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Resumen— EI Unico estadio de vida libre de los nematodos entomopatégenos esta constituido por los juveniles infectivos (JIs), quienes
presentan diferentes estrategias para localizar a sus hospedadores. En este trabajo se analiz6, por primera vez, para un aislado de
Argentina, la modalidad de infeccion y el comportamiento de localizacion de hospedadores que poseen los Jls de Steinernema rarum
(OLI). Se dispusieron 8 tratamientos, utilizando un nimero variable y dos especies diferentes de hospedadores: Galleria mellonella
(Lepidoptera) y Tenebrio molitor (Coleoptera). Los porcentajes de mortalidad de G. mellonella y de T. molitor fueron del 85% y 62%,
respectivamente. Estas muertes se registraron entre el 2do y 4to dia posterior al contacto nematodo-lepidéptero y entre el 2do y 9no dia
para los coledpteros. ElI nimero de JlIs que parasitd a los insectos en cada tratamiento aumenté a medida que se incrementaron los
hospedadores disponibles, aunque el nimero de Jls en cada insecto disminuy6. Se demostré que los Jis de S. rarum (OLI) tienen una
estrategia de localizacion tanto de caza como de emboscada. Conocer el comportamiento de los Jls resulta de fundamental importancia,
debido a que éste es uno de los factores que determina la eficiencia de los nematodos como insecticidas biolégicos.

Palabras clave— Steinernema rarum (OLI), Galleria mellonella, Tenebrio mollitor, cazadores, emboscada.

Abstract— The only free-living stage entomopathogenic nematodes are infective juvenile (1Js), who have different strategies to locate
hosts. This paper analyzed, for the first time to isolate Argentina, the mode of infection and host location behavior possessed by 1Js of
Steinernema rarum (OLI) when they have different hosts simultaneously. Eight treatments were arranged using a variable number and
two different species hosts species: Galleria mellonella (Lepidoptera), Tenebrio molitor (Coleoptera). The percentages of mortality of G.
mellonella and T. molitor were 85% and 62%, respectively. These deaths were recorded between the 2nd and 4th days after the
nematode-lepidopterans contact and between the 2nd and the 9th days for the coloeopterans. It was observed that the number of 1Js
which were able to parasite a host in each treatment increases as the available hosts increased, although the number of 1Js in each insect
decreased. It was shown that IJs of S. rarum (OLI) have a localization strategy both ambushers as cruisers. Knowing the behavior of the
1Js is of fundamental importance because it is one of the factors that determine the efficiency of nematodes as biological insecticides.

Keywords— Steinernema rarum (OLI), Galleria mellonella, Tenebrio mollitor, ambushers, cruisers.

un lado, poseen la capacidad de basqueda de los
depredadores y parasitos, por otro, como patégenos, son
altamente virulentos, matando rapidamente a sus
La utilizacion de nematodos contra insectos plaga se  hospedadores; ademas pueden ser producidos facilmente in
ofrece como un método alternativo ante el uso Vitro y poseen un alto potencial reproductivo (Kaya y
indiscriminado de insecticidas, los que provocan la  Gaugler, 1993). Estas caracteristicas conjuntamente con su
acumulacion de residuos toxicos, la aparicion de razas de  extrema virulencia, el amplio rango de hospedadores y la
insectos resistentes y en suma, la degradacion del ambiente  inocuidad para los mamiferos en general y para el resto de
(Stock et al., 2000). la fauna, han suscitado un extraordinario interés por éstos
Los nematodos entomopatégenos presentan una  COMO método de lucha bioldgica (Glazer y Lewis, 2000).

combinacion de caracteristicas intermedias entre los Con el fin de lograr la seleccion del mejor agente de
depredadores, los parasitos y los patégenos de insectos. Por  control para ser aplicado a una plaga en particular, deben
emprenderse estudios de las caracteristicas bioldgicas de
cada aislado, ya que se ha demostrado que éstas varian adn
dentro de cada especie (Bedding et al., 1983; Kondo y
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COMPORTAMIENTO DE LOCALIZACION Y ELECCION DE HOSPEDADORES

Para mejorar la eficacia de los nematodos como
insecticidas bioldgicos es necesario comprender cdmo éstos
ubican, identifican y seleccionan a los hospedadores
potenciales, es decir, como llevan a cabo la infeccion. Este
proceso estd especificamente relacionado con los
comportamientos de encuentro del hospedador y el de
reconocimiento y penetracién (Molyneux y Bedding, 1984;
Ishibashi y Kondo, 1990; Kaya y Gaugler, 1993).

La localizacion del hospedador, se ve limitada por
barreras ecoldgicas y de comportamiento, y comienza con la
seleccion del habitat. La barrera de restriccion mas
importante para la presencia de los nematodos
entomopatogenos es la distribucion natural del hospedador
(Campbell y Gaugler, 1993). Algunos nematodos esperan a
los insectos en o cerca de la superficie del suelo, mientras
que otros estan adaptados a buscarlos a mayor profundidad
(Alatorre-Rosas y Kaya, 1990; Kaya y Gaugler, 1993).

