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INTRODUCCION

El lugar de origen del lirio acudtico (Eichhornia crassipes) probablemente es
Brasil, con una extensién natural hacia otras dreas de Sudamérica. Por la
belleza de su flor, el lirio acuatico ha sido introducido a lo largo de la zona
tropical del mundo (Sculthorpe, 1967; Holm et al., 1977; Barret y Forno,
1982).

Diversos estudios se han realizado para conocer la magnitud de los
problemas causados por el lirio acudtico. Hamdoun y Tigani (1977)
estimaron que 7 billones de m?ano del cauce del rio Nilo se pierden
debido a la evapotranspiracién de esta planta. En Nigeriay Benin, la pesca
se ha visto afectada en un 50% debido a la severa infestacién de los cuerpos
de agua por esta planta (Harley, 1990).

En México, se ha estimado que la superficie infestada por las malezas
acuaticas es de 62,000 ha, lo que representa el 24% de la superficie
inundada (Gutiérrez et al., 1994). En este grupo de sistemas acuaticos se
incluyen los lagos y presas con mayor actividad econémica y social del
pais, siendo el lirio acuatico la principal maleza, que afecta el 64% de la
superficie infestada, seguido por la cola de caballo (Potamogeton sp.) con
un 30%, el tule (Typha sp.) y la hidrila (Hydrilla verticillata) con un 4%, la
lechuga de agua (Pistia stratiotes) y el chichicaztle (Lemna sp.) con un 2%
(Gutiérrez et al., 1994).

La proliferacién del lirio en los cuerpos de agua provoca graves problemas
de indole econdémica, ecolégica y de salud. Dentro de los problemas
econémicos se pueden citar las pérdidas de agua por evapotranspiracion,
el azolvamiento prematuro de los embalses y la limitacién de la actividad
pesquera y recreativa (Gopal, 1987). Dentro de los problemas de salud,
el lirio constituye el habitat propicio para el desarrollo de mosquitos
vectores de enfermedades como la malaria, filariasis, dengue, paludismo
y fiebre amarilla entre otras (Hernandez y Pérez, 1995). Como problema
ecolégico, la acumulaciéon de grandes cantidades de lirio provoca el
estancamiento del agua, disminuyendo el oxigeno disuelto, causando asi
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la muerte de especies acudticas (Gopal, 1987).

La gran dispersion del lirio acudtico puede deberse a varias causas, entre
ellas:

* alseruna planta introducida, ésta crecié sin ningtin equilibrio natural,
que normalmente es conferido por sus depredadores;

* ala falta de especies competidoras; y

* al gran aporte de nutrientes (eutroficacién) que presentan la mayoria
de los cuerpos de agua en donde el lirio es un problema.

Estudios realizados con relacién a los requerimientos de nutrientes que
necesita el lirio para su desarrollo, muestran que el fésforo es el elemento
mas asociado a su proliferacién. En México, se ha estimado que 231,000 t/
ano de fosforo provenientes de la actividad agricola, industrial y doméstica
del pais contaminan lagos y presas (Limén, 1989).

La experiencia nacional (Gutiérrez et al., 1994) e internacional (Harley,
1990) ha demostrado que por su capacidad reproductiva, facilidad de
dispersioén, requerimiento de nutrientes y resistencia a condiciones
ambientales adversas, el lirio acudtico no puede erradicarse, si no sélo
controlarse.

Diversas técnicas han sido empleadas para controlar esta maleza. Por
sus efectos inmediatos, el uso de herbicidas es una de las técnicas mas
utilizadas en el mundo. Sin embargo, su uso es de alto costo y puede
conllevar efectos téxicos, si no es aplicado en forma adecuada. En severas
infestaciones de lirio, es necesario aplicar técnicas de alta cobertura (como
herbicidas y control mecdnico) para que, una vez reducida la infestacién,
se empleen técnicas que puedan mantenerla a niveles manejables. En este
sentido, el uso del control biol6gico es una alternativa importante en el
mantenimiento sustentable de un cuerpo de agua.

