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RESUMEN

El estado infectivo (J3) de los neméatodos entomopatdgenos (NE) del género Steinernema
(Steinernematidae) es la Unica etapa de vida libre, responsable de localizar a un insecto
huésped susceptible y penetrar en su interior a través de las aberturas naturales, dirigirse al
hemocele y liberar su bacteria simbionte del género Xenorhabdus (Enterobacteriaceae), la
que se multiplica y causa la muerte del insecto huésped en 48 h por septicemia.

Para evaluar aspectos del comportamiento de un nematodo nativo, se hicieron 3 ensayos de
laboratorio. En el primero se evalud el efecto de varias temperaturas (5, 10, 15, 20, 25 y
30°C), en el segundo se evaluaron suspensiones ajustadas de 10, 20, 40, 80, 120 y 240 J3 y
en el tercero se evalud un sustrato con diferentes contenidos de agua para determinar la
susceptibilidad de las larvas del dltimo instar del insecto huésped polilla de la cera,
Galleria mellonella L. Ademas se determind su progenie (J3 emergidos por larva) y su
eficacia de penetracion (J3 que penetraron al insecto huésped).

La larva fue altamente susceptible a la infeccion por estos nematodos, con una mortalidad
cercana al 100% a las 48 h en la mayoria de los tratamientos. A 20°C se obtuvo la maxima
emergencia, por lo que esta temperatura resultd ser Optima para la reproduccion y
desarrollo del aislamiento evaluado.

La mortalidad fue afectada por efecto de la concentracion. ElI nimero de nematodos que
entraron en el hospedero aument6 con la concentracion de J3 inoculados. La infectividad
del nematodo fue mayor en un contenido de agua moderado del suelo, cercana a la
capacidad de campo.

Se concluye que el parasitismo, progenie y eficacia de penetracion del aislamiento evaluado
de Steinernema sp. son afectados por factores abioticos como la temperatura y el contenido
de agua del suelo.

Palabras clave: Rhabditida, Steinernematidae, juveniles infectivos, factores abioticos,
control bioldgico.



ABSTRACT

The infection status (J3) of the entomopathogenic nematodes (EPN) of the genus
Steinernema (Steinernematidae) is the only free living stage, they are responsible for
locating a susceptible insect host and penetrate inside through natural openings, moving
toward the hemocoel and release their symbiotic bacteria of the genus Xenorhabdus
(Enterobacteriaceae), which multiply and kill the insect host after about 48 hours by
septicemia.

In order to assess aspects of behavioral of a native nematode, three series of laboratory
trials were conducted. In the first, several temperatures were evaluated (5, 10, 15, 20, 25,
and 30°C). In the second, adjusted suspensions of 10, 20, 40, 80, 120 and 240 J3 were
evaluated. In the third, a substrate was evaluated with various water contents to determine
the susceptibility of last instar larvae of the insect host, the wax moth Galleria mellonella
L. The nematode progeny (J3 emerged from each larva) and their penetration efficacy (J3
that penetrate into the insect host).

The larva was highly susceptible to infection with these nematodes, with a mortality rate
approaching 100% within 48 h in most treatments. Maximum emergency occurred at 20°C,
so this temperature was optimal for the reproduction and development of the EPN isolate
evaluated.

Insect mortality was affected by EPN concentration. The number of nematodes that
penetrated the host increased with the concentration of J3 inoculated. The infectivity of the
nematode was greater in soil with moderate water content, near to the field capacity.

In is concluted that parasitism, progeny and penetration efficiency of isolate evaluated of
Steinernema sp. were affected by abiotic factors such as the temperature and the amount of
water of soil.

Keywords: Rhabditida, Steinernematidae, infective juveniles, abiotic factors, biological
control.



INTRODUCCION

Los nematodos son el grupo de invertebrados mas abundantes sobre la Tierra, con
excepcion de los artrépodos (Magunacelaya y Dagnino, 1999). Se agrupan actualmente en
el Phylum Nematoda. Son organismos no segmentados, con forma tipica de vermes
cilindricos aguzados, adelgazados en ambos extremos, en los que se ubican la cabeza y la
cola en forma opuesta. Aungue no poseen aparato respiratorio ni circulatorio, la
organizacion del cuerpo es bastante compleja, tienen un aparato digestivo adaptado a sus
habitos alimenticios, sistema excretor, aparato reproductor diferente en machos y hembras,
un sistema nervioso bastante desarrollado, y 6rganos sensoriales en diversas partes del
cuerpo (Kaya y Stock, 1997; Magunacelaya y Dagnino, 1999; Morton, 2009).

Los neméatodos son basicamente individuos méviles, dotados de una gran adaptabilidad, y
pueden encontrarse en una gran diversidad de habitats. La condicién mas importante para
mantener su actividad es contar con un medio himedo, por ende, pueden habitar en un
suelo cultivado o no, en el agua de mar o dulce, en ldminas de agua en el suelo, y pueden
ser de vida libre o parasitos facultativos u obligados de plantas y animales (Magunacelaya y
Dagnino, 1999; Stock et al., 2008).

Entre los diversos tipos de asociaciones existentes entre nematodos e insectos, la
patogénica se caracteriza por una alta especializaciéon, debido a que en ella sélo los
nematodos han desarrollado la caracteristica de transportar e introducir una bacteria
simbionte con ellos dentro de la cavidad del cuerpo de los insectos. Son ademas los Unicos
patdgenos de insectos con un amplio rango de hospederos que incluye la mayoria de sus
ordenes (Magunacelaya y Dagnino, 1999; Griffin et al., 2005; Merino et al., 2009). Los
nematodos parasitos que matan a su insecto hospedero, se denominan “entomopatdgenos”
(Stock et al., 2008).

Las especies entomopatdgenas que han recibido mayor atencion, debido a que causan la
mortalidad del huésped en un periodo relativamente corto y a su amplio rango de
hospederos, pertenecen a los siguientes grupos taxondémicos: Familia Steinernematidae,
Géneros Steinernema y Neosteinernema y Familia Heterorhabditidae, Género
Heterorhabditis, que incluyen la mayor cantidad de especies y han sido detectadas en
numerosas regiones en todo el mundo (Woodring y Kaya, 1988; Morton; 2009).

Los neméatodos entomopatdgenos (NE) de la familia Steinernematidae estan representados
por 60 especies del género Steinernema y una especie del género Neosteinernema, todas
patdgenos obligados de un gran nimero de especies de insectos (Hazir, 2001; Adams y
Nguyen, 2002: Koppenhdfer y Fuzy, 2003). Presentan una relacion con bacterias del género
Xenorhabdus (Enterobacteriaceae) (Forst y Clarke, 2002; Griffin et al., 2005). Esta relacion
nematodo y bacteria podria ser clasificada como mutualismo, puesto que ambos se
benefician y son incapaces de mantenerse por si mismos bajo condiciones naturales en
ausencia de un insecto victima (Magunacelaya y Dagnino, 1999). También tienen gran



capacidad de adaptacion a nuevos ambientes y condiciones adversas, pueden actuar en
forma sinérgica con otros patdgenos y presentan un gran potencial como controladores
bioldgicos, pueden ser cultivados in vivo e in vitro, y sobreviven por periodos largos en
condiciones de almacenamiento conservando su capacidad infectiva (Sdenz y Luque, 2000;
Shapiro-llan et al., 2002; Saenz y Olivares, 2008).

