién de safranina de Gramm y dejarlo actuar
de 10 a 20 segundos.

Escurrir el colorante y lavar con agua corriente. Dejar secar la preparacion
y observar al microscopio con el objetivo de inmersién. Las bacterias
Gramm positivas retienen la combinacién de los colorantes de yodo y
violeta, por lo que apareceran al examen del microscopio de color rosado;
las bacterias Gramm negativas apareceran de color azul-morado.

Después de la coloraciéon de Gramm, se procede a sembrar éstas en algunos
medios selectivos para bacterias entomopatégenas. Dichos medios son:

Medio diferencial para Streptococcus feacalis

— Peptona 10g
— Extracto de levadura Ig
—  Sorbitol 2¢g
— Tirosina bg
— Agar 12 ¢

Esterilizar por 10 min a 10 Ib de presién. Ajustar a un pH de 6.2. Agregar
0.01% de 2,3,5-trifenil tetrazolium cloride (T'TC) y 0.1% acetato. Verter
una pequena capa en cajas Petri estériles. Al medio sobrante adicionar 4
g de tirosina. Agitar perfectamente hasta disolver la tirosina. Verter una
capa de este medio sobre la capa anteriormente vertida en cajas de Petri.
Inocular una caja con las bacterias aisladas e incubar a 37 °C por 4 h.
Incubar por tres dias a 45 grados centigrados.

Las colonias cultivadas en medio diferencial para Streptococcus feacalis,
deben ser colonias de color rojo oscuro rodeadas de zonas claras (Poinar

y Thomas, 1984).

Medio diferencial tertigol-7 + TTC agar (T7 + TTC) para Escherichia coli,
Xenorhabdus nematophilus, Enterobacter sp.y Pseudo monas aeruginosa.
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— DPeptona 5bg

— Extracto de levadura 3g

— Lactosa 10g

- Agar 15 g

- Tertigol-7 0.1 ml

—  Bromitol azul 0.025 ml

- Agua destilada aforar a un litro

Mezclar los ingredientes.

— Esterilizar a 1.5 1b de presién por 15 min.

—  Enfriar hasta 50 °C.

— Disolver 40 mg de TTC en 5 ml de agua y filtrar al medio frio.
— Verter a cajas Petri estériles.

El tertigol-7 con la adicién de 2,3,5-trifenil tetrazolium cloride (TTC) es un
medio para el aislamiento de bacterias coliformes Gramm negativas. Asf,
Escherichia coli produce colonias amarillas, Xenorhabdus nematophilus forma
colonia de color azul, algunas especies de Enterobacter forman colonias
rojas rodeadas de una zona amarilla, mientras que Pseudomonas aeruginosa
forma colonias rojas (Poinar y Thomas, 1984).

2.2.5 Técnica para la deteccién de microsporidios

La deteccién de microsporidios se realiza por el siguiente procedimiento:
una muestra de cien insectos vivos de la colonia silvestre, cien de los
progenitores y cien de los descendientes son macerados asépticamente.
Estos macerados son observados al microscopio bajo contraste de fases.
Las esporas de microsporidios pueden ser distinguidas de otras por su
forma y porque son refringentes.

2.2.6 Deteccién de nematodos entomopatogenos

— Diseccién del insecto vivo en 0.9% NaCL

— Observaciéon al microscopio.

2.3 Cria masiva de Cyrtobagus salviniae

La cria masiva de Cyrtobagous salviniae se realiza sobre plantas de Salvinia
molesta. Para evitar la introduccién de parasitos no deseados, las plantas

recolectadas se lavan y desinfectan de la siguiente manera:

* Las plantas se limpian perfectamente con agua corriente.
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* La planta entera se desinfecta sumergiéndola en una solucién de
hipoclorito de sodio al 0.5% durante tres minutos.

* Se realizan tres enjuagues con agua corriente y se colocan en el
estanque correspondiente.