En el presente manual se describen las bases para el control biol6gico
del lirio acuatico, asi como una metodologia para la cria masiva de dos
especies de gorgojos: Neochetina eichhorniae y Neochetina bruchi, utilizados
en el control biolégico de esta maleza.
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1 ANTECEDENTES
1.1 Definicién de control biolégico

El control biolégico se basa en la utilizacién de enemigos naturales de la
maleza que ayuden a desfavorecer el desarrollo de ésta (Deloach et al.,
1989). Existen tres estrategias basicas para instrumentar programas de
control biolégico aplicables tanto a malezas como a plagas y enfermedades
de cultivos. Las estrategias son:

1.1.1 Control biolégico clasico

Este tipo de control implica la introduccién de enemigos naturales 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 ningtn dafno en su
centro de origen, debido a que ahi existe todo un complejo de enemigos
naturales que regulan su poblacién, manteniéndola en niveles que no
ocasionan dano econémico. La transformacién en plaga (insecto o planta),
se debe a un fenémeno de dispersién accidental (por movilizacién de
material vegetativo realizado por el hombre, en la mayoria de los casos)
donde no le acompanan sus factores regulativos (enemigos naturales),
alterandose el equilibrio poblacional.

Esta estrategia consiste en hacer una exploracién de enemigos naturales
en el lugar de origen de la plaga (insecto o planta); después de efectuada
la exploracién y recolecta, los enemigos naturales se someten a un proceso
de cuarentena (por lo menos dos generaciones), que implica la cria y
mantenimiento de la poblaciéon. Con esto se eliminaran los 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
evalia el impacto ecolégico de la especie liberada (Arredondo, 1993).
Esta estrategia ha sido aplicada en varios paises, donde se han obtenido
buenos resultados, siempre y cuando sea utilizado un programa de control
integral de la maleza. Por ejemplo, en Australia se ha usado para combatir
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Pistia stratiotes (lechuga de agua), con el coleéptero Neohydronomus affinis,
importado de Brasil en 1982 (Cilliers, 1991a).

1.1.2 Control biolégico por aumento de enemigos naturales

Consiste en aumentar la densidad y, por lo tanto, la eficacia de los
enemigos naturales existentes (sean autéctonos o los importados ya
establecidos), para superar sus deficiencias inherentes y mejorar asi su
impacto regulatorio. Esto se logra por medio de colonizaciones periddicas
o a través de selecciones genéticas de los agentes bidticos para mejorar su
adaptabilidad. Como ejemplo, se puede citar el uso del hongo Colletotrichum
gloesporioides para controlar Aeschynomene virginica (maleza nativa de los
Estados Unidos), perjudicial en cultivos de arroz y soya (Deloach et al.,
1989).

1.1.3 Control biolégico por conservacién de enemigos naturales

El control biolégico por conservacién de enemigos naturales consiste en
el establecimiento de practicas culturales u otro tipo de modificacién al
ambiente, de tal forma que directa o indirectamente ayude a preservar
y aumentar la eficiencia de un enemigo natural. La flor zempoaltxéchitl
(Tagetes erecta) es tradicionalmente utilizada para proteger las plantaciones
contra el ataque de insectos y nematodos. Asi, se ha encontrado que al
rotar e incorporar residuos de zempoaltxéchitl o al asociarlo con chile o
jitomate, se tiene una reduccién significativa en el agallamiento radical
ocasionado por los nematodos Nacobbus aberrans y Meloidogyne incognita,
en las hortalizas mencionadas (Gémez et al., 1992). Este efecto se debe al
pigmento amarillo de la flor (alpha-tertienilo), una fototoxina capaz de
provocar la muerte de la plaga en cuestién (Fery-Forgues, 1996).

1.2 Control biolégico del lirio acuatico

Las investigaciones para el control biolégico del lirio acuatico iniciaron
en la década de los afos sesenta y la estrategia de control a seguir fue la
del control biolégico clasico. Después de identificar en Argentina a los
enemigos naturales del lirio, se sometieron a un proceso de cuarentena
y, diez anos después, se introdujeron por primera vez en Estados Unidos
donde, desde el ano de 1974 han sido utilizados como biocontroladores de
la maleza (Cofrancesco ef al., 1985).

Algunos agentes de control utilizados para el control biolégico del lirio
acudtico son: Ctenopharyngodon idella (carpa herbivora), Trichethus manatus

(manati), Kachugatectum tentoria (tortuga)y Marisa cornuarietes (caracol).
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Con respecto a la utilizacién de artrépodos para el control biolégico de
esta maleza, se han investigado el acaro Orthogalumna terebrantis (Bennet,
1981); los coleépteros Dyscinetus morator (Buckingham y Bennet, 1989) y
Neochetina eichhorniae y Neochetina bruchi (Deloach, 1976a; Center et al.,
1982); los lepidépteros Acigona infusella (Deloach et al., 1980) y Sameodes
albiguttalis  (Deloach y Cordo, 1978) y el orthéptero Cornops aquaticum
(Silveira y Perkins, 1975). Los insectos con los que se han obtenido los
mejores resultados de control han sido Neochetina eichhorniae y Neochetina
bruchi (Deloach y Cordo, 1983).