En el género Steinernema el estado infectivo corresponde al tercer estado juvenil (J3),
también denominados dauers, que significa durabilidad y/o resistencia, y mantienen la
cuticula del segundo estado juvenil (J2), la que le sirve como proteccion (Riobo, 1991;
Kaya y Gaugler, 1993; Saenz y Luque, 2000), y es el Unico estado que vive fuera del
insecto. Durante este periodo no se alimentan, tienen la boca y el ano cerrados, sobreviven
de las reservas acumuladas antes de su salida del cadaver del insecto donde se encontraba,
estan morfoldgica y fisiolégicamente adaptados para sobrevivir por largos periodos en el
suelo en ausencia de su hospedero. Son los encargados de localizar al hospedero de forma
activa debido a diversos estimulos fisicos y quimicos que éste emite, entre los que destacan
los gradientes de temperatura, CO,, y productos de excrecion de los insectos (Garcia del
Pino, 1994; Smart, 1995; Griffin et al., 2005; Saenz y Olivares, 2008; Stock et al., 2008).

Prirmers generacidn de
adultos

L3 buscan ylocalizan al
hospedern
Steiemens

Froduccidn y emergencia de f3

Figura 1. Ciclo bioldgico de Steinernema spp. (Koppenhéfer y Fuzy, 2008).



Los J3 transportan células de la bacteria simbionte en la porcién ventricular de su intestino,
en una especie de bolsa o diverticulo intestinal. Una vez que el nematodo ha localizado al
insecto, debe penetrar en él a través de sus aberturas naturales (boca, ano y espiraculos),
hasta alcanzar el hemocele, donde libera su bacteria simbionte al defecar; la bacteria pasa a
la hemolinfa, donde se multiplica rapidamente y causa la muerte al hospedero en 24 a 48 h
por septicemia. La bacteria destruye los tejidos internos del insecto, para crear un medio
favorable para la alimentacién y reproduccion de los NE (Fan y Hominick, 1991; Kaya,
1993; Hazir et al., 2003; Griffin et al., 2005; Lewis et al., 2006; Garcia del Pino, 1994;
Stock et al., 2008) (Figura 1).

Al iniciar su desarrollo, el nematodo se alimenta de las células bacterianas y de los tejidos
del hospedero que han sido metabolizados por la bacteria y tiene 1 a 3 generaciones, segun
los nutrientes disponibles. La bacteria produce antibidticos y otras sustancias dentro del
hospedero, que inhiben a otros microbios (Hazir et al., 2003; Griffin et al., 2005). Cuando
los recursos alimenticios en el cadaver se agotan, se produce una nueva generacion de
juveniles infectivos, que tras incorporar la bacteria en su tubo digestivo, emergen a través
de la epidermis del insecto hacia el suelo para buscar nuevos hospederos. Desde el cadaver
del insecto pueden emerger alrededor de 150.000 o mas juveniles infectivos que buscan
otro hospedero para recomenzar el ciclo (Kaya y Gaugler, 1993; Strong et al., 1996; Hazir
et al., 2003; Griffin et al., 2005; FIA, 2011).

El ciclo de vida consiste en un estado de huevo, cuatro estados juveniles (J1 a J4),
separados por mudas y adultos (machos y hembras). El ciclo de vida desde la infeccion a
emergencia de nuevos juveniles infectivos, puede proceder siguiendo una o dos rutas. Si los
nutrientes suministrados son suficientes y la poblacion no presenta hacinamiento se
convierten en adultos machos o hembras de la primera generacion. La mayoria de los
huevos de estas hembras eclosan y los juveniles se desarrollan a través de cada estado de
vida, hasta formar machos y hembras de la segunda generacién. Este ciclo de vida tarda 8 a
10 dias a 24°C (ciclo largo). Si los nutrientes suministrados son insuficientes o existe
hacinamiento en la poblacion, los J3 se desarrollan hasta formar los machos y hembras
adultos de la primera generacion y los huevos producidos por las hembras dan origen
directamente a juveniles infectivos, este ciclo tarda de 6 a 7 dias (ciclo corto) (Nguyen y
Smart, 1992; Saenz y Luque, 2000; Adams y Nguyen, 2002).

Por lo tanto, para su reproduccion se requiere la entrada en el hospedero de un juvenil
infectivo macho y otro hembra (Garcia del Pino, 1994; Hazir et al., 2003). No obstante,
para matar al hospedero s6lo es necesaria la entrada de una forma infectiva, que iniciara la
infeccion bacteriana aunque no pueda reproducirse (Garcia del Pino, 1994).

La infeccion por nematodos entomopatdgenos causa un cambio de color en los cadaveres
de insectos producido por la bacteria asociada. Generalmente los insectos parasitados por
steinernematidos adquieren una coloracién marron, que va desde el ocre a casi negro
(Séenz, 2003).



La eficacia de los nematodos entomopatdgenos es influenciada por la especie o aislado y la
susceptibilidad del insecto hospedero, pero también depende de la capacidad de penetracién
de los NE, numero de NE liberados por hospedero, y la especie y edad del hospedero. Sin
embargo, este proceso se dificulta al llevarse a cabo en condiciones naturales, donde
participan ademas de los factores anteriores, factores abidticos como textura, contenido de
agua del suelo, temperatura, aireacién, exudados de las raices de las plantas, entre otros, y
factores bidticos como densidad y tamafio del hospedero, competencia inter e intra
especifica, enemigos naturales, entre otros (Lozano, 2001; Morton, 2009).

En Chile, el uso de los nematodos entomopatégenos como herramienta de control es adn
poco conocida. El potencial del pais como fuente de NE es interesante por su amplia
variedad de climas y tipos de suelo. En esta diversidad natural se han establecido
microorganismos entomopatogenos adaptados a una amplia variedad de condiciones de;
temperatura, salinidad, alcalinidad, humedad, altitud, entre otras (Merino y France, 2009).
Las especies de NE pertenecientes al género Steinernema, clasificadas por analisis
morfoldgico y molecular encontradas en Chile son Steinernema feltiae (Filipjev), S australe
Edgington y S. unicornum Edgington (Edgington et al., 2010).

En el presente estudio se evalué un aislamiento nativo (Lican Ray) de Steinernema. NE,
procedente de un bosque de Roble ubicado en Lican Ray, localidad ubicada en la comuna
de Villarrica, IX Regidn de la Araucania que se ha reproducido en laboratorio por cultivo in
vivo utilizando larvas de la polilla de la cera Gallera mellonella L. (Lepidoptera:
Pyralidae), de facil reproduccion en laboratorio y es uno de los métodos que existen para
reproducir estados infectivos (J3) (Fan et al., 2000).

El presente estudio plante6 como objetivo general caracterizar el parasitismo, progenie y
eficacia de penetracion de Steinernema sp. aislamiento Lican Ray en G. mellonella bajo
diferentes condiciones medioambientales.

Como objetivos especificos, se establecieron:

a) Determinar el parasitismo de la especie Steinernema sp. aislamiento Lican Ray y
mortalidad sobre G. mellonella a diferentes temperaturas.

b) Evaluar el parasitismo, progenie y eficacia de penetracion de la especie Steinernema sp.
aislamiento Lican Ray a distintos contenidos de agua en un sustrato especifico.

c) Determinar la concentracion letal de la especie Steinernema sp. aislamiento Lican Ray.



MATERIALES Y METODOS

El estudio se hizo en el Laboratorio de Nematologia Agricola, Departamento de Sanidad
Vegetal, Facultad de Ciencias Agronémicas, Universidad de Chile, La Pintana, Santiago, y
en el Laboratorio Nematoldgico de la empresa Bioagro S.A., Santiago.

En este estudio se hicieron 3 ensayos para cumplir con los objetivos establecidos.
Previamente fue necesario realizar los siguientes procedimientos:

Obtencidn y reproduccion de Galleria mellonella

Se utilizé como insecto hospedero larvas del altimo estado de G. mellonella (Lepidoptera:
Pyralidae), de 0,2 a 0,3 g de peso, por la disponibilidad, facilidad de cria, susceptibilidad y
por ser un excelente hospedero para la produccién de nematodos entomopatdgenos
(Gonzélez, 1998; Shapiro-llan et al., 2002). Estas larvas se criaron en el laboratorio
nematoldgico de Bioagro, con una dieta (Divya y Sankar, 2009) (Cuadro 1), polen y trozos
de cera de abeja ad libitum. En ellas se desarroll6 la multiplicacion in vivo de los
nematodos entomopatdgenos.