Para fertilizar, se utiliza un fertilizante comercial soluble en agua (Peters,
N.P.K 20.20.20, Scotts) adicionado de quelato de fierro (Sequestrene, 330 Fe,
Ciba Geigy); éstos se utilizan proporcionalmente para proveer a la planta 5
ppm de nitrégeno y 2 ppm de fierro.

Una vez que se cuenta con plantas sanas, verdes y vigorosas, se colocan
dos insectos por planta en un total de cincuenta dispuestas en acuarios.
Después de cinco dias se recuperan los insectos para ser colocados en
plantas nuevas. La planta donde el insecto permanecié se coloca en
estanques o tinas durante 45 dias, tiempo en el que se lleva a cabo el
ciclo del insecto. Los insectos son cosechados diariamente y colocados en
plantas sanas de Salvinia molesta para que ovipositen en ellas y, de esta
forma, establecer su produccién masiva.

Durante la siembra y cosecha se recomienda cubrir las tinas con malla de
invernadero u otro material para evitar que los insectos se escapen. Se
sugiere utilizar el formato presentado en el anexo, para calenderizar la
produccién de insectos durante el afio.

2.3.1 Verificacion del estado sanitario de las colonias

Si al criar los insectos se observa alguna anomalia en el cuerpo de éstos
(material algodonoso blanquecino o verde), puede ser sintoma de alguna
infeccién. Algunos patégenos de insectos son relativamente faciles de
eliminar limpiando la colonia si se encuentra infectada. Si es el caso, el
procedimiento es el siguiente: colocar parejas de insectos sobre plantas de
lirio; ubicar las plantas en unssitio cubierto (tinas, estanques, etc.); dejar cinco
dias, mas o menos, los insectos sobre las plantas; extraer cuidadosamente
los huevecillos de la plantas y esterilizarlos superficialmente con una
solucién de hipoclorito de sodio al 0,05% durante 1 min; luego, colocarlos
en cajas de Petri (u otro recipiente limpio y esterilizado) acondicionadas
con papel filtro estéril y humedecido. Por ultimo, depositar en una
incubadora de cinco a diez dias, a 25 grados centigrados.

Una vez que las larvas eclosionan se colocan en plantas de Salvinia molesta. Para
ello, se hace una incisién en el tallo de la planta y, con ayuda de un pincel, se
deposita la larva adentro para que complete su ciclo. En la generaciéon que se
obtenga debera vigilarse que no presente los sintomas ya observados.
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2.4 Liberacion de Cyrtobagous salviniae

Una vez obtenidos los adultos sanos, se colocan en recipientes de plastico
previamente acondicionados con papel humedecido y hojas frescas de
Salvinia molesta. Los recipientes se cubren con tapa, a la cual se le practican
pequenas perforaciones para permitir la aireacién. De esta forma los
insectos se transportan al lugar donde se requiera liberarlos.

2.4.1 Precauciones para la liberacién

* Debido a que en México existen diferentes especies de Salvinia y que
el Cyrtobagous salviniae es especifico de Salvinia molesta, es de suma
importancia verificar que la especie de Salvinia que se desea controlar
corresponda a molesta (ver descripcién de la especie en el apartado
1.1 “Clasificacién taxondémica de Salvinia molesta”, parrato 2, y su
imagen en las figuras 4 y 5).

* Liberar los insectos en areas donde las plantas de Salvinia no se
dispersardn en, por lo menos, dos meses.

* Cuidar que los animales no tengan acceso a los sitios de liberacién.
* No liberar en tiempo de heladas.

*  Después de la liberacion no asperjar insecticidas, herbicidas u otro
quimico.

* No liberar en lugares donde se utilice maquinaria para el control de
malezas acudticas (cosechadoras, trituradoras, etc.). En caso de que
estén en funcionamiento, liberar en areas alejadas donde no se vayan
a aplicar dichos métodos.

