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Resumen—Se estudié por primera vez el comportamiento en laboratorio de Heterorhabditis bacteriophora Poinar, 1976 (aislados N4 y
N82) y Steinernema rarum (Doucet, 1986) (aislado OLI) en larvas de dos lepiddpteros de importancia agricola, Crocidosema aporema
(Walsingham, 1914) y Anticarsia gemmatalis Hibner, 1818. Se evaluaron dos dosis: 50 y 500 juveniles infectivos por larva. Se
consideraron 15 individuos por aislado y por dosis. En ambas especies de insectos el parasitismo fue superior al 75% bajo todos los
tratamientos. Los nematodos completaron su ciclo vital con produccion de juveniles infectivos en los dos hospedadores, aunque se
observaron diferencias en la duracion del ciclo parasitario y en la cantidad de progenie producida. El ciclo fue més corto en C. aporema
y la produccidn de progenie fue mayor a partir de A. gemmatalis. Se demuestra la alta susceptibilidad de las larvas de estos lepiddpteros
a los nematodos estudiados. Los resultados obtenidos aportan informacién original a tener en cuenta para la utilizaciéon de estos
nematodos como alternativa al empleo de pesticidas.

Palabras clave—Heterorhabditis bacteriophora (aislado N4), Heterorhabditis bacteriophora (aislado N82), Steinernema rarum (OLI),
susceptibilidad, lepidopteros.

Abstract—Behaviour of Heterorhabditis bacteriophora Poinar, 1976 (isolates N4 and N82) and Steinernema rarum (Doucet, 1986)
(OLI isolate) against larvae of two lepidoptera of agricultural importance, Crocidosema aporema (Walsingham, 1914) and Anticarsia
gemmatalis Hibner, 1818, was studied in lab for the first time. Two doses were evaluated: 50 and 500 infective juveniles per insect.
Fifteen individuals per isolate and per dose were considered. In both species of insects the parasitism was higher than 75% in all
treatments. In both insects the nematodes completed their life cycle with production of infective juveniles, but differences in both the
length of the parasitic cycle and the number of infective juveniles emerged were observed. The cycle was shorter in C. aporema and the
production was greater in A. gemmatalis. The high susceptibility of these larvae to the nematodes is showed. These results provide
original information to consider for the employing of these nematodes as alternative to the pesticides.

Keywords—Heterorhabditis bacteriophora (strain N4), Heterorhabditis bacteriophora (strain N82), Steinernema rarum (OLI),
susceptibility, lepidoptera.

y Nguyen, 2002). Entre los agentes de control bioldgico
empleados contra A. gemmatalis, se mencionan virus y

INTRODUCCION bacterias (Moscardi, 1999; Aragon y Véazquez, 2000;

Los lepidopteros Crocidosema aporema Aragon y Flores, 2006).
(Walsingham, 1914), el barrenador del brote, y Los nematodos entomopatdgenos pertenecientes a las
Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818, la oruga de las Familias Steinernematidae y Heterorhabditidae son
leguminosas, son plagas de importancia econémica en antagonistas naturales de insectos. La accion conjunta de
Argentina, ya que causan serios dafios en el cultivo de estos nematodos y sus bacterias simbiontes causan
soja (Aragon, 2002). indefectiblemente la muerte del hospedador en pocas
El control de estos insectos se hace tradicionalmente, horas. Por esta razdn, son considerados excelentes
con insecticidas quimicos (Gamundi y Perotti, 2008). Sin insecticidas bioldgicos.
embargo, el efecto negativo de eéstos sobre el ambiente, Ensayos realizados con representantes de este grupo
ha impulsado la implementacion de métodos alternativos han mostrado su eficacia contra especies de importancia
de control, entre ellos, los que utilizan enemigos para la agricultura. Entre estas CGltimas, pueden
naturales con efectos semejantes a los pesticidas (Adams mencionarse representantes de los Ordenes Coleoptera

(Quintero Marin, 2003; Sanchez y Rodriguez, 2007; Pilz
o et al, 2009; Toepfer et al, 2010), Homoptera
Direccion de contacto: (Castellanos Lo6pez, 2000), Hemiptera (Leite et al.,

Maria Alejandra Bertolotti, Avenida Vélez Sarsfield 299, X5000 CGA. 2005), I_epidoptera (Garcia et al., 2008; Maldonado
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Moraga, 2009) y Diptera (Toledo et al.,
principalmente.