Una vez que el habitat ha sido seleccionado, se cree que
los nematodos pueden adoptar una de las dos estrategias de
localizacion,  comportandose como  cazadores, 0
emboscando a los insectos (Alatorre-Rosas y Kaya, 1990;
Lewis, et al., 1992, 1993; Campbell y Gaugler, 1993).

Los nematodos con estrategia de caza son muy maviles,
tienen el comportamiento de buscar al insecto (Lewis et al.,
1992), responden activamente a los productos de excrecion
dejados por sus hospedadores, en particular, los que
contienen dioxido de carbono (Lewis et al., 1992, 1993) y
estdn adaptados a parasitar especies subterrdneas y
sedentarias (Campbell y Gaugler, 1993). Se observd que
estos nematodos orientan sus movimientos hacia los
hospedadores, en primer lugar, recopilando informacion de
los recursos disponibles, para luego realizar una basqueda
mas localizada y restringida (Miller y Strickler, 1984). Se
ha demostrado que en presencia de hospedadores o
materiales asociados a éstos los nematodos cazadores
disminuyen su area de busqueda y locomocion (Lewis et
al.,, 1992). Un representante con este comportamiento es
Steinernema glaseri (Kaya, 1990; Lewis et al., 1992).

Los nematodos que poseen la estrategia de emboscada
comportamiento de esperar al insecto, estan cerca de la
superficie del suelo y su dispersion es limitada (Molyneux y
Bedding, 1984; Alatorre-Rosas y Kaya, 1990), poseen una
menor respuesta de atraccion hacia los diferentes productos
de excrecion de los hospedadores (Gaugler et al., 1990;
Georgis y Gaugler, 1991; Lewis et al.,1993) y estan
adaptados a parasitar insectos con gran movilidad (Gaugler

et al., 1990); un nematodo con esta estrategia de
localizacion es Steinernema carpocapsae (Lewis et
al.,1992).

Campbell y Gaugler (1993) han encontrado que las
especies con estrategia de emboscada tienden a levantar su
cuerpo del sustrato (excepto la porcion posterior) y lo
ondulan moviéndose de lado a lado. Este comportamiento
favoreceria la union a los hospedadores, permitiendo al
nematodo poder subirse més facilmente sobre el insecto que
pasa (Ishibashi y Kondo, 1990; Campbell y Gaugler, 1993).

Para la localizacién de sus hospedadores, los nematodos
necesitan  reconocerlos, y lo hacen mediante
quimioreceptores, los que responden a factores tales como
el dioxido de carbono (Gaugler et al., 1991), productos de
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excrecion (Lewis et al., 1992) y gradientes de temperatura
(Pye y Burman, 1981; Byers y Poinar, 1982).

La habilidad del nematodo en alcanzar y penetrar al
insecto es una parte importante del proceso patogénico,
involucra la velocidad del movimiento, la habilidad de
montarse al insecto y de encontrar los sitios de penetracion.
Los representantes de la familia Steinernematidae penetran
en el cuerpo de sus hospedadores a través de aberturas
naturales como la boca, el ano y los espiraculos (Burnell y
Stock, 2000) y hay una creciente evidencia que para algunas
especies de esta familia, estarian involucradas secreciones,
gue permitirian que éstos penetren al insecto por cualquier
parte de su cuerpo (Dowds y Peters, 2002).

En base a estudios realizados respecto al comportamiento
de los Jls de Steinernema feltiae, S. carpocapsae, S. glaseri
y Heterorhabditis bacteriophora, con relacién al nimero de
hospedadores disponibles, se determin6 que los nematodos
"deciden™ infectar a un insecto en particular en respuesta a
varios factores enddgenos y exdgenos que actllan como
filtro sobre el nimero o proporcién de la poblacion
infectante. Los JIs necesitan balancear la contribucion
proporcional de cada individuo a las generaciones futuras,
como resultado de infectar a un insecto en particular, en un
tiempo particular, contra no infectar ese insecto (Campbell
et al., 1999). Se observd que los Jls mostraron mayor
preferencia por insectos previamente infectados, que por los
no infectados, es decir, que el ingreso de JIs a un
hospedador aparentemente no es al azar (Grewal et al.,
1993; Campbell et al., 1999). Ademas se demostr6 que la
proporcion de JIs que ingresa a los insectos se incrementa,
hasta llegar a un punto en el cual los JIs no ingresan mas
(Campbell et al., 1999).

Estudios realizados sobre el rango de hospedadores,
sugieren para un aislado de S. rarum, que bajo condiciones
de laboratorio, los JIs estan extremadamente bien adaptados
para infectar larvas de lepidépteros, (destacandose el
representante de la familia Pyralidae, la polilla de la cera
Galleria mellonella, por su alta susceptibilidad) y también
larvas de algunos coledpteros (Koppenhofer y Kaya, 1999).
Dentro de este Gltimo orden, se encuentra el representante
de la familia Tenebrionidae, el gusano de la harina Tenebrio
molitor, quien demostrd ser un hospedador adecuado para
S. rarum (Koppenhdfer y Kaya, 1999; Doucet et al., 1999).

Existen diversos estudios en Argentina sobre diferentes
aislados de S. rarum, los que estan enfocados
principalmente en su caracterizaciébn  morfoldgica,
morfométrica y molecular. Sin embargo, son escasos los
trabajos realizados sobre el comportamiento de bdsqueda de
los Jls, e inexistentes los realizados sobre la eleccién de
hospedadores.