Cuadro 1. Componentes de la dieta para larvas de la polilla de la cera G. mellonella.

Ingredientes Cantidad
(g/recipiente)
Miel liquida 62,5
Glicerina 62,5
Levadura de cerveza 25,0
Leche desnatada en polvo 25,0
Germen de trigo 25,0
Salvado de trigo 250,0
Copos de avena 62,5

Para iniciar una colonia de larvas de G. mellonella se las colectd desde apiarios junto con
adultos para su multiplicacién y reproduccion. Las larvas obtenidas se pusieron en
recipientes de 25 x 20 x 8 cm, con ~550 g de dieta (Cuadro 1), trozos de cera de abeja y
polen para su crianza a 25°C hasta la emergencia de los adultos, los que se pasaron a
nuevos recipientes con trozos de cera de abeja y polen para su oviposicion, de manera de
mantener la crianza del insecto. En la figura 2 se presentan los estados fenolégicos de G.
mellonella y la duracion de cada etapa.
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Figura 2. Estados fenoldgicos de G. mellonella. A. Huevo, B. Larva, C. Pupa, D. Adultos
(hembra a la izquierda y macho a la derecha). E. Duracién de cada estado fenoldgico.
(L: Estados larvarios que pasa la larva durante el ciclo de vida). Modificado de Castillo
et al. (2009).

Reproduccion in vivo, almacenamiento y cuantificacion de nematodos

Se prepar6 una camara de infeccion, exponiendo 10 larvas de G. mellonella a 1000 J3 en
una placa Petri estdndar (10 x 1,5 cm.) con papel filtro humedecido y se distribuy6
homogéneamente 1mL de la suspension calibrada. De este modo se tuvieron 100 infectivos
juveniles por larva de G. mellonella (Figura 3A). Se rotul6 apropiadamente, y se introdujo
dentro de una bolsa plastica para mantener la humedad y finalmente se puso en una
incubadora a 25 °C.

Figura 3. A. Camara de infeccion con larvas de G. mellonella. B. Trampa de White
modificada.



Placa Petri grande (6 x 1,5 cm) con tapa
Placa Petri pequefia (3,5 x 1 cm)
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Figura 4. Modelo de una placa Petri para trampa de White modificada.

Luego de 5-7 dias, las larvas muertas se removieron y pusieron en una trampa de White
modificada (Figuras 3B y 4) para colectar los infectivos juveniles que emergieron de las
larvas del insecto y que luego treparon por los bordes de la placa Petri mas pequefia, para
terminar cayendo en el agua de la placa externa (Stock et al., 2008). La suspension se dejo
reposar 30 min a 1 h en un vaso de precipitado. Se desechd cuidadosamente el liquido
sobrenadante, y se enjuagd hasta 3 veces, agregando agua destilada para desechar
impurezas y J3 muertos (Woodring y Kaya, 1988). Esta suspension limpia se llevo a frascos
de tejido de cultivo de 250 mL para su almacenamiento a 10°C. Segun Stock (2008), es
aconsejable no prolongar la recoleccion por mas de 3 dias (contando como dia 1 cuando los
J3 se aprecian en el agua de la placa de mayor tamafio).

Los J3 vivos se contaron utilizando el método de recuento por dilucion bajo lupa
estereoscopica (Stock et al., 2008), con tres repeticiones.

Las concentraciones para la inoculacion de nematodos J3 se calcularon utilizando la
siguiente formula (Kaya y Stock 1997; Stock et al., 2008):

_D><C
B

A

Donde:

A= volumen de la suspensién de la concentracion conocida para ser diluida (mL).
B= numero de nematodos/mL de la suspensién que va a ser diluida.

C=volumen final de la nueva solucion (mL).

D= concentracion diluida (n° de neméatodos/mL) en la nueva dilucion.

Entonces C — A= volumen de agua agregada a la nueva dilucion (mL).
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Efecto de la temperatura sobre la infectividad y reproduccion

El insecto se expuso a juveniles infectivos (J3) del nematodo del aislamiento a varias
temperaturas para determinar el rango en que Steinernema sp. podria infectar y
reproducirse en G. mellonella .

En doce placas Petri de 3,5 x 1 cm con un disco de papel filtro estéril en la tapa (las placas
se invirtieron para mejorar la circulacion del aire), se puso una larva de G. mellonella sobre
el papel filtro. Después de un aclimatamiento de 1 h de los J3 a inocular a la temperatura de
evaluacion, se pusieron 100 en 12 pL de agua destilada por placa, que se cubri6 con su base
respectiva. Segun Bedding et al. (1983) una prueba de 100 J3/larva es suficiente para
evaluar NE como agentes de control biolégico, para una plaga en particular, bajo
condiciones de laboratorio. Los controles s6lo contenian 12 pL de agua destilada. Cada
placa se envolvid con Parafilm® y todas se pusieron en una bandeja. Para minimizar la
pérdida de humedad, las bandejas, junto con papel absorbente humedecido se pusieron en
bolsas plasticas. Finalmente, la bandeja se puso en una incubadora a la temperatura de
evaluacion.

Para determinar el momento de muerte de las larvas de G. mellonella, todos los
especimenes de cada bandeja se evaluaron cada 24 h, durante cinco dias, el criterio de
mortalidad utilizado fue considerar como larva muerta aquella que no presentaba
movimiento ni capacidad de reaccidn al estimulo con una aguja.

Para medir la penetracion (nimero de nematodos J3 establecidos por larva) se disectd un
grupo de larvas muertas. Cada larva muerta de G. mellonella se lavé con agua destilada,
para remover los posibles J3 adheridos externamente a la cuticula del insecto y se puso en
una placa Petri de 6 x 1,5 cm, para disectarla y contar los nematodos en su interior.

El nimero de nematodos que invadié al hospedante se determiné por disecciones del
mismo. Se considerd que todos los juveniles infectivos que invaden al hospedero inician
con éxito el desarrollo en éste. Por lo tanto, el niUmero de nematodos recuperados de la
diseccion se considera igual al nimero de nematodos que invadieron al hospedero (Epsky y
Capinera, 1993).

El periodo de tiempo exacto para hacer la diseccién del hospedero varid entre los
tratamientos, segun el dia de muerte de la larva, tres dias para 5 y 10°C, dos dias para 15y
20°C y un dia para 25 y 30°C.

Para medir la progenie un grupo de larvas de G. mellonella muertas se pusieron en una
trampa de White modificada (Stock et al., 2008), luego de lavar los cadaveres con agua
destilada para remover los posibles J3 adheridos externamente a la cuticula larvaria.

La trampa de White modificada se debio revisar hasta que los J3 comenzaron a emerger, y
emergencia se define como el dia en que se observaron los primeros juveniles infectivos en
salir del interior del cadaver (Brown y Gaugler, 1997). También se evalué el tiempo de los
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J3 en recorrer la distancia desde la larva hasta alcanzar el agua de la placa mayor de tamafio
de la trampa de White modificada (Figura 4, flecha roja).

Los cadaveres desde los cuales no emergieron J3 después de 21 dias se disectaron para
determinar la causa. La emergencia desde las trampas de White se evalud a la misma
temperatura en la cual se hizo la inoculacién. Se registrd el primer dia en que se observaron
los primeros juveniles infectivos emergentes del hospedero. Una vez que éstos entraron al
agua, se recogieron a intervalos regulares hasta que no hubo mas infectivos juveniles, y se
almacenaron a 10°C en frascos Falcon de 50 mL.