2.5 Monitoreo

Después de aproximadamente 45 dias de haber liberado en campo a los
insectos, se sugiere realizar un primer monitoreo, tanto para determinar
el establecimiento o no del insecto, como el efecto de éste sobre la maleza.
El monitoreo consistira en efectuar las siguientes evaluaciones:

2.5.1 Cobertura (espacio que ocupa la maleza en el espejo de agua)
Antes de llevar a cabo cualquier accién de control es necesario cuantificar
el area infestada, para de este modo evaluar con certeza el grado de

eficacia y eficiencia del agente de control utilizado. Con tal fin, se puede
recurrir a los siguientes puntos:
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* Recabar informacién de levantamientos topograficos del lugar para
conocer el area total que abarca el espejo de agua. La cobertura de
la maleza puede ser determinada a través de la medicién del drea
infestada. Si el drea infestada es mas o menos rectangular, utilizar
la féormula: area (ha)= largo x ancho /10,000; si es mas o menos
triangular, utilizar la férmula: area de tridngulo (ha) % base x altura/
10,000; si es circular, utilizar la férmula: area del circulo (ha) = 3.1416
x radio?/10,000.

* Si el area infestada es irregular, utilizar el método de figuras
geométricas. Para ello se requiere un plano con escala donde se
ubicaran los puntos de referencia, es decir, aquellos sitios del cuerpo
de agua desde donde se puedan tomar medidas de uno a otro punto.
El area infestada se divide en figuras geométricas sencillas y se toman
las dimensiones de cada lado de la figura establecida. Se calcula el area
de cada figura y se suma cada una de ellas para obtener el area total.

* La determinacién de la cobertura podra también efectuarse con la
ayuda de GPS (Global Positioning System), de imagenes de satélites o
fotografias aéreas.

2.5.2 Determinaciéon de la biomasa (peso fresco o seco de la planta por
unidad de area)

Se coloca un cuadro de madera u otro material en el sitio infestado,
las plantas que se encuentran dentro del cuadrado se extraen, se dejan

escurrir durante 5 min y se pesan.

2.5.3 Determinacién de la densidad de la maleza (ntimero de plantas que
existen en una determinada area).

Utilizando el mismo cuadrado descrito anteriormente, se cuenta el namero
de plantas ubicadas dentro del cuadrado. La determinacién de la biomasa
se realiza de acuerdo con la férmula establecida por Brower y Zar (1977):

Densidad= nimero de plantas/unidad de superficie

2.5.4 Determinaciéon del nimero de adultos de Cyrtobagous salviniae por
metro cuadrado

2.5.4.1 De acuerdo con las técnicas descritas, determinar el estado sanitario
de las colonias liberadas

Las evaluaciones tendran que ser realizadas, por lo menos, una vez
al mes durante las cuatro estaciones el ano. Los sitios de muestreo se
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determinaran de acuerdo con lo accesible del sitio infestado. El niimero
de sitios de muestreo y de cuadros de muestreo dependera de la magnitud
de la infestacién.
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S. auriculata

S. biloba

P

S. herzogii
S. molesta

Figura 2. Diferenciacién de las especies de Salvinia a través del arreglo de sus
esporocarpos.
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i Raices sumergidas

Figura 3. Caracteristicas de Salvinia molesta.

Figura 4. Esporocarpos de Salvinia molesta (flechas).
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Figura 5. Esporangios de Salvinia molesta (flechas) al interior del esporocarpo.

Figura 6. Crecimiento primario (flecha) y secundario (hojas mas grandes)
de Salvinia molesta.
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Figura 7. Crecimiento terciario de Salvinia molesta.

Figura 8. Barrera flotante para el control de Salvinia molesta en canales de riego.
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Figura 9. Adulto de Cyrtobagous salviniae.
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ANEXO 1






Formato para control de cria de Cyrtobagous

salviniae

-

(

)/

N

SISTEMA DE ASEGURAMIENTO DE CALIDAD (ISO 9000/NMX-CC)

Nombre y firma

o

Nombre y firma

NUM. FOLIO TEMA:
Cosecha Cyrtobagous salviniae
Nam. Lot Fecha Fecha Nam. insectos
um. Lote siembra cosecha cosechados
Analista: Supervisa:

forma CR-03
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