Debido a que estos aspectos revisten una gran
importancia para una futura aplicacién de estos nematodos
como insecticidas bioldgicos, en este trabajo se plantearon
los siguientes objetivos: 1) Observar el efecto de la
densidad de hospedadores en la modalidad de infeccion de
S. rarum perteneciente a la localidad de Oliva, Cordoba. 2)
Evaluar el comportamiento de los JIs y su desarrollo ante la
presencia simultdnea de dos hospedadores pertenecientes a
especies diferentes. 3) Determinar si los JIs de S. rarum,
tienen una estrategia para localizar al hospedador, de
emboscada o de cazador.
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MATERIALES Y METODOS

Origen del parasito

Los ejemplares de S. rarum que se utilizaron en las
experiencias proceden de muestras de suelo de la localidad
de Oliva, provincia de Cordoba, extraidos mediante la
técnica de “trapa de insecto” (Bedding y Akhurst, 1975).

Almacenamiento y conservacion de
infectivos

juveniles

Los JlIs se reprodujeron periédicamente en el laboratorio
de la Catedra de Parasitologia, Facultad de Ciencias
Exactas Fisicas y Naturales, Universidad Nacional de
Cordoba. Con el fin de obtener JIs en condiciones
controladas, antes de realizar las experiencias, las
infecciones se realizaron con una cantidad de 30
Jis/hospedador. Al término del ciclo parasitario, los nuevos
Jls obtenidos fueron almacenados en cajas plasticas de 25 x
12 x 4 cm. Para mantener la humedad y favorecer la
oxigenacion, a cada caja se le agregaron trozos de goma
espuma, humedecidos con agua hervida y se las mantuvo a
temperatura ambiente (20 - 22 °C). Las experiencias se
realizaron antes de que transcurrieran 30 dias de
almacenamiento de los JlIs, a fin de asegurar que fueran
infectivos.

Hospedadores utilizados

Se trabajo con dos hospedadores diferentes, el gusano de
la harina T. molitor (Fam. Tenebrionidae; Orden
Coleoptera) y la polilla de la cera G. mellonella (Fam.
Pyralidae; Orden Lepidoptera). Para todas las infecciones se
utilizaron larvas de estos insectos con un peso entre 0,20 y
0,29 gramos.

Cria de hospedadores

T. molitor: Se criaron en recipientes plasticos de 60 x 50
cm, como alimento se utilizd 50% de salvado de trigo, 25%
de harina de avena y 25% de harina de trigo, se suplementd
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utilizados tuvieron el mismo peso, a fin de eliminar esta
variable de los resultados.

Obtencion de las dosis

Para la experiencia de seleccion de hospedadores se
utilizaron 150 JIs por capsula de Petri, mientras que para
determinar el comportamiento de los nematodos en la
localizacion del hospedador, se necesitaron 250 Jls por caja
experimental. Para obtener dichas dosis, se extrajo una
solucién concentrada de las cajas de almacenamiento de Jls
y se agregé agua hasta un volumen final de 100 ml.
Posteriormente se extrajo una alicuota de 2 ml, y se la
coloco en una camara de recuento, donde se registro el
nimero de nematodos, bajo lupa estereoscépica (20 Xx).
Dicha accion se repitié 10 veces; se obtuvo el promedio de
JIs presentes y se calcul6 la cantidad de solucién con el
namero de nematodos necesarios para conformar las dosis.
la seleccion de

Experiencia evaluar

hospedadores

para

La solucién conteniendo 150 JIs se pasd por papel de
filtro, a éste se lo colocé dentro de una capsula de Petri de 6
cm de diametro provista de un papel de filtro seco. A cada
capsula se le coloco una combinacién de nimero y tipo de
hospedadores diferentes (Tabla 1). Se realizaron 5 réplicas
de cada tratamiento, distribuyendo las infecciones en 2
bloques de 8 tratamientos cada uno. En cada bloque se
consideraron grupos controles, los que se realizaron segln
lo antes descrito, con la diferencia que al pasar la solucién
por papel de filtro, ésta carecia de nematodos.

Tiempo de muerte

Luego del contacto nematodo-insecto, se registro la
muerte de los hospedadores, la que se verificd por su
coloracidn; para ello se realizaron observaciones cada 24 hs
durante 10 dias.

TABLA 1: NUMERO Y ESPECIE DE LARVAS HOSPEDADORAS UTILIZADAS EN
CADA TRATAMIENTO

regularmente con comida fresca (papa, zanahoria y hojas de
lechuga) y pan seco (Cole, com. pers.).

Tratamiento

Hospedadores
(N° de larvas/capsula de Petri)

Grupo

G. mellonella: Los insectos se criaron en recipientes
debidamente acondicionados y alimentados con harina de

maiz 15,4 %, harina de trigo 15,4 %, cereales de la marca

comercial “Nestum” 15,4 %, leche en polvo 10,68 %,

levadura 5,4 %, glicerina 13,5 % y miel 24,3 %. La cria de

ambos hospedadores se realiz6 a un rango de temperatura
de 20 a 22 °C (Cagnolo et al., 2004).