Con respecto a patégenos biocontroladores del lirio se conocen hasta el
momento siete especies de hongos factibles de ser utilizados, entre los
cuales se encuentran: Acremonium zonatum, Alternaria eichhorniae, Bipolaris
stenospila, Cercospora piaropi, Cercospora rodmanni, Myrothecium roridum 'y
Rhizoctonia solani (Gopal, 1987). A la fecha, una o mas especies de insectos
y/o patégenos han sido utilizadas en 21 paises (Harley, 1990).

1.3 Ciclo biolégico y caracteristicas del género Neochetina

Los coleépteros del género Neochetina son holometabolos y sus fases de
desarrollo son: huevo, larva (tres estadios), pupa y adulto.

1.3.1 Caracteristicas del huevo

Los huevos de Neochetina bruchi son blanquecinos, de aproximadamente
0.82 mm de largo en promedio, ovoides y presentan un corion rigido (ver
figura 1 en anexo fotografico). Los huevos de Neochetina eichhorniae miden
aproximadamente 0.88 mm de largo y el corion es blando. La temperatura
6ptima para el desarrollo de los huevos de Neochetina bruchi es de 11-15°C,
mientras que para Neochetina eichhorniae es de 20-25°C. Las hembras de
ambas especies pasan por un periodo preoviposicional (tres a cinco dias),
durante el cual alcanzan la madurez sexual (Center, 1992).

1.3.2 Oviposicién

Con la ayuda de las mandibulas y moviendo el rostro de lado a lado, la
hembra perfora los peciolos del lirio. Cuando el rostro ha penetrado
cerca de los ojos, lo aparta y oviposita en el hoyo prensando varias
veces alrededor de la abertura con la punta del abdomen (Deloach
y Cordo, 1976b). Neochetina bruchi oviposita dentro de la segunda
o tercera capa del aerénquima en peciolos bulbosos, hojas viejas o
pequeiias manchas necréticas, colocando de uno a 16 huevos por
sitio de oviposicién (Deloach y Cordo, 1976b). Neochetina eichhorniae
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coloca sus huevos justo debajo de la epidermis de las hojas centrales
jovenes, bases de peciolos tiernos, o bien, dentro de las marcas de
alimentacién; usualmente coloca s6lo un huevo en cada sitio de
oviposicion (Deloach y Cordo, 1976b). Deloach y Cordo (1976a)
observaron que el maximo de oviposicién para Neochetina bruchi es de
8.5 huevos/hembra/dia, y el de Neochetina eichhorniae de 7.3 huevos/
hembra/dia, siendo el porcentaje maximo de oviposicién de ambas
especies en octubre y noviembre.

1.3.3 Caracteristicas de la larva

Después de siete a diez dias de incubacidon, del huevo emerge una larva
blanca y dpoda, la cual se alimenta del tejido esponjoso del peciolo,
favoreciendo con ello la actividad fangica y bacteriana (Deloach y
Cordo, 1976b). Las larvas de ambas especies de Neochetina pasan por
tres instares (ver figura 2 en anexo fotogrifico). Las larvas de Neochetina
bruchi se desarrollan mas rapido (30-34 dias) que las de Neochetina
eichhorniae (75-90 dias). El tamano de los taneles en los peciolos indica
que la larva periédicamente se mueve hacia arriba o hacia abajo de
los taneles de alimentacién (Deloach y Cordo 1976a). Las larvas del
segundo y tercer instar son casi siempre encontradas en la corona de la
planta, donde forman cavidades y se alimentan de los retonos de nuevas
hojas, lugar rico en nutrientes, impidiendo asi la produccién de nuevos
brotes y, por consiguiente, el desarrollo de nuevas plantas. Debido a
que Neochetina bruchi coloca mas huevos y sus larvas se desarrollan mas
rapido que las de Neochetina eichhorniae, destruyen las plantas de lirio
en menos tiempo.

1.3.4 Caracteristicas de la pupa

Las larvas, al completar el tercer estadio, salen de la cavidad de la corona'y
se dirigen hacia la raiz, en donde pupan. Con ayuda de los pelos radicales
forman una pequefia masa de forma circular (ver figura 3 en anexo
fotografico), provocando una lesién en las raices. Esta lesion es el conducto
por el que probablemente la pupa obtiene oxigeno (Center, 1992). No
hay diferencias en la formacién pupal entre ambas especies. Este estadio
requiere cerca de treinta dias, después de los cuales los adultos emergen
(Deloach y Cordo, 1976a).