Para el recuento de los nematodos se utilizd el método propuesto por Stock et al (2008),
explicado antes, aunque en esta ocasion se contaron todos los nematodos presentes en el
agua, tanto vivos como muertos.

Determinacion de la Concentracion Letal

Se expuso una larva de ultimo estadio de G. mellonella a juveniles infectivos (J3) a varias
concentraciones del nematodo a evaluar.

En catorce placas Petri de 3,5 x 1 cm con un disco de papel filtro estéril en la tapa (se usé la
placa invertida para una mejor circulacion del aire), se puso una larva de G. mellonella.
Después de un aclimatamiento de 1 h de los J3 a inocular en la temperatura de evaluacion
elegida, de acuerdo a los resultados obtenidos del ensayo de efecto de la temperatura sobre
la infectividad y reproduccion, se pusieron J3 en 12 uL de agua destilada por placa a las
siguientes concentraciones 0, 10, 20, 40, 80, 120 y 240 juveniles de NE. Los controles sélo
contuvieron 12 pL de agua destilada. Dos placas de la bandeja se inocularon con una de las
concentraciones, y se cubrieron con su base correspondiente. Cada placa se envolvio con
Parafilm® y todas se pusieron en una bandeja. Para minimizar la pérdida de humedad, las
bandejas, junto con papel absorbente humedecido, se introdujeron en bolsas plasticas.
Finalmente, la bandeja se dejé en una incubadora a la temperatura 6ptima determinada en el
ensayo anterior (20°C). Se aleatorizd la distribucion de los tratamientos en la bandeja para
mantener condiciones homogéneas entre las placas.

Para determinar el momento de muerte, todas las larvas de G. mellonella de cada bandeja se
evaluaron cada 24 h durante cinco dias; el criterio de mortalidad utilizado fue considerar
como larva muerta aquella que no presentaba movimiento ni capacidad de reaccién al
estimulo con una aguja.

Para medir la penetracion (numero de nematodos (J3) establecidos por larva). Una larva
muerta por concentracion se disecto dos dias después de su muerte.
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La eficacia de penetracion (EP), el porcentaje de los nematodos infectivos que invadi6 con
éxito al hospedero, se calculé con la siguiente ecuacion (Epsky y Capinera, 1993; Kaya y
Stock 1997):

N° de neméatodosrecuperados desde la diseccion y
N°de neméatodosinoculados por tratamiento

% EP = 100

Para medir la progenie, una larva muerta de G. mellonella por concentracion, se puso en
una trampa de White modificada, como se explico antes. Esta trampa se reviso hasta que
los J3 comenzaron a emerger. O sea, emergencia se define como el dia en que se
observaron los primeros juveniles infectivos en salir del interior del cadaver (Brown y
Gaugler, 1997).

Las larvas muertas desde los cuales no emergieron J3 después de 21 dias se disectaron para
determinar la causa. La emergencia desde las trampas se evalud a la misma temperatura en
la que se hizo la inoculacion. Se registrd el primer dia en que se observaron los primeros
juveniles infectivos emergentes del hospedero. Una vez que entraron al agua se recogieron
a intervalos regulares hasta que no hubo mas infectivos juveniles, y se almacenaron a 10°C
en frascos Falcon de 50 mL

Los nematodos se contaron por el método de propuesto por Stock et al (2008), de la misma
forma que en el ensayo anterior.
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Efecto del contenido de agua en el sustrato sobre la infectividad y reproduccion

Como sustrato se utilizé a una mezcla de arena, tierra de hojas y suelo en partes iguales,
que se esterilizd 48 h a 105°C y almaceno durante al menos siete dias antes de su uso. Una
vez hecha la mezcla se le hizo un analisis fisico (Cuadro 2), para conocer el contenido de
agua necesario para que el sustrato presentara las condiciones de punto de marchitez
permanente, capacidad de campo y saturacion.

Cuadro 2. Resultados del analisis fisico de suelo®.

Granulometria* Textura Densidad aparente Retencion de agua
(USDA) (Mg/cm3) (Kpa) (%obss)

A L®%) a 0 33 1500

132 229 639 Fa_ 1,08 525 161 7.9

*A: arcilla; L: limo; a: arena; **Fa: franco arenosa

Se expuso una larva de ultimo estadio de G. mellonella a J3 de nematodo a evaluar,
obligandolos a atravesar una barrera fisica, una columna del sustrato elaborado, antes de
encontrar al hospedero. Para ello se pusieron 4,5 g del sustrato en la base de 12 placas Petri
de 3,5 x 1 cm, con 12 uL de agua destilada con J3 por placa a una concentracion elegida de
acuerdo a los resultados del ensayo anterior sobre el sustrato (120 J3/larva), en el control
s6lo con 12 pL de agua destilada. Los J3 se aclimataron a la temperatura de evaluacion
seleccionada en el ensayo de efecto de la temperatura sobre la infectividad y reproduccion.
Luego de treinta minutos se puso una larva de G. mellonella. Cada placa se envolvi6 con
Parafilm® y todas se pusieron en una bandeja, que se puso dentro de una bolsa de plastico
con papel absorbente humedecido para minimizar la pérdida de humedad, y se dejé en una
incubadora a la temperatura elegida segin los resultados obtenidos en el ensayo de
temperatura (20°C).

Para determinar el momento de muerte de G. mellonella, todas las larvas de cada bandeja se
evaluaron cada 24 h durante cinco dias, el criterio de mortalidad utilizado fue considerar
como larva muerta aquella que no presentaba movimiento ni capacidad de reaccién al
estimulo con una aguja.

Para medir la penetracion (nimero de nematodos (J3) establecidos por larva) un grupo de
larvas muertas se disecto dos dias después de su muerte.

Para medir la progenie un grupo de larvas muertas de G. mellonella, se puso en una trampa
de White modificada, como se explicé antes. Esta se revisé hasta que los J3 comenzaron a
emerger. O sea, emergencia se define como el dia en que se observaron los primeros
juveniles infectivos en salir del interior del cadaver (Brown y Gaugler, 1997).

! Laboratorio de Fisica de Suelos. Facultad de Ciencias Agronémicas. Departamento

Ingenieria y Suelos. Universidad de Chile.
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Los cadaveres desde los cuales no emergieron J3 después de 21 dias se disectaron para
determinar la causa. La emergencia desde las trampas se evaluo a la misma temperatura en
la cual se hizo la inoculacion. Se registrd el primer dia en que se observaron los primeros
juveniles infectivos emergentes del hospedero. Una vez que entraron al agua, éstos se
colectaron a intervalos regulares hasta que no hubo mas infectivos juveniles, y se
almacenaron en frascos Falcon de 50 mL a 10°C.

Los nematodos se contaron por el método propuesto por Stock et al (2008), de la misma
forma que en el ensayo anterior.

Disefio experimental

Para determinar la mortalidad de las larvas de G. mellonella, tanto en los ensayos de efecto
de la temperatura sobre la infectividad y reproduccion, y del contenido de agua en el
sustrato sobre la infectividad y reproduccién, se utilizé un disefio completamente al azar
con 6 tratamientos (5, 10, 15, 20, 25 y 30°C) y 3 contenidos de agua (capacidad de campo,
punto de marchitez permanente y saturacion) respectivamente con 5 repeticiones. La unidad
experimental consistié en la bandeja con las 12 placas Petri (Figura 5A). Para evaluar la
eficacia en la penetracion y la progenie del nematodo se disectaron 4 larvas muertas y otras
4 se pusieron en trampas separadas de White modificada por repeticion, respectivamente.
Cuando el porcentaje de mortalidad no superd el 20% en un tratamiento se disectaron todas
las larvas muertas.