Se separaron de los recipientes de cultivo, gradualmente;

el ndmero total de hospedadores utilizados en
experiencias (n=473). Al alcanzar un peso de 0,1 gr. Las

Gl 1 G. mellonella |
G2 2 G. mellonella
G10 10 G. mellonella
T1 1 T. molitor 1l
T2 2 T. molitor
10 10 T. molitor

las GT1 1 G. mellonellay 1 T. molitor m
GT5 5 G. mellonellay 5 T. molitor

larvas de T. molitor y larvas de G. mellonella se colocaron
en recipientes plasticos, a una temperatura de 4 a 6 °C y
cada semana fueron trasladadas a temperatura ambiente (20
- 22 °C) por 24 horas, para que consuman alimento, hasta el
momento de las experiencias. Ambos hospedadores

Transcurrido el tiempo de observacién, se calculd el
porcentaje de hospedadores muertos, teniendo en cuenta el
nGmero de insectos y la especie.
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Conteo del numero de nematodos por hospedador

Con el fin de conocer el nimero de nematodos que
ingres6 a cada hospedador parasitado, al registrar la muerte
de los insectos, cada uno fue separado de la capsula de
infeccion y se lo coloco en otra capsula de Petri. Al tercer
dia de producida la muerte, se los disecd bajo lupa
estereoscopica (20 x), separando y contabilizando la
cantidad de nematodos adultos (machos y hembras)
hallados. En cada uno de los 8 tratamientos se consideraron
los hospedadores muertos por nematodos de las cajas 1-3-5.

Se calcul6 el nimero promedio de JIs que ingresaron a los
insectos en cada una de las seis capsulas (repeticiones) de
cada tratamiento. Estos resultados fueron sometidos a un
Modelo Lineal Generalizado Mdltiple. Las comparaciones
entre medias se realizaron mediante un test a posterior DCG
utilizando el Software InfoStat (Di Rienzo et al., 2011).

Para evaluar la eficiencia de penetracion de los JlIs segln
cada tratamiento, se utilizé la siguiente formula, (N x 100 /
T) (Glazer y Lewis, 2000), en la que N es el nimero
promedio de nematodos que ingresé a cada cadaver, por
tratamiento, y T, el nmero promedio original de Jls.

Por otro lado, con el fin de averiguar si existen
diferencias en el nimero de Jis que ingres6 a cada
hospedador, se calcul6 el nimero promedio de Jis por
insecto, en base a cada tratamiento y considerando los
insectos muertos por nematodos. Debido a que los datos
obtenidos no respondieron a los test de normalidad, éstos
fueron analizados mediante el uso de estadisticas no
paramétricas aplicando la Prueba de Kruskal Wallis,
utilizando el Software InfoStat (Di Rienzo et al., 2011).

Comportamiento de los JIS para la localizacién del
hospedador

Se utilizaron cajas plasticas rectangulares de 19,5 x 10 x
4 cm con tapa, en las que se colocaron 450 gr de arena
esterilizada en horno a 180 °C por 90 minutos y humedecida
con 11 ml de agua hervida (didametro de las particulas: entre
0,36 y 1,13 mm). En uno de los extremos se afiadieron 5
larvas de G. mellonella, a una profundidad de 1 cm. A cada
insecto se lo inmovilizé colocandolo dentro de una jaula de
tela galvanizada de apertura de malla de 1,2 mm, para
impedir el escape de los hospedadores y permitir el paso de
los JIs. En la base del otro extremo de la caja (entre 10y 14
cm de distancia de las larvas) se colocé un papel de filtro
con 250 JIs. Lo descrito se realizd en 11 cajas, 10
repeticiones y un control, que se mantuvieron en estufa a 25
°C. Al cabo de 12 dias se observé si los JIs fueron capaces
de infectar a sus hospedadores, lo que se comprobé
retirando las larvas de G. mellonella de sus celdas y
procediendo a registrar si su muerte fue causada por
nematodos, mediante la observacion de su color (Poinar et
al., 1988). El arena de las cajas fue observada bajo lupa
estereoscopica (20 x) con el fin de detectar la presencia de
JIs entre las particulas.

CAGNOLO et al.

RESULTADOS

Seleccion de hospedadores

Con el fin de observar la modalidad de infeccién de los
JIs de S. rarum (OLI) segun la especie de hospedador
utilizada, se separd a los 8 tratamientos efectuados en 3
grupos, dos de ellos conformados por una de las dos
especies de insectos y el tercer grupo por ambas especies
combinadas (Tabla 2).