1.3.5 Caracteristicas del adulto
Después de 24 horas de haber eclosionado, los adultos se alimentan
removiendo la epidermis de las hojas y peciolos, haciendo pequeiias

marcas de 2 a 4 mm de diametro (ver figura 4 en anexo fotogrifico).
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Los adultos de Neochetina bruchi y Neochetina eichhorniae son muy
similares. Sin embargo, existen diferencias entre ambos (Deloach, 1975).
Los adultos de Neochetina bruchi son de color pardo claro, el macho mide
4.18 mm y la hembra 4.61 mm (ver figura 5 en anexo fotografico). Los
adultos de Neochetina eichhorniae son de color pardo obscuro a negro,
el macho mide 4.06 mm y la hembra 4.52 mm (ver figura 6 en anexo
fotografico).

El sexo de Neochetina puede ser diferenciado por las caracteristicas del
rostro. En los machos es mas corto, cilindrico y casi se encuentra en
linea recta; mas ancho y denso de la inserciéon de la antena al apice; esta
ligeramente comprimido y curvado hacia abajo, brillante sélo desde el
punto de insercién de la antena hasta el apice. El rostro en las hembras
es mas grande, uniformemente curvado y casi todo es cilindrico; ancho y
denso de la base del rostro al dpice; brillante y glabroso desde enfrente
de los ojos hasta el dpice. La proporcion de sexos es de 1:1 para ambas
especies (Deloach y Cordo, 1976a).

El ciclo biolégico para Neochetina eichhorniae es de 96-120 dias y, para
Neochetina bruchi, de 66-75. La longevidad de los adultos es de 230 a
280 dias (Deloach y Cordo, 1976a; Center, 1992). La tabla 1 muestra la
duracién, en dias, del ciclo biolégico de Neochetina spp.

Tabla 1. Duracién de los estadios de desarrollo de Neochetina bruchi y Neochetina
eichhorniae.

Especie Huevo Larva Prepupa + pupa | Ciclo biolégico
Neochetina bruchi 6-8 dias | 30-34 dias 30-33 dias 66-75 dias
Neochetina eichhorniae | 7-14 dias | 75-90 dias 14-20 dias 96-120 dias

Neochetina bruchi y Neochetina eichhorniae ocupan nichos ecolégicos similares
(Deloach, 1975). Sin embargo, no existe competencia entre las dos especies
debido a las diferencias en cuanto al sitio de oviposiciéon y tipo de plantas
de la que se alimentan (Deloach y Cordo, 1976a). Las diferencias entre las
dos especies son mostradas en la tabla 2.
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Tabla 2. Diferencias entre Neochetina bruchi y Neochetina eichhorniae.

Neochetina bruchi

Neochetina eichhorniae

Huevos

0.82 mm de largo, corion
rigido

0.88 mm de largo, corion
blando

Sitios de oviposicion

Oviposita dentro de la
segunda o tercera capa del
aerénquima, en peciolos
bulbosos, hojas viejas

0 pequefias manchas
necroticas

Oviposita debajo de la
epidermis de las hojas
centrales jovenes, bases de
peciolos tiernos, o bien, dentro
de las marcas de alimentacion

Numero de huevos/dia

8.5 huevos/dia

7.3 huevos/dia

Color y tamafo en
adultos

Pardo claro, el macho mide
4.18 mmy la hembra 4.61
mm

Pardo obscuro a negro, el
macho mide 4.06 mmy la
hembra 4.52 mm

Duracioén del ciclo
biolégico

69-75 dias

96-120 dias

Preferencia alimenticia

se alimenta de plantas
jovenes y pequefas

Se alimenta de plantas
maduras y grandes

Resistencia a
temperatura

Resiste bajas temperaturas

Resiste altas temperaturas

Estacionalidad

Mas abundante en primavera
y verano

Mas abundante en otofio e
invierno

Neochetina bruchi es mas abundante en primavera y verano, mientras
que Neochetina eichhorniae es mas abundante en otoflo e invierno. Ambas
especies son multivoltinas, es decir, tienen dos a tres generaciones por aino
(Deloach y Cordo, 1976b; Sanders et al., 1986). En cuanto a preferencias
de alimentacién, Neochetina eichhorniae prefiere plantas maduras y grandes,
mientras que Neochetina bruchi prefiere plantas jévenes y pequenas.