G000 EEDEED
OOO®

OLO® | , 5

Figura 5. Disposicion de las placas Petri en la bandeja para los ensayos. A. Efecto de la
temperatura sobre la infectividad y reproduccion y Efecto del contenido de agua en el
sustrato especifico sobre la infectividad y reproduccion. B. Determinacion de la

Concentracion Letal. O Prueba de Diseccion Manual (Eficacia en la penetracion),
O Trampa de White modificada (Ensayo de la progenie), O control (sin ino6culo).

En el ensayo para determinar la concentracion letal se utiliz6 un disefio en bloques al azar,
con 7 tratamientos correspondientes a 0, 10, 20, 40, 80, 120, 240 J3/12uL de agua destilada
y 5 repeticiones. El bloque correspondi6 a la bandeja con las 14 placas Petri (Figura 5B).
Para evaluar la eficacia en la penetracién y progenie se disectd una larva muerta de G.
mellonella por concentracion y otra se puso a una trampa de White modificada, cuando el
porcentaje de mortalidad superd al 20%, de lo contrario se disectaron todas las larvas
muertas.
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Analisis estadistico

En los tres ensayos la mortalidad de las larvas se corrigid6 mediante la formula de Abbott
(1925).

% de mortalidad en el tratamiento - % mortalidad en el testigo )

Mortalidad corregida (MC =(
gida (MC) (100 - % de mortalidad en el testigo)

=x100

Para el analisis estadistico, los porcentajes de mortalidad obtenidos se transformaron por

arcoseno+MC/100y se sometieron a un analisis de varianza para determinar la eficacia de
los tratamientos. Las medias de los tratamientos se separaron con el test de comparacion
maultiple de Tukey al 5% de significacion.

Antes del andlisis de varianza, los resultados de eficacia de penetracién y progenie se
sometieron a las pruebas de Ryan-Joiner (similar a Shapiro-Wilk) y de Levene, para
evaluar la normalidad y homogeneidad de las varianzas, respectivamente, con el programa
estadistico Minitab (versién 13). Los ensayos sobre el efecto de la temperatura y contenido
de agua en el sustrato sobre la infectividad y reproduccién se sometieron a un analisis no
paramétrico Kruskall-Wallis, y el ensayo de determinacion de la concentracion letal a un
analisis no paramétrico de Friedman por no cumplirse los requerimientos de un anova
(Morales, 2005).

En el ensayo para la determinacién de la concentracion letal, la mortalidad a las 48 h se
sometio a analisis Probit con el programa computacional Probit Program version 1.5, que
entrega la Concentracion Letal media (CL50) y la CL90. Para determinar si existia
cualquier asociacion entre los parametros se calculé el coeficiente de correlacion de
Pearson entre las variables medidas.

Por ultimo, se determind la regresion lineal simple (Y= a+b*X) entre las variable
temperatura, contenido de agua y concentracion v/s mortalidad corregida (MC).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de la temperatura sobre la infectividad y reproduccion
Mortalidad del hospedero y tiempo de muerte

En este ensayo hubo mortalidad en las larvas expuestas al nematodo, a diferencia del
testigo en el que se mantuvieron vivas. En el primer dia de evaluacion se observd una
disminucidn notoria de la movilidad de las larvas. Al segundo dia la mayoria de ellas estaba
inmovil. Como sintoma caracteristico de la infeccién por NE, las larvas muertas cambiaron
de color debido a la bacteria simbionte, lo que indic6 previamente su causa de muerte. Las
larvas muertas por J3 se tornan marrdn oscuro (Figura 6A), se vuelven flacidas, y no
producen mal olor.

H

Figura 6. A. Larva de G. mellonella afectada por el NE Steinernema sp. B. Larva de
coloraciéon normal.

A 5°C no hubo mortalidad, pero la movilidad de la larva de G. mellonella en la evaluacion
fue muy baja. A 10°C hubo poca mortalidad y la movilidad de las larvas fue
moderadamente baja. Ademas, a esta temperatura algunas larvas presentaron un color
plomizo.

En el Cuadro 3 se presentan los resultados de mortalidad durante los 5 dias de evaluacién
posteriores a la inoculacion de juveniles infectivos del aislamiento del NE sobre larvas de
G. mellonella para las diversas temperaturas. El porcentaje de mortalidad vari6 entre los
tratamientos, con 97,5% y 90% en el segundo dia después de la inoculacion a 25 y 20°C
respectivamente y 100% de mortalidad en el tercer dia en ambas temperaturas. A 15°C se
obtuvo 100% de mortalidad al tercer dia de la inoculacion de J3. A 30°C en el segundo dia
desde la inoculacién solo se obtuvo un 60% de mortalidad, y 100% al quinto dia. En 10°C
hubo una mortalidad de s6lo 10% en el quinto dia luego de la inoculacion. A 5°C no hubo
mortalidad.
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El tiempo desde la inoculacion hasta la muerte del hospedero ha sido reconocido como un
aspecto importante en el ensayo, aunque la mortalidad maxima ocurrié generalmente
durante el segundo dia.

En el tiempo de muerte, sélo a los 2 dias de la inoculacion de J3 no hubo diferencias
significativas entre las temperaturas de 20 y 25°C, y a 15°C se observo el tiempo mas lento
de muerte del hospedero, a los 3 dias luego de la inoculacion. A 30°C hubo mortalidad de
larvas, aunque minima (12,5%) desde el primer dia, y alcanzé el 100% al quinto dia.
(Cuadro 3).

Cuadro 3. Mortalidad de larvas de G. mellonella durante los 5 dias de evaluacién
posteriores a la inoculacion de juveniles infectivos.

Dias posteriores a la inoculacién de J3.
Dial Dia 2 Dia 3 Dia4 Dia5

Tratamientos  Temperatura

(°C) Mortalidad (%) de larvas de G. mellonella
T1 5 00 a 00 a 00 a 00 a 00 a
T2 10 00 a 00 a 00 a 00 a 100 a
T3 15 00 a 00a 1000 ¢ 1000 b 1000 b
T4 20 00 a 975 ¢ 1000 ¢ 1000 b 1000 b
T5 25 00 a 90,0 ¢ 1000 c 1000 b 1000 b
T6 30 25 b 600 b 90b 9500b 1000 b

Promedios dentro de la columna seguida con una letra comdn no son significativamente
diferentes (p<0,05) segun Prueba de Tukey.
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Figura 7. Regresion lineal entre las variables mortalidad y temperatura de incubacion. * %
de mortalidad.

Al hacer una regresion para determinar si existe una relacion entre la temperatura y el
porcentaje de mortalidad de las larvas en el segundo dia después de la inoculacion, los
resultados obtenidos se ajustaron a una regresion lineal (P= 0,000; r=0,741) (Figura 7).
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Eficacia en penetracion (nUmero de nematodos (J3) establecidos por larva)

En las disecciones de larvas de G. mellonella afectadas por NE, sus tejidos adquirieron una
apariencia gomosa y se desintegraron totalmente (Figura 8A). Bajo lupa estereoscopica se
determind la presencia de Steinernema sp. en el interior de las larvas, demostrando su
susceptibilidad a este aislamiento.

En las disecciones se observé ademas que Steinernema sp. logrd continuar su ciclo de vida
en las larvas muertas de G. mellonella. A 15, 20 y 25°C, la mayoria de las larvas contenian
hembras del NE desarrolladas cargadas con huevos al segundo dia luego de la muerte de la
larva.

Figura 8. A. Apariencia gomosa desintegraci()n de los tejidos bajo diseccion de una larva
G. mellonella. B. Migracion de juveniles infectivos desde una larva de G. mellonella

La penetracion de los juveniles infectivos fue considerablemente mayor para las
temperaturas 15 y 20°C, y significativamente inferior a 30°C. En 25°C se aprecié una
penetracion intermedia. No hubo penetracion de juveniles infectivos a 5°C. A 10°C la
penetracion no fue considerada, ya que a esta temperatura se tuvo una baja mortalidad de
larvas, solo 10% en el quinto dia después de la inoculacion de juveniles infectivos (Cuadro
4).