De un total de 130 larvas de G. mellonella (grupo 1), los
JIs de S. rarum (OLI) produjeron una mortalidad del 85%.
Tal como se observa en la Fig. 1a, la muerte del 30% de
dichas larvas se produjo en los 2 dias posteriores al
contacto, el 67% a los 3 dias y el 3% restante a los 4 dias.
Para el grupo I, de un total de 130 larvas de T. molitor, el
62% muri6 por causa de infeccién con nematodos. Dichas
muertes se produjeron el 2do dia (el 4% de las larvas), el
3er dia (el 73%), y el 4to dia (el 15%). Entre el 5to y 10mo
dia los JIs continuaron produciendo la muerte de los
insectos, excepto en el dia 8 y el 10 (Fig. 1b).
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Fig. 1: Mortalidad de las larvas hospedadores por JIs de S. rarum (OLI),
en los 10 dias posteriores al contacto nematodo-insecto a: grupo I; b:
Grupo II; c: Grupo 111
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Para el grupo 111 de un n=120 (60 larvas de G. mellonella
y 60 de T. molitor) se obtuvo una mortalidad para G.
mellonella del 72% y para T. molitor del 47%. Los tiempos
de muerte para este grupo fueron similares a los de los
grupos I y 11 (Fig. 1c), con la diferencia que para T. molitor
el ultimo dia en que se registré una muerte fue el dia 6 y no
el dia 9. En el tratamiento control, los valores de mortalidad
fueron inferiores al 5 %.

La mortalidad total (nimero de hospedadores expuestos
en cada tratamiento) varié en un rango de 55 al 100%
(Tabla I1). Los mayores porcentajes fueron obtenidos en
aquellos tratamientos efectuados sobre larvas de G.
mellonella. Respecto a la densidad de hospedadores, se
observé que a mayor numero de insectos, menor
mortalidad, tanto para los tratamientos con larvas de T.
molitor, como en los tratamientos en los que se combinaron
ambas especies. Por el contrario, esta tendencia no se
manifesto en la mortalidad de larvas de G. mellonella.

En la Tabla Il, se muestra ademas, el nimero medio de
insectos infectados por capsula de Petri, observandose que
éste aumenta a medida que se incrementa el nimero de
hospedadores, tanto para las capsulas donde se encontraban
las larvas con una sola especie como en las que se
encontraban de manera conjunta.

TABLA I1: PORCENTAJE PROMEDIO DE MORTALIDAD TOTAL Y NUMERO
MEDIO DE INSECTOS MUERTOS POR CAPSULA DE PETRI, CON SUS
CORRESPONDIENTES DESVIOS ESTANDAR, CALCULADOS PARA LOS
DIFERENTES TRATAMIENTOS.

N Mortalidad total Hospedadores
(%) muertos por
Tratamiento Mediaa + desvio ~ capsulas de Petri
estandar Media b + desvio
estandar
Gl 10 70% + 42 0,7+0,48
G2 20 100% + 0 2+0
G10 100 84% + 11 8,4+16
T1 10 80% + 0 0,8+0,42
T2 20 70% + 14 15+0,7
T10 100 58% + 11 58+16
GT1 20 80% + 14 16+0,51
GT5 100 55% + 3 55+£19

N: NUmero total de hospedadores por tratamiento en los dos blogues.

a Media calculada sobre los porcentajes de mortalidad de los
hospedadores expuestos en ambos bloques dividido el nimero de bloques.

b. Media calculada sobre el nimero total de hospedadores muertos por
tratamiento dividido el nimero de capsulas de Petri utilizadas en cada
tratamiento.

Nematodos encontrados en el interior de los

hospedadores

1) Establecimiento de JIs por tratamiento

Considerando los hospedadores muertos por nematodos,
se observo que el nimero promedio de JIs que ingreso a los
distintos insectos en cada tratamiento, presentd diferencias
significativas (P=0,0014).

Nimero medio de JIs por tratamiento

G1 G2 G10 T1 T2 T10 GT1GTS
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Fig. 2: a- Nimero medio de Jls que ingresaron a los hospedadores por
cada tratamiento. b- NUmero medio de JIs que ingresaron a los
hospedadores de los tratamientos GT1 y GT5 diferenciando en las dos
especies hospedadoras.

El nimero de JIs que ingres6 a éstos, aument6 a medida
que se incrementé el nimero de hospedadores en cada
tratamiento (Fig. 2a). La comparacidn de los valores medios
de Jls establecidos por insecto, por tratamiento, arrojé
diferencias significativas para los tratamientos G10, T1, T2
y GT1 (P <0,05).

En cuanto a la eficiencia de penetracion, pudo observarse
que, si bien la cantidad de Jls colocados en cada capsula de
Petri fue el mismo, el ndmero de JIs que ingresé a los
hospedadores aument6é a mayor disponibilidad de insectos
(Tabla I11).

Considerando la especie de hospedador, el nimero de
nematodos hallados fue siempre mayor dentro de las larvas
de G. mellonella con respecto a las larvas de T. molitor,
tanto al ser expuestas ambas especies de manera conjunta
como por separado (Fig. 2 b).

2) Establecimiento de Jls por cada insecto

El nimero medio de JIs que ingresé a cada insecto, segun
cada tratamiento presentd diferencias significativas (Kruscal
wallis, H=35.58; P < 0,05). Se observé ademas que a
medida que aument6 el nimero de hospedadores por
capsula de Petri, menor fue el nimero de nematodos que
ingres6 a cada insecto (Fig. 3a). La comparacion de los
valores medios de Jls establecidos por insecto arrojo6
diferencias significativas para los tratamientos G1, G2 y
GT5 (P <0,05).
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TABLA 11I:
TRATAMIENTO.