La experiencia en otros paises (Cilliers, 1991b; Van Thielen et al.,1994)
ha demostrado que el uso combinado de dos especies de colebpteros,
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Neochetina eichhorniae y Neochetina bruchi, ha ayudado a mantener una
baja infestacién de lirio dentro de un programa de control integral. En
el mundo, las infestaciones de esta planta se localizan en climas que van
desde el tropical hiimedo hasta el tropical semidrido, pasando por zonas
templadas. En estos lugares, la diversidad morfoldgica del lirio acuatico:
tamano, nimero de hojas por plantay textura de éstas, varia enormemente
(Olvera, 1988), por lo que, dada la preferencia alimenticia de estos insectos
(Neochetina eichhorniae se alimenta de plantas maduras y grandes, mientras
que Neochetina bruchi lo hace de plantas jévenes y pequefas), la duraciéon
del ciclo biolégico (Neochetina eichhorniae 96-120 dias y Neochetina bruchi
69-75 dias), la estacionalidad (Neochetina eichhorniae abunda en otono e
invierno y Neochetina bruchi en primavera y verano), asi como la diversidad
de climas y morfologia del lirio acuatico, estas dos especies se muestran
complementarias para el control biolégico de dicha maleza (Deloach y
Cordo, 1976b).

1.4 Especificidad del género Neochetina

Las especies del género Neochetina son depredadoras especificas de
especies vegetales de la familia Pontederiaceae (Deloach, 1976), pero s6lo en
Eichhornia crassipes pueden completar su ciclo de vida. En raras ocasiones
se alimenta y oviposita en Reussia rotundifolia, Eichhornia azurea y Pontederia
lanceolata.

Perkins y Maddox (1976) comprobaron la especificidad de Neochetina sp.
en 28 plantas de 17 familias. Los resultados demostraron que Neochetina
bruchi no se alimenté ni efectudé ninguna fase de su ciclo sobre ninguna de
estas plantas.

Jayanth y Nagarkatti (1987) realizaron pruebas para comprobar la
especificidad de Neochetina bruchi. Bajo condiciones de cuarentena,
probaron 76 especies de plantas representando a 42 familias. Sus
observaciones indicaron que los adultos no se alimentaron y tampoco
ovipositaron en 58 de estas especies. Los adultos comieron muy poco en
Trapa bispinosa, Vallisneria sp., Amaryllis sp. y Lactuca sativa. Sin embargo,
las larvas de Neochetina no lograron completar su desarrollo en ninguna
de éstas.

La especificidad de Neochetina eichhorniae fue comprobada en México en
33 especies de plantas, pertenecientes a 14 familias, sin encontrar dano

alguno ocasionado por esta especie (Romero y Ortiz, 1988).
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1.5 Principales patégenos del género Neochetina

Las especies del género Neochetina pueden presentar enfermedades
causadas por seis diferentes grupos de organismos: virus, rickettsias,
bacterias, hongos, protozoarios y nematodos (Perkins y Maddox, 1976).

Deloach y Cordo (1982) estudiaron dos de los principales patégenos
de Neochetina bruchi y Neochetina eichhorniae, un nematodo de la familia
Sphaerulariidae, probablemente del género Methaparasithylenchus, y un
microsporidio del género Nosema. Los microsporidios son el grupo de
protozoarios patégenos mas cominmente asociados con insectos.

Los microsporidios son protozoarios que generalmente causan
enfermedades cronicas, reduciendo asi la aptitud fisiol6gica y reproductiva
de su hospedero, en particular cuando se encuentran bajo estrés. Cerca
de 250 especies de microsporidios han sido descritas en los érdenes
lepidéptera y coleéptera. Los microsporidios mds conocidos son Nosema
apis 'y Nosema bombycis, los cuales causan enfermedades en la abeja y
en el gusano de seda, respectivamente. La transmisién de éstos puede
ser horizontal por ingestién de esporas, copulacién o inoculacién por
parasitos, o bien, vertical, a través de los huevos (via transovarial); éste
altimo caso es el que mayor problema causa pues es dificil la limpieza de la
colonia. El nimero y tipo de érganos o tejidos infectados se determina por
la especificidad de los microsporidios envueltos y/o por el estado en el que
el huésped esté infectado. Estos pueden incluir tracto alimentario, grasa del
cuerpo, tdbulos malpigiales, ovarios, glandulas accesorias, bursa copulatrix,
espermateca, musculos, epitelio traqueal y tejidos adiposo y conectivo.
Dependiendo de los 6rganos infectados, los insectos pueden exhibir
varios sintomas, por ejemplo: mala alimentacién, desarrollo irregular,
desarrollo larval retardado, metamorfosis incompleta, deformacién de
pupas y adultos o baja fecundidad y longevidad, asi como muerte (Kluge
y Cadwell, 1992).