Cuadro 4. Penetracion de J3, duracion del ciclo de vida y emergencia de nuevos J3 del
aislamiento del NE en los diversos tratamientos en una concentracion de 100 J3/larva.

Duracién ciclo de

Trats. Temperatura Penetracion vida Emergencia
(°C) (J3/larva) (dias)™ (J3/larva)
T1 5 ND ND ND
T2 10 ND ND ND
T3 15 2660+1139 ¢ 1725+137 ¢ 72884,85 + 26417 b
T4 20 2637+1119 ¢ 1055+139 b 102807,3 £ 23256 ¢
T5 25 1240+£7,23 b 9,05+0,69 a 52107,80 + 15452 a
T6 30 3,10+£255 a ND ND

Promedios dentro de la columna seguida con una letra comdn no son significativamente
diferentes (p<0,05). Medias £ Desviacion estandar (n=20). ND= no desarrollado.
** Ciclo de vida desde infeccion hasta emergencia de nuevos juveniles infectivos (J3).
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Progenie

En la emergencia, se observaron masas blancas sobre la cuticula de la larva, es decir, la
migracién de los nuevos juveniles infectivos producidos a partir de los J3 que ingresaron
con éxito al hospedante (Figura 8B).

El menor tiempo del ciclo de vida de NE (de infeccion hasta la emergencia de nuevos J3)
ocurrié a 25°C con 9 dias. A 20°C fueron 10 dias y el ciclo mas lento, a 15°C, tom6 17
dias. No emergieron juveniles infectivos a los 5, 10 y 30°C (Cuadro 4).

El tiempo que demoraron los J3 desde la larva hasta el agua de la placa mayor de la trampa
de White (Figura 4, flecha roja) vari6 entre los tratamientos, y el tiempo de recorrido fue
mayor al bajar la temperatura, aproximadamente 3 dias para 15°C y 2 dias para 20 y 25°C.

En el Cuadro 4 se observa que significativamente mas juveniles infectivos emergieron a
20°C, 102.807,3 J3/larva. Al quinto dia posterior a la emergencia hubo una produccion
maxima de 37.023 J3, que disminuyo considerablemente hasta el término de la emergencia.
El periodo desde el primer dia de emergencia hasta su término fue aproximadamente un
mes a esta temperatura. Este periodo disminuyé tanto al disminuir o aumentar de la
temperatura dptima de reproduccién y desarrollo (20°C).

A 25°C se observo el menor niamero total de juveniles infectivos. No se hubo emergencia a
5y 10°C. En 30°C no hubo emergencia, y los J3 que pudieron penetrar a la larva no fueron
capaces de desarrollarse y murieron a los pocos dias de la penetracion.

Los J3 de Steinernema sp. aislamiento Lican Ray entraron al insecto huésped por sus
aberturas naturales (boca, ano o espiraculos) y liberaron su bacteria simbiotica. Estas
proliferaron en la hemolinfa y mataron al insecto dentro de las 48 h por septicemia en la
mayora de las larvas analizadas. Los nematodos que penetran originan una primera
generacion de adultos de NE de sexos separados al tercer dia luego de la infeccion (Figuras
9A 'y 9B), que se reproducen y dan a lugar a una segunda generacion al sexto dia (Figuras
9C y 9D). Cuando los recursos alimenticios comienzan a disminuir se produce el desarrollo
de nuevos juveniles infectivos (Figura 9E), aproximadamente en 8 a 14 dias a 25°C.2

2 Flores, P. Ing. Agrénomo. Empresa Bioagro S.A. (Comunicacion personal, 2011)
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Figura 9. Steinernema sp. aislamiento “Lican Ray”. A. Hembra de primera generacion. B.
Macho de primera generacién. C. Hembra de segunda generacién. D. Macho de
segunda generacion. E. Juvenil infectivo (J3).

A 25°C, el aislamiento del NE presentd la mayor tasa de mortalidad. A 20°C la tasa de
mortalidad tendié a disminuir, pero no significativamente. Sin embargo, a 20°C se tuvo el
mayor nimero de juveniles infectivos emergidos de este nematodo. Por lo tanto, 20°C se
estimd como la temperatura 6ptima de reproduccion y desarrollo de este aislamiento, por lo
que se la utilizé para los otros ensayos.

Determinacion de la Concentracion Letal

Mortalidad del hospedero y tiempo de muerte

Al igual que en el ensayo anterior, la infeccion por NE, presentd los mismos sintomas
descritos anteriormente (Figura 6).

Los resultados de mortalidad de larvas de G. mellonella por los NE durante los 4 dias de
evaluacion posteriores a la inoculacion de J3 se presentan en el Cuadro 5. Hubo diferencias
significativas entre los tratamientos en los dos primeros dias de evaluacion. La
mortalidad fue afectada por la concentracion de los nematodos, y al aumentar la dosis de 10



21

a 80 J3/larva la mortalidad crecié del 70 al 100 %. Al tercer dia luego de la inoculacion se
alcanz6 100% de mortalidad larvaria en todos los tratamientos.

Aunque la mortalidad maxima ocurrié generalmente dentro del segundo dia, el nimero de
dias para la muerte del hospedero aumento al disminuir la concentracion de J3.

Cuadro 5. Mortalidad de larvas de G. mellonella durante los 4 dias de evaluacién
posteriores a la inoculacion de juveniles infectivos a 20°C.

. - Dias posteriores a la inoculacion de J3
Tratamientos Concentracion

Dia1l Dia 2 Dia 3 Dia 4
(J3/1arva) Mortalidad (%) de larvas de G. mellonella
T1 10 0 abcd 70 a 100 a 100 a
T2 20 0 abcde 70 ab 100 a 100 a
T3 40 0 abc 80 ab 100 a 100 a
T4 80 0 ab 100 b 100 a 100 a
T5 120 0 a 100 b 100 a 100 a
T6 240 20 f 100 b 100 a 100 a

Promedios dentro de la columna seguida con una letra comln no son significativamente
diferentes (p<0,05) segun Prueba de Tukey.

La concentracion letal media (CL50) y CL90 para el aislamiento Lican Ray al segundo dia
luego de la inoculacion de J3 fue 7,174 y 40,416 J3/larva, respectivamente.

Al hacer una regresion para determinar si existe alguna relacion entre la concentracion
(J3/12uL de agua destilada) y el porcentaje de mortalidad al segundo dia después de la
inoculacion, los resultados no se ajustaron a una regresion lineal (P=0,020; r=0,422)
(Figura 10).
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Figura 10. Regresion lineal entre las variables mortalidad y concentracion de nematodos
inoculados por larva. * % de mortalidad.
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Eficacia en penetracion (nUmero de nematodos (J3) establecidos por larva)

El nimero de nematodos que penetraron en el hospedero aumentd a medida que la
concentracién de J3 inoculados fue mayor (Cuadro 6). En la EP no hubo diferencias
significativas entre los tratamientos. La concentracion de nematodos no afecto
significativamente la EP. Sin embargo, la EP promedio por concentracion fue variable,
con un rango de 24% + 16,73 en una concentracion de 10 NE y 49,6% + 19,59 en una de
240 NE (Cuadro 6).

Cuadro 6. Penetracion, eficacia de penetracion (EP) duracion del ciclo de vida y
emergencia de nuevos J3 del aislamiento del NE a 20°C.