En Argentina los estudios en este campo se orientan a
la detecciébn de nuevas poblaciones de nematodos
entomopatégenos y a la evaluacion de sus
potencialidades como agente de control de plagas. En
este sentido, los resultados han sido satisfactorios,
aunque se han observado diferencias segun las especies y
aislados (de Doucet y Giayetto, 1994; de Doucet et al.,
1999; Giayetto y Cichdén, 2006; Doucet et al., 2008;
Picca y Cagnolo, 2008). Muestreos llevados a cabo en la
ciudad de Cérdoba, permitieron detectar dos nuevas
poblaciones de Heterorhabditis bacteriophora Poinar,
1976 (Cagnolo y Carranza, 2007). Hasta el momento, se
desconoce el comportamiento de estos aislados frente a
insectos de interés agrondémico. En el caso de C.
aporema, ningin ensayo se ha realizado hasta el
presente. Con respecto a A. gemmatalis, se ha
comprobado la susceptibilidad de las larvas a
Steinernema rarum (Doucet, 1986) (aislado NOE), S.
feltiae  (Filipjev, 1934) (aislado LCHOR), H.
bacteriophora (aislados RIV y RN) (de Doucet y
Giayetto, 1994; de Doucet et al., 1999), de las pupas a H.
bacteriophora (aislado RIV) (de Doucet y Giayetto,
1994) y de los adultos a S. rarum (OLI) (Cagnolo et al.,
2011).

Dadas la falta de informacion existente para C.
aporema y la importancia econémica que reviste junto
con A. gemmatalis para la soja, los objetivos de este
trabajo fueron: evaluar la susceptibilidad en laboratorio
de C. aporema y A. gemmatalis a H. bacteriophora
(aislados N4 y N82) y S. rarum (OLI), de Coérdoba,
Argentina; comparar el parasitismo entre hospedadores, y
estimar la produccidn de juveniles infectivos (JIs) a partir
de cada lepidoptero.

2006),

MATERIALES Y METODOS

Nematodos

Los tres aislados de nematodos utilizados se
detectaron en suelos de la provincia de Coérdoba: H.
bacteriophora (aislado N4) y H. bacteriophora (aislado
N82) en el Departamento Capital, y S. rarum (OLI), en la
localidad de Oliva, Departamento Tercero Arriba. Los
JIs fueron multiplicados en laboratorio sobre larvas de
Galleria mellonella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera:
Pyralidae) segln técnicas convencionales (Kaya y Stock,
1997). Los cultivos de S. rarum (OLI) y de H.
bacteriophora (aislado N4) se mantuvieron entre 20 y
21°C, mientras que los de H. bacteriophora (aislado
N82), entre 8 y 11°C, ya que a dichas temperaturas, se ha
observado una mayor supervivencia de estos aislados
(datos no publicados).

Insectos

Las larvas de A. gemmatalis y C. aporema fueron
provistas por el Laboratorio de Investigacion, Desarrollo
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y Experimentacion Regional (L.I.D.E.R., Sinsacate,
Cérdoba). Se utilizaron larvas de los estadios sexto y
quinto, de A. gemmatalis y C. aporema, respectivamente.
La cria de estos lepidopteros se realizé sobre una dieta en
base a miel, vitaminas, azlcar y agua destilada, a 26 +
1°C de temperatura, 60% de humedad relativa y un
fotoperiodo de 16 hs (Crespo et al., 1996).