Haag y Boucias (1991) evaluaron la patogenicidad sobre Neochetina
eichhorniae de una bacteria (Bacillus thuringiensis), dos hongos (Metarhizium
anisopliae 'y Beawveria bassiana ) y un nematodo del género Steinernema.
Los resultados obtenidos mostraron que no hubo mortalidad importante
al exponer Neochetina eichhorniae a 21 cepas de Bacillus thuringiensis y
tampoco al exponerlo a dos cepas de Metarhizium anisopliae. Sin embargo,
de seis cepas de Beauveria bassiana probadas, en dos de ellas (Bb AFA y Bb
5647), la mortalidad fue significativamente importante. En la infeccion
con dos cepas del nematodo, la mortalidad fue del 60 al 70 por ciento.
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1.6 Cuarentena de insectos para el control biolégico
de malezas acuaticas

El objetivo de la cuarentena es eliminar cualquier patégeno de los
organismos que se pretenden utilizar en el control biol6gico (Miller
y Aplet, 1993). Si, conjuntamente con los agentes de control fueran
liberados sus patégenos, éstos reducirian la eficacia y ademads, podrian
poner en peligro a otros organismos. Esto, que es relativamente sencillo
con los parasitoides, puede resultar extremadamente dificil con los
entomopatogenos, especialmente si el insecto es univoltino y los patégenos
se transmiten via transovarial (Deloach et al., 1989).

1.6.1 Laboratorio de cuarentena

La funcién basica de un laboratorio de cuarentena es proporcionar las
facilidades que permitan el manejo del material importado, de tal manera
que se evite el escape de organismos potencialmente peligrosos. Es un lugar
completamente adecuado, donde los insectos se encuentran recluidos. Hasta en
tanto no se pruebe que son seguros, todos los insectos deben ser considerados
peligrosos para la agricultura y el medio ambiente (Fisher, 1978).

Las facilidades minimas que debe tener un laboratorio de cuarentena
consisten de, cuando menos, dos cuartos separados: una anterrecimara
con trampa de luz, y el cuarto de cuarentena donde se abren los envios y se
inician los estudios. En los dos debera existir, como minimo, un lavadero
equipado con agua fria y caliente, ademas de agua destilada y gas. Para
desechar con seguridad los recipientes o residuos, deberd contarse con un
autoclave o un incinerador dentro del laboratorio.

Los envios de insectos deben ser recibidos por las autoridades del
laboratorio y no abrirse hasta que se encuentren dentro de la unidad de
cuarentena. En un cuarto especial, los organismos deben registrarse y
separarse del material vegetal y de los recipientes de envio. Los insectos
se colocan en plantas huéspedes; el material vegetal y los recipientes de
envio son esterilizados y/o incinerados. Cualquier insecto que se encuentre
muerto o no parezca estar sano debe ser examinado.

En el mundo existen solo tres centros de cuarentena de insectos para el control
bioldgico de malezas acuaticas: uno en Argentina y dos en Estados Unidos. En
México, sélo se cuenta con un centro de cuarentena para insectos benéficos,
el Centro Nacional de Referencia de Control Bioldgico, en Tecoman, Colima.
Desafortunadamente, dicho Centro no cuenta con instalaciones para la
cuarentena de insectos para el control biolégico de malezas acudticas.
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1.7 Cria masiva de insectos

El objetivo de un programa de cria masiva de insectos es la produccién,
con un minimo de trabajo y espacio, de un niimero maximo de individuos
de una especie dentro de un periodo y, ademas, tan costeable como sea
posible (Finney y Fisher, 1978). La cria se encamina a resolver problemas
tales como:

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

Aumentar las poblaciones en el campo de especies nativas.

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

Para controlar el estado sanitario de las colonias producidas.

Los tipos de crias son convencionalmente clasificados en tres categorias:
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Natural: es importante cuando comienza un programa de cria para
un insecto, donde es preferible usar su huésped natural (Waage ef al.,
1985).

Semiartificial: comprende una o mas sustancias de plantas o animales,
tales como polvo o extracto de higado, levadura, germen de trigo
u otros ingredientes de naturaleza similar. En algunos casos, el
ingrediente puede proveer un solo nutriente; por ejemplo, vitaminas o
lipidos, o algunas veces contribuye a ampliar el espectro de nutrientes.
La principal caracteristica de esta forma de cria es que la mayoria de
los nutrientes son provistos como puros o sustancias refinadas (Singh,

1977).