- Eficacia_Qe Duracion ciclo :
Trat. Penetracion penetracion de vida* Emergencia
(EP)

(J3/larva) (J3/larva) (dias) (J3/larva)
T1 24+167 a 24+16,73 a 135+569 a 64919,25+41294,79 ab
T2 66+182 b 33+9,08 a 12+1,73 a  79130,2 +16801,69 a
T3 10£524 bc 25+1325 a 112+045 a 95787,8 +18570,08 abc
T4 208+39 d 264+477 a 11,4+055 a 90316,2 + 8542,41 abc
T5 408+17,3 de 34+14,26 a 11+0,71 a 106152 + 13569,29 ¢
T6  1188+4677 f 496+1959 a 112+148 a 86240 + 67172 abc

Promedio dentro de la columna seguida con una letra comin no son significativamente
diferentes (p < 0,05). Medias + Desviacion estandar (n=5). * Ciclo de vida desde infeccion
hasta la emergencia de nuevos juveniles infectivos.

Progenie

En el Cuadro 6 se presenta el tiempo que demora el ciclo de vida desde la infeccion hasta la
emergencia de nuevos juveniles infectivos. No hubo diferencias significativas entre los
tratamientos, aunque este ciclo tendié a ser mayor a disminuir la concentracion.

El nimero de J3 emergidos por larva, fue significativamente mayor en el tratamiento 5, 120
J3/larva (Cuadro 6).

A medida que aumentd la concentracion el porcentaje de mortalidad tendié a aumentar, a
pesar que el nimero de J3 que pudieron penetrar en la larva no presentd diferencias
significativas entre tratamientos. A la concentracién de 120 J3/larva se tuvo la mayor
emergencia numérica de nuevos juveniles infectivos. Por ello, esta concentracion se
considerd como la apropiada para ser utilizada en el ensayo sobre el efecto del contenido de
agua en el sustrato sobre la infectividad y reproduccion.
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Efecto del contenido de agua en el sustrato sobre la infectividad y reproduccion

Mortalidad del hospedero y tiempo de muerte

Al igual que en los ensayos anteriores, los sintomas de infeccién de NE en la mayoria de las
larvas, fueron los mismos que aquellos descritos anteriormente (Figura 6).

Cuadro 7. Mortalidad de larvas de G. mellonella durante los 5 dias de evaluacién
posteriores a la inoculacion de 120 juveniles infectivos/larva a 20°C.

Dias posteriores a la inoculacion de J3
Dial Dia2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Mortalidad (%) de larvas de G. mellonella

Tratamientos Contenido de agua

T1 P.M.P! 00a 73 a 93 a 98 a 100 a
T2 C.C? 25a 93 b 100 b 100 a 100 a
T3 Saturacion 25a 100 b 100 b 100 a 100 a

Promedios dentro de la columna seguida con una letra comdn no son significativamente
diferentes (p < 0,05) segin Prueba de Tukey.
Contenido de agua en punto de marchitez permanente, %en capacidad de campo.

En el Cuadro 7 se presentan los resultados de mortalidad de larvas de Galleria mellonella
por accion de los NE durante los 5 dias de evaluacién posteriores a la inoculacion.

Las pruebas para medir la mortalidad realizados con el sustrato sobre larvas de Gltimo
estadio de G. mellonella, tuvieron porcentajes de mortalidad del 73% al segundo dia luego
de la inoculacion de J3 en el Punto de Marchitez Permanente, 93% en Capacidad de Campo
y 100% en Saturacion. En todos los tratamientos, el 100% de mortalidad se produjo en el
quinto dia posterior a la inoculacién de J3 (Cuadro 7).

100 4;/— *
580 —
S 60
- *
£ 40
o
= 2
O T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
Contenido de agua
y = 0,496x + 75,736 + Mortalidad dia 2 de evaluacion
R2=0,4177 — Lineal (Mortalidad dia 2 de
evaluacion)

Figura 11. Regresion lineal Diagrama de dispersion entre las variables mortalidad y
retencion de agua (%bss). * % de mortalidad.



24

Al hacer una regresion para determinar si existe una relacion entre el contenido de agua del
sustrato y el porcentaje de mortalidad al segundo dia después de la inoculacién, los
resultados obtenidos no se ajustaron a un modelo de regresion lineal a un nivel de
significacion de 0,05 (P=0,009; r=0,646) (Figura 11).

En el tiempo de muerte del hospedero desde la inoculacién del NE, no hubo diferencias
significativas entre los tratamientos, pero este tiempo tendié a aumentar en el Punto de
Marchitez Permanente.

Eficacia en penetracion (nUmero de nematodos (J3) establecidos por larva)

La eficacia de penetracion no presentd diferencias significativas entre tratamientos, aunque
la penetracion de J3 disminuyd numéricamente en el PMP, y los otros dos tratamientos
presentaron una penetracion similar (Cuadro 8).

Progenie

El tiempo que demora la infeccion hasta la emergencia de nuevos juveniles infectivos (J3)
no presentd diferencias significativas entre los tratamientos, aunque aumentd
numeéricamente a la Capacidad de Campo, en los otros dos tratamientos el ciclo de vida se
demor6 10,1 dias (Cuadro 8).

Cuadro 8. Penetracidn, eficacia de penetracion (EP), duracion ciclo de vida y emergencia
de nuevos J3 del aislamiento de nematodo entomopatdgeno por tratamiento a 20°C con
120 J3/mL™".

Trats Penetracion Eficacia de Duracion ciclo de Emergencia
' penetracion (EP) vida 9
(J3/larva) (J3/larva) (dias)* (J3/larva)

T1 2490+1149 a 2080+1149 a 10,10+155 a 75180,10 + 37210,46 a
T2 3684+2137 a 3084+2137 a 1053+0,74 b 81518,33 + 24150,10 a
T3 3840+1820 a 3840+1820 a 10,10+0,16 ab 70975,50 + 23629,54 a

*Ciclo de vida desde infeccion hasta emergencia de nuevos juveniles infectivos (J3).
**Concentracion elegida de acuerdo a los resultados del Ensayo; “Determinacion de la
concentracion letal”. Promedios dentro de la columna seguida con una letra comin no son
significativamente diferentes (p < 0,05). Media £ Desviacion Estandar (n=20).

En el nimero de J3 emergidos por larva, no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos, pero con un aumento numérico en el tratamiento 2, a la Capacidad de Campo
(Cuadro 8).
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Discusion

En base ala informacion climatica, se esperaba que Steinernema sp.fuera una
especie adaptada al frio. Sin embargo, a pesar que Steinernema sp se adapta bien a
temperaturas moderadamente frias y calidas, y tiene un rango de infectividad entre 10 y
30°C (6ptimo de 15 a 25°C) y un rango de reproduccion entre 15 y 25°C (6ptimo 20 a
25°C), los resultados de infectividad y reproduccion a varias temperaturas en nuestro
estudio demostraron que este aislamiento no infecta a larvas de G. mellonella bajo 10°C.

Los rangos de temperatura para la supervivencia, infeccion y desarrollo de NE varian con la
especie y aislamiento (Fernandez et al., s.a; Saunders y Webster, 1999). Por ejemplo,
Koppenhofer et al. (2000) reportaron que S. monticolum Stock, Choo & Kaya infectaron
larvas de G. mellonella entre 8 y 30°C (6ptima 12 a 25 C) y produjeron progenie entre 12 y
25°C (6ptima 15 a 25°C). S. rarum (de Doucet) alcanz6 el 100% de infectividad de larvas
de G. mellonella entre 15 y 33°C, y la reproduccion se produjo entre 15 y 30°C
(Koppenhofer y Kaya, 1999). Esos resultados son similares a los obtenidos en nuestro
estudio.

Steinernema feltiae (Filipjev) es una especie muy comin en muchas partes del mundo, y es
conocida como una especie adaptada al frio que puede infectar a su huésped desde 8 a 28°C
y producir juveniles infectivos desde 8 a 25°C (Hazir et al., 2001; Grewal et al., 1994,
1996; Wright, 1992). Por otro lado, S. riobrave Cabanillas, Poinar & Raulston, y S. glaseri
(Steiner) son especies adaptadas al calor, y la infectividad de su hospedero ocurre entre 10
y 39°C y 10 y 37°C, respectivamente. S. riobrave se reproduce entre 20 y 35°C, y S.
glaseri de 12 a 32°C (Grewal et al., 1994). Las temperaturas mas bajas para la reproduccion
de los nematodos son 8°C para S. feltiae (Hazir et al, 2001) y 10°C para S. affine (Bovien),
mientras que la temperatura mas baja es 15°C para S. anatoliense Hazir, Stock & Keskin
(Gungor et al, 2006), al igual que para la especie de Steinernema analizada en este estudio.