EFICIENCIA DE PENETRACION, CONSIDERANDO CADA

Eficiencia de
penetracion

18%
30%
35%
8%

12%

Tratamiento

Gl
G2
G10
T1
T2
10
GT1
G. mellonella

17%
11%
10%
1%

17%
12%
5%

T. molitor
GT5
G. mellonella

T. molitor

Considerando el namero de JIs de S. rarum (OLI) que
ingresaron a los insectos cuando disponian de las dos
especies de hospedadores, se observé de igual manera, un
mayor nimero de Jis en G. mellonella respecto a T. molitor
y que al aumentar el ndmero de hospedadores
(independientemente de su especie) disminuyé el nimero de
JIs por insecto (Fig. 3b).
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Proporcién de nematodos machos y hembras que
ingresaron a los insectos

Con respecto al sexo de los nematodos que se
desarrollaron tanto en el interior de las larvas de G.
mellonella como en las de T. molitor, se pudo observar que
la cantidad de individuos machos fue inferior a la de las
hembras, 30 y 70% respectivamente. Esta proporcion fue la
misma para ambos hospedadores, ain cuando la cantidad de
JIs que ingresaron a dichos insectos fue diferente (629 y
304 Jls respectivamente).

Al analizar los tratamientos en los que se combinaron a
ambos tipos de hospedadores, se pudo observar también,
una proporcién de hembras superior a la de los machos (66
y 34% respectivamente).

Comportamiento de los Jls para la localizacion del
hospedador

De las 50 larvas de G. mellonella con las que se realiz6 la
experiencia, solo un 30% fue parasitada por los JIs de S.
rarum (OLI), mientras que el 14 % no fue infectada por
nematodos y el 56% restante sobrevivio. Para la caja
control a lo largo de los 12 dias se observo la mortalidad
del 20% de los hospedadores.

Dado que las larvas de G. mellonella se encontraban
inmovilizadas, a una distancia de entre 10 y 14 cm de los
JIs, el hecho que se hayan encontrado hospedadores
infectados, demostraria que los Jis de S. rarum (OLI)
pueden desplazarse, teniendo de esta manera un
comportamiento de busqueda del huésped. Ademas se
observd bajo lupa estereoscopica a los JIs apoyar la parte
posterior de su cuerpo sobre las particulas de arena y
realizar un movimiento pendular de la parte anterior (Fig.
4). S. rarum (OLI) describié el comportamiento de un
nematodo con ambas estrategias, de caza y de emboscada.

250 pm

Fig. 4: a- Juveniles infectivos de S. rarum (OLI) esperando al hospedador
sobre una particula de arena, apoyado sobre la region posterior y
realizando movimientos pendulares de la parte anterior del cuerpo.

DiscusION

En este trabajo se observd, por primera vez, el efecto de
la densidad y de la especie huésped en la modalidad de
infeccion de un aislado de S. rarum de Argentina, y se
determind la estrategia utilizada por este nematodo en la
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Fig. 3: a- Nimero promedio de JIs de S. rarum (OLI) que ingresaron a
cada huésped. b- Nimero promedio de Jls que ingres6 a cada insecto en
los tratamientos en los que se combinaron a ambos hospedadores (GT1,
GT5), diferenciandolos seglin especie.

localizacion de los insectos.

La mortalidad causada por los JIs de S. rarum (OLI) en
larvas de G. mellonella respecto a las larvas de T. molitor,
fue siempre superior, tanto al exponer ambas especies
hospedadores de manera conjunta como por separado. La
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mayor mortalidad de lepidopteros respecto a la de
coledpteros fue también corroborada (aunque expuestos
ambos hospedadores por separado) para otros aislados de S.
rarum de Cordoba -Sargento Cabral y Noetinger- (Doucet
et al., 1999; Koppenhofer y Kaya, 1999).

La muerte de los insectos debido a septicemia se produce
en un lapso de 3 dias, ya que poseen una asociacién
simbidtica con bacterias del género Xenorhabdus (Thomas
y Poinar, 1979; Koppenhofer y Fuzi, 2003). A S. rarum
(OLI) le tomd 2 a 4 dias matar al total de larvas de G.
mellonella que parasitaron, mientras que la muerte de las
larvas de T. molitor, se produjo a partir del 2do dia y
continué durante los siete dias posteriores. Los mayores
porcentajes de mortalidad, para ambos tipos de
hospedadores se registraron al tercer dia luego de producido
el contacto. Cuando se combind a ambas especies de
hospedadores, los tiempos de mortalidad fueron similares a
los registrados para los hospedadores por separado.

Si comparamos con la velocidad a la cual otras especies
de nematodos matan a sus hospedadores, tomando como
modelo el tiempo en que muere por septicemia la polilla de
la cera u otra larva de lepidoptero (Grewal et al., 1994;
Koppenhofer y Kaya, 1999; Koppenhofer et al., 2000a), se
observé que S. rarum (OLI) mata a las larvas de G.
mellonella en los tiempos estipulados. Con respecto a larvas
de coleopteros, el lapso de tiempo en el que los Jis de S.
rarum (OLI) produjeron la muerte de larvas de T. molitor
result6 ser similar que el tiempo registrado en experiencias
en las que se utilizaron otras especies de nematodos y larvas
de coledpteros como huésped. A titulo de ejemplo, Jis de
Steinernema kushidai provocaron la muerte a larvas de
Cyclocephala hirta, en un lapso de 6 dias; JIs de S. glaseri,
en un lapso de 9 dias (Koppenhofer et al., 2000b) y a Jls de
S. kushidai les tomé entre 4-8 dias causarle la muerte a
larvas de Anomala cuprea (Ogura, 1993).