Artificial: son formulaciones de dietas principalmente usadas para
estudios en fisiologia, ecologia, genética y etologia. Los ingredientes
de estas dietas pueden representarse por férmulas quimicas, pero
son de cara preparaciéon y, por lo comudn, requieren de técnicas
asépticas (Singh, 1977). La formulacién exitosa de una dieta artificial
depende de un basico conocimiento de nutricion, habitos alimenticios
y comportamiento general de la especie a criar (Singh, 1977). Hasta el
momento no se conoce ninguna dieta para la cria de Neochetina.



2 METODOLOGIA
2.1 Cria masiva de Neochetina
2.1.1 Cultivo de lirio en estanques o tinas de plastico

Para la cria masiva de Neochetina spp. se utiliza, como substrato, la misma
planta de lirio acudtico. Para esto, se sugiere recolectar el lirio en la
zona cercana al lugar de cria. 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.

* La planta entera se desinfecta sumergiéndola en una solucién de
hipoclorito de sodio al 0.5%, durante tres minutos.

* Se enjuagan perfectamente con agua corriente y se colocan en el
estanque o tina correspondiente.

La fisiologia y comportamiento de Neochetina estan intimamente ligados a
la calidad del lirio (Center y Wright, 1991), planta de la que se alimenta y
donde desarrolla completamente su ciclo biolégico (Center y Dray, 1992).
Por ello, es muy importante contar con un lirio sano, verde y suculento,
donde el insecto pueda desarrollarse. Por otro lado, al cultivar el lirio fuera
de un cuerpo de agua, éste puede manifestar deficiencias en nutrientes
(Newman y Haller, 1988), por lo que es necesario proporcionarlos al
agua utilizada en el cultivo. Ademas, el lirio es una planta que necesita
una buena aereaciéon de raices, por lo cual es sumamente importante
cambiar el agua de los estanques y fertilizar la planta, por lo menos, dos
veces al mes. Con esto también se evita la proliferacion de algas u otros
organismos. El fertilizante a utilizar debe proporcionar a la planta 5 ppm
de nitrégeno y 2 ppm de quelato de fierro.

2.1.2 Cria de Neochetina sobre lirio acuatico

Una vez que se tenga el lirio verde, sano y con buenas raices, se siembra
una pareja de insectos por planta durante cinco dias (tiempo en que la
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hembra oviposita). La diferenciacién de sexos se realiza por medio de las
caracteristicas del rostro descritas en el apartado 1.3.5 “Caracteristicas del
adulto”.

Luego de este tiempo, los insectos se extraen de los estanques o tinas y se
siembran en otras. De esta manera, se separan las diferentes generaciones
que se vayan obteniendo. Después de 60-90 dias (tiempo que tarda el ciclo
del insecto) se efectuara la cosecha diaria. Durante la siembra y cosecha se
recomienda, por las noches, cubrir las tinas con malla de invernadero u
otro material para evitar que los insectos se escapen. Para calenderizar la
producciéon de insectos durante el afio, se sugiere utilizar el formato que se
presenta en el anexo 1.

2.1.3 Revisioén sanitaria de las colonias producidas

Con el fin de determinar la posible infeccién de las colonias, una muestra
de cien larvas y adultos de cada colonia debera ser revisada, de acuerdo
con los procedimientos establecidos por Poinar y Thomas (1984), los
cuales, a continuacién se describen.

2.1.3.1 Técnica para la deteccién de hongos entomopatbgenos

— Macerado aséptico de insectos vivos.

—  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 15 g

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

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

2.1.3.2 Técnica para la detecciéon 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.
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— 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 5g
— Agar 15 ¢

Esterilizar a 120 °C 'y 1.5 Ib de presién por 15 minutos.
2.1.3.3 Obtencién de cepas puras de bacterias entomopatogenas

Para el caso de bacterias, después de incubar durante 24 h las diluciones
del homogeneizado descrito, las diferentes colonias que emergen se
diferencian y aislan basandose en la forma, color y textura.

2.1.3.4 Identificacién 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 tincion de Gramm diferencia las bacterias Gramm negativas y
positivas.

— 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
preparaciony 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.
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Después de la coloracion de Gramm, se procede a sembrar éstas en
algunos medios selectivos para bacterias entomopatégenas. Dichos medios
fueron:

Medio diferencial para Streptococcus feacalis

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

Esterilizar por 10 min a 10 Ib de presion. 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.