Algunas especies de Steinernema, comoS. feltiae (Hazir et al., 2001)y
S. monticolum Stock, Choo & Kaya (Koppenhofer et al., 2000), como también la especie
de Steinernema analizada en este trabajo, no se reproducen a 30 °C, pero S. anatoliense
Hazir, Stock & Keskin, en forma similar alos otros steinermatidos adaptados al calor,
produce emergencia a esta temperatura (Gungor et al., 2006).

Fernandez et al. (s.a.) consideraron que la infectividad ocurre a un rango de temperatura
mayor que la reproduccion y desarrollo, y que la infeccion puede ocurrir a bajas
temperaturas sin un subsecuente desarrollo e igualmente a estas temperaturas los NE
pueden ser menos activos y requerir un mayor tiempo para encontrar al hospedante, de
manera similar a lo ocurrido en nuestro estudio, ya que en temperaturas bajas (5°C) no hubo
mortalidad o ésta fue muy baja, y so6lo alcanz6 10% a 10°C al quinto dia luego de la
inoculacion de J3. Ademas consideraron que la temperatura puede afectar al hospedante,
haciéndolo mas o menos vulnerable a los nematodos.
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Séenz (2003), establecid que la alta mortalidad registrada en el hospedante es independiente
al nimero de juveniles infectivos de Steinernema feltiae (Filipjev). Sin embargo, Fan et al.
(2000) estimaron que la mortalidad aumenta con la dosis, lo que concuerda con los
resultados obtenidos en el estudio.

Cabe destacar que la eficacia de penetracion de los nematodos en un hospedero es muy
sensible a las condiciones del ensayo, probablemente mas que la mortalidad del hospedero
(Epsky y Capinera, 1993).

De acuerdo a nuestros resultados, el namero de nematodos que entraron en el hospedero
aumento con la concentracion de J3 inoculados. Sin embargo, la eficacia de penetracion,
tendid a ser similar, lo que fue observado también por Fan et al. (2000) con S. feltiae
(Filipjev).En su estudio, las larvas de G. mellonella L. fueron altamente susceptibles a la
infeccion por juveniles infectivos, los que produjeron 100% de mortalidad al inocular tanto
53 como 114 J3/larva.

La capacidad para penetrar de los nematodos del aislamiento Lican Ray fue variable, de 20
a 50% de los nematodos aplicados logr6 infectar al hospedero. Esto puede indicar que hay
algunos factores limitantes en el hospedero o en el NE, o que depende de la capacidad
de los NE para invadir al hospedero. Puede ser que el hospedero tolere un niimero maximo
de nematodos o que existan limites en la cantidad de nematodos que se pueden establecer
dentro del hospedero (Epsky y Capinera, 1993; Fan et al., 2000). Segun Lewis et al. (2006),
el nimero de juveniles infectivos debe ser suficiente para superar las defensas del
hospedero, y por encima de este nimero minimo necesario, cada nematodo adicional es un
competidor potencial. Sin embargo, en ensayos de laboratorio, los steinernematidos
contindan invadiendo al hospedero hasta llegar a un hacinamiento en exceso de capacidad
de cargadel hospedero, disminuyendo lareproduccion que emerge  por
nematodo invasor, lo que se observd en nuestro estudio al aplicar 240 J3/larva. Ademas
establecieron que en densidades muy altas no se produjeron J3 en el cadaver

Es interesante destacar que al aplicar una dosis de 40,416 J3/larva no hubo mayores
incrementos de la mortalidad al segundo dia después de la inoculacion, y que ésta se
mantuvo igual o con un ligero incremento, lo cual demuestra que al pasar de cierto umbral,
el incremento de la concentracion, no causa mayor mortalidad.

Por otra parte, en una investigacion de Koppenhofer y Kaya (1995) el aumento de la
densidad de J3 de S. glaseri (Steiner) en el suelo afectd la eficiencia de penetracion y
reproduccion de los nematodos en larvas de G. mellonella. La mayor produccién de J3
nuevos ocurrié entre 20,7 £ 3,3y 58,0 £ 6,6 J3 por hospedero, y no hubo progenie desde
los cadaveres cuando la densidad supero los 184,4 + 37,7 J3 establecidos por hospedero.

La humedad del suelo es otro factor importante para la supervivencia e infectividad de los
NE. Estos necesitan una peliculade agua a su alrededor para el movimiento yla
infectividad (Grant y Villani, 2003; Koppenhofer y Fuzy, 2007; Morton, 2009;). El
contenido de agua del suelo puede tener diversos efectos sobre las especies de NE, debido a
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diferencias en las adaptaciones fisioldgicas y de comportamiento. La infectividad de los
nematodos tiende a ser 6ptima en niveles moderados de contenido de agua del suelo y se
vuelven menos eficacesen unsuelo saturadoo seco. Sin embargo, los rangos de
actividad 6ptima varian entre las especies (Gungor et al, 2006; Koppenhofer y Fuzy. 2007)

En este estudio, el aislamiento Lican Ray present6 una infectividad y reproduccion 6ptima
cuando el contenido de agua del sustrato fue cercano a la Capacidad de Campo, en forma
similar a los resultados obtenidos por Koppenhdéfer y Fuzy (2007), quienes expusieron
larvas de Popillia japonica Newman a S. scarabaei (Stock & Koppenhdfer) en un suelo
franco arenoso y otro franco limoso. ElI nematodo presentd infectividad mayor en un
contenido de agua de suelo moderada (de -10 a -100 kPa), y tendié a ser menor en un suelo
con un contenido de agua alta (-1 kPa) y en un suelo moderadamente seco (-1000 kPa).
Susurluk et al. (2001) encontraron que el contenido ideal de agua en el suelo para que
S. feltiae invada a su hospedero era 10%, pero cuando el contenido de agua fue 20%, el
namero de J3 invasores disminuyé drasticamente. En el estudio de Gungor, et al. (2006),
mas J3 de S. anatoliense Hazir, Stock & Keskin invadieron larvas de G. mellonella L. con
10% de agua, el nimero de J3 establecidos disminuyd por encimay por debajo de 10%, y
no se observé infectividad al 20%.



28

CONCLUSIONES

El parasitismo, progenie y eficacia de penetracion del aislamiento Lican Ray se vieron
afectados por factores abidticos como la temperatura y el contenido de agua del
sustrato.

Una larva de dltimo estadio de G. mellonella con un peso promedio de 200 mg pudo
producir 102.807 J3 en promedio a la temperatura éptima de reproduccién (20°C).

El nmero de neméatodos que entraron en el hospedero aumentd con la concentracion de
J3 inoculado, sin embargo, la eficacia de penetracion tendid a ser similar, no se vio
afectada al aumentar la concentracion.

Al aplicar concentraciones superiores a 40,416 J3/larva no hubo un incremento
significativo en la mortalidad, lo que demuestra que al pasar de cierto umbral, el
incremento de la concentracion de J3 no garantiza una mayor mortalidad.

El aislamiento Lican Ray presentd una infectividad y reproduccion optimas cuando el
contenido de agua del sustrato fue cercano a la capacidad de campo.

Es importante desarrollar estudios relacionados con los factores que limitan la
susceptibilidad del hospedante e invasién de los nematodos, para que los NE sean
usados con éxito en situaciones diversas contra un amplio rango de insectos plaga.
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