La demora en la mortalidad de larvas de coledpteros
respecto a larvas de lepidopteros, asi como la preferencia
por éstas Ultimas, puede estar basada en la coevolucién de
los coledpteros contra los patdgenos de suelo, entre ellos,
los nematodos parasitos de insectos. Se cree que los
coledpteros han desarrollado, por mecanismos evolutivos,
una serie de barreras de comportamiento, morfoldgicas y
fisiologicas contra la infeccion de nematodos (Koppenhdofer
y Fuzi, 2003). Se conoce que el establecimiento y
crecimiento de los parasitos en un huésped, requiere superar
barreras abidticas (dependientes de las condiciones
fisioldgicas) y barreras bidticas (relacionadas con el estado
inmunitario del hospedador (Atias, 1997).

En cuanto al comportamiento de los insectos utilizados
en las experiencias, puede sefialarse que las larvas de T.
molitor fueron menos moviles que las de G. mellonella, lo
que implicaria que, independientemente de la estrategia de
localizacion del huésped, los JIs de S. rarum (OLI),
tuvieron mayor posibilidad de parasitar a los lepidopteros.
Por otro lado, se conoce que los representantes de la familia
Steinernematidae  penetran en el cuerpo de sus
hospedadores a través de aberturas naturales (Burnell &
Stock, 2000), aunque se ha detectado que algunas especies
de esta familia penetran por cualquier parte del cuerpo del
insecto, mediante la utilizacién de secreciones histoliticas
(Dowds y Peters, 2002). Hasta el momento no se conoce
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cudl es el mecanismo de penetracion utilizado por los JlIs de
S. rarum (OLLI); de poseer tal via de infeccién, el tegumento
de las larvas de T. molitor con mayor cantidad de quitina
respecto al de G. mellonella, constituiria una barrera
morfol6gica. Otro factor a considerar son las diferentes
calidades nutritivas de los insectos utilizados en las
experiencias. Ambos hospedadores difieren principalmente
en el contenido de grasa, calcio y vitamina C (Cole, com.
pers.). Las dietas suministradas a los mismos, acentuarian
las diferencias entre ellos.

Los resultados obtenidos evidenciarian una marcada
preferencia de los JIs de S. rarum (OLI) por larvas de
lepiddpteros. Esta, podria ser atribuida a que, tal como ha
sido sefialada para otros aislados, estarian extremadamente
bien adaptados para infectar larvas de lepidopteros y menos
adaptados para infectar algunas larvas de coledpteros
(Koppenhofer y Kaya, 1999; Doucet et al., 1999).

Usualmente la mortalidad de los insectos est4
significativamente influenciada por las diferentes dosis o el
tamafio del indculo de los nematodos (Selvan et al., 1993).
Sin embargo, poco se conoce sobre el nivel de mortalidad
causado por una dosis constante de JlIs y una cantidad
variable de hospedadores. Un trabajo en el que se aborda el
tema de esta manera es el realizado por Mrécek et al.
(1999), en el que se mide la infectividad de Steinernema
kraussei a una densidad variable de larvas de G. mellonella
(2, 4, 6, 8 y 16). Con una dosis de 200 Jls, obtuvo como
resultado, que a menor ndmero de larvas (n=2) menor es la
mortalidad causada por S. kraussei (70 %) y la maxima
mortalidad (95%) fue obtenida con una densidad de
hospedadores intermedia (n=8). En el presente trabajo, con
una dosis de 150 JIs de S. rarum (OLI), a medida que se
incrementd el nimero de insectos (de ambas especies), los
porcentajes de mortalidad fueron disminuyendo. Cabe
aclarar que en el tratamiento con una larva de G. mellonella
se obtuvo una mortalidad del 70%, posiblemente debido a
que tres de dichos hospedadores murieron tempranamente
por microorganismos no simbiontes de nematodos.

Ante la exposicion simultanea de ambas especies de
hospedadores el patrén de mortalidad fue similar al
obtenido al considerar a las especies de manera individual.

Si bien se observé una menor mortalidad a mayor nimero
de hospedadores utilizados, el numero promedio de
hospedadores muertos por céapsula de Petri, en cada
tratamiento, aument6 al aumentar su disponibilidad.

Respecto al total de nematodos que ingresaron a los
insectos, por capsula de Petri, se observé que al aumentar el
ntmero de hospedadores (para las dos especies), aumento la
cantidad de JIs que ingresaron, aunque dicho aumento no se
produjo de manera proporcional. Estudios efectuados sobre
la capacidad infectiva de los nematodos, demostraron que,
de la poblacion total de JIs que se ponen en contacto con
insectos susceptibles, sélo una pequefia proporcion (inferior
al 40%) es capaz de ingresar (Hominick y Reid, 1990).
Ensayos efectuados sobre Steinernema spp. y diferentes
densidades de hospedadores, indican que la proporcién de
JIs capaz de infectar sigue una curva sigmoidal, es decir,
cuando hay una cantidad alta o baja de hospedadores
disponibles, la cantidad de JIs hallados es independiente de
la densidad de insectos y a densidades intermedias, los JIs
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que ingresan aumenta considerablemente (Campbell et al.,
1999).