- Peptona 5g
- Extracto de levadura 3g
- Lactosa 10g
- Agar 15g
- 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.
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Asi, 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).

2.1.3.5 Técnica para la detecciéon de microsporidios

La deteccién de microsporidios se realiza por el siguiente procedimiento:
maceracion aséptica del insecto. Observacion al microscopio bajo contraste
de fases. Las esporas de microsporidios pueden ser distinguidas de otras
por su forma y porque son refringentes.

2.1.3.6. Deteccién de nematodos entomopatégenos

— Diseccion del insecto vivo en 0.9% NaCl.
—  Observacién al microscopio.

2.2 Liberacion de Neochetina

Los adultos, después de eclosionar, tardan cinco dias en alcanzar la madurez
sexual, por lo que habra que esperar, por lo menos diez dias a partir de que
eclosionen, para que exista apareamiento y oviposicién de las hembras.

Una vez obtenidos los adultos, se organizan por sexo y se colocan por
parejas en recipientes de plastico, previamente acondicionados con papel
humedecido y hojas frescas de lirio. Recordemos que la identificacién y
diferenciacién de sexos se hace por medio de las caracteristicas del rostro
descritas en el apartado 1.3.5 “Caracteristicas del adulto”, asi como en las
figuras 5y 6. Los recipientes se cubren con su tapa, a la que se le practican
pequenas perforaciones para que penetre el aire. De esta forma, los
insectos se transportan al lugar donde se requiera liberarlos.

2.2.1 Precauciones a tomar en cuenta durante la liberacién de Neochetina

e Liberar los insectos en areas donde el lirio no se dispersara 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.
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* No liberar en lugares donde se utilice maquinaria para el control de
las malezas acuaticas (cosechadoras, trituradoras, etc.), En caso de que
estén en funcionamiento, liberar en areas alejadas donde no se vayan
a aplicar dichos métodos.

2.3 Monitoreo

Después de tres meses (tiempo que tarda en completar su ciclo biolégico el
insecto) de haber realizado la liberacién de Neochetina, se hard un primer
monitoreo para verificar el establecimiento del insecto. El monitoreo
consistira en observar la presencia de marcas de alimentacién que el
insecto deja en las hojas (figura 4). Si no existen, se aconseja hacer una
segunda liberacién en el sitio. Como parte del monitoreo, es necesario
cuantificar el drea infestada por la maleza, para de este modo evaluar
con certeza el grado de eficacia y eficiencia del agente de control utilizado.
Para ello se sugiere efectuar las siguientes evaluaciones:

2.3.1 Evaluacién de la cobertura (espacio que ocupa la maleza en el espejo
de agua).

* Recabar informaciéon de levantamientos topograficos del lugar con
la finalidad de conocer el area total que abarca el espejo de agua. La
cobertura de la maleza puede ser determinada a través de la medicién
del area infestada. Si el area infestada es mas o menos rectangular,
utilizar la férmula: area (ha)= largo x ancho/10,000. Si es mas o menos
triangular, utilizar la férmula: 4drea de triangulo (ha) "% base x altura/
10,000. Si es circular, utilizar la formula: 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 drea infestada se divide en figuras geométicas 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.
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2.3.2 Determinacién de la biomasa (peso fresco o seco de la planta por
unidad de drea)

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.

2.3.3 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 nimero
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= ntimero de plantas/unidad de superficie

2.3.4 Determinaciéon del nimero de adultos, larvas y pupas de Neochetina
por metro cuadrado

2.3.5 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
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 infestacion.
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Anexo fotografico

Figura 1. Huevos de Neochetina (flechas) en el tejido esponjoso del tallo de lirio.

Figura 2. Larvas de Neochetina alimentandose de tallos de lirio.
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Figura 3. Pupas de Neochetina.

Figura 4. Marcas de alimentaciéon de Neochetina (flechas) en hojas de lirio acuatico.
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Figura 5. Adulto de Neochetina bruchi (3 macho; Q hembra).

Figura 6. Adulto de Neochetina eichhorniae ( 3 macho; Q hembra).
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Figura 7. Neochetina bruchi infectado con Beauveria bassiana; nétese la
esporulacion del hongo en rostro y abdomen (flechas).



ANEXO 1






Formato para control de cria de Neochetina spp

-
(

)/

N

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

Nombre y firma

o

Nombre y firma

NUM.. FOLIO TEMA:
Cosecha Neochetina spp
- Fecha Fecha Nam. insectos
NUM. Lote siembra cosecha cosechados
Analista: Supervisa:

forma CR-03
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