De la proporcion de JIs que no penetran en los
hospedadores, se distinguen individuos permanentemente
no infecciosos y otros temporariamente no infecciosos. El
incremento de hospedadores, produce un aumento en la tasa
de encuentro y en la concentracion de sefiales que éstos
emiten; en consecuencia, la cantidad de Jls
temporariamente no infectantes disminuye, por lo tanto, la
infeccion depende de la densidad de hospedadores
(Campbell et al., 1999).

Por otro lado, diferentes estudios revelan que los Jls
muestran una mayor preferencia por insectos previamente
infectados que por insectos no infectados, es decir, que el
ingreso de Jls no es al azar, sino que tienden a parasitar a un
hospedador ya colonizado (Grewal et al., 1993; Campbell et
al., 1999). Sin embargo, el ingreso de Jls en cada insecto no
ocurre indefinidamente, sino que se produce so6lo hasta
llegar cierto punto (Campbell et al., 1999). Colonizar un
insecto no infectado puede tener un gran riesgo de
mortalidad para el nematodo o dificultar el encuentro de
sexos, lo que implicaria una reduccion de su eficacia
bioldgica (Campbell et al., 1999).

En este estudio, el nimero de Jls que ingresaron a cada
insecto disminuyé al aumentar la cantidad de hospedadores
disponible. Por otro lado, se registr6 para todos los
tratamientos, un ndmero mayor de JIs en el interior de
larvas de G. mellonella.

Los resultados alcanzados estarian indicando que la
proporcion de Jis de S. rarum (OLI) capaces de infectar no
aumento considerablemente por mas que dispusieran de una
mayor cantidad de hospedadores. Al mismo tiempo, la
poblacion infectante se distribuydé uniformemente entre los
hospedadores parasitados.

En cuanto al desarrollo de los nematodos encontrados en
el interior de los hospedadores, se observé una marcada
diferencia en cuanto a la proporcion de hembras de S.
rarum (OLI), respecto a la de machos, tanto en G.
mellonella como en T. molitor. Este predominio de hembras
respecto a machos ha sido encontrado en trabajos previos.
Grewal et al., (1993), encontré para diferentes especies del
género Steinernema que se desarrollaron sobre larvas de G.
mellonella, una proporcion de hembras de entre 58-62%.
Similar proporcién de hembras (54%) fue encontrada por
Gaugler et al., 1990 en varios aislados de S. carpocapsae y
por Bednarek et al., 1986, en un aislado polaco de S.
carpocapsae (57%). La maduracién de los Jis del género
Steinernema en adultos hembras o machos estaria
aparentemente determinada genéticamente -XX / XO-
(Burnell, y Stock, 2000). Esto explicaria que en nuestra
experiencia la proporcion macho-hembra se haya mantenido
independiente de la especie, el nimero de hospedadores y
de la cantidad de JlIs que ingresaron a los mismos.

Por otro lado, Grewal et al., 1993, encontré que los Jls
qgue se diferencian en machos, migran y penetran a los
hospedadores antes que las hembras. Las hembras luego
buscarian e ingresarian a los insectos donde ya hay machos,
esto significaria un aumento en la probabilidad de encuentro
de ambos sexos en un hospedador (Downs y Griffin, 1996).

Al observar el comportamiento de los Jis de S. rarum
(OLI) en la localizacién de hospedadores, se encontrd a
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insectos infectados, aun cuando éstos estaban inmovilizados
y a una distancia considerable respecto a los nematodos.
Estos datos nos permiten afirmar que los JIs de S. rarum
(OLI) poseen un comportamiento de buscar al hospedador
(estrategia de los nematodos cazadores). Por otro lado el
hecho que se haya observado a JIs de S. rarum (OLI)
ubicados sobre particulas de arena y moviendo la regién
anterior de su cuerpo, en una posicién de espera de un
hospedador, podemos afirmar que poseen ademas la
estrategia de emboscada (Campbell y Gaugler, 1993). El
comportamiento descrito para S. rarum (OLI), es similar al
observado por Koppenhofer y Kaya, 1999, para S. rarum
Sargento Cabral.

En base a que los JIs de S. rarum (OLI), poseen los dos
comportamientos de localizacion (por momentos buscador y
por momentos de espera) se estarian asegurando el
parasitismo, es decir, se adaptarian a las caracteristicas
particulares de los insectos y del ambiente en donde se
encuentren, ampliando el rango de hospedadores que
podrian infectar, manifestindose como un nematodo ideal
para ser aplicado a campo.

Uno de los factores que restringe el uso de los nematodos
entomopatdgenos en el control de plagas es la estrategia de
localizacion de hospedadores (Koppenhofer y Kaya, 1999).
Por ésta razdn se hizo inminente conocer el comportamiento
de S. rarum (OLI) para aplicar a este aislado en un futuro
como un insecticida biolégico.
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