Contacto insecto - nematodo

Se utilizaron dos dosis: 50 y 500 Jis/hospedador. Las
infecciones se llevaron a cabo en placas multiwell (x 24
celdas, Falcon N° 3047) (Glazer y Lewis, 2000). Los
indculos con las dosis establecidas se pasaron a través de
embudos de papel de filtro de 2,3 cm de didmetro, luego
se agregaron 0,2 g de una mezcla de suelo con arena
esterilizada en autoclave a 180°C durante 90 min. Por
altimo, se colocé una larva de lepiddptero en cada celda.
Las placas se incubaron a una temperatura de 25 + 1°C
(Koppenhofer y Kaya, 1999). Se consideraron 15 larvas
de cada insecto por aislado de nematodo y por dosis. Se
realiz6 una dosis control para cada especie de
hospedador. Las experiencias se repitieron tres veces.

Mortalidad de los hospedadores, desarrollo de los
nematodos y produccién de Jls

Se registr6 la mortalidad de los insectos cada 24 hs,
durante 10 dias seguidos. Los insectos muertos se
mantuvieron a 25 £ 1°C y se dividieron en dos grupos:
uno de ellos, destinado a las disecciones para observar el
desarrollo de los nematodos y el otro, para la recoleccién
de los JlIs luego de la emergencia espontanea al término
del ciclo parasitario.

Las disecciones comenzaron a partir de las 48 hs
siguientes a la muerte de los hospedadores, considerando
en total, entre 6 y 9 insectos por dia. La identificacion de
individuos pertenecientes a primera y segunda
generacion se realiz0 en base a caracteristicas
morfoldgicas y/o bioldgicas propias de estas dos
especies: forma de la vulva y de la cola en hembras
hermafroditas y en hembras anfimicticas, forma de las
espiculas en los machos, presencia o ausencia de machos.

A fin de obtener los JIs al final del ciclo parasitario y
corroborar de este modo la muerte por nematodos, los
insectos fueron colocados individualmente en Trampa
White, al tercer y sexto dia posterior a la muerte, segun
se tratara de C. aporema o de A. gemmatalis,
respectivamente (Kaya y Stock, 1997).

Las trampas White fueron observadas a diario para
determinar el comienzo de la emergencia de los Jls, y al
cabo de 10 dias, se procedié a su recoleccién. Para la
estimacion de JIs de cada aislado producidos por
hospedador y por dosis, se utilizé el método de recuento
por dilucion (Kaya y Stock, 1997). Esto se realizé para
un total de 10 trampas White por aislado, por hospedador
y por dosis. Se calcularon el valor medio y el desvio
estandar para cada caso.

Las larvas de lepidopteros en las que no se observo
emergencia de JIs luego de 10 dias de permanecer en
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Trampa White, se diseccionaron para constatar si la
muerte fue debida a nematodos.

Se calcularon y compararon los porcentajes de
mortalidad para cada especie de lepidoptero.

Analisis estadisticos

Para establecer diferencias entre los distintos
tratamientos, se realizd un anélisis de la varianza
(ANOVA). El test de Shapiro-Wilks modificado permiti6
comprobar que los datos no presentaban una distribucién
normal. Por ello, previo al analisis, se normalizaron
mediante la transformacién logaritmo natural. Para
comparaciones a posteriori de las medias se utilizd el
Test de Fisher (p < 0,05). La prueba de normalidad, la
transformacién de los datos y los analisis estadisticos se
realizaron con el software InfoStat (Di Rienzo et al.,
2011).

RESULTADOS

Mortalidad de los hospedadores

Las larvas de A. gemmatalis y C. aporema murieron
entre uno y seis dias posteriores a la puesta en contacto
con los nematodos, si bien en ambas especies de
lepiddpteros, los mayores porcentajes de mortalidad se
registraron al segundo dia con los tres aislados. Se
destaca S. rarum (OLI) a la dosis de 500 JIs por
hospedador, que al cabo de 48 h provocd una mortalidad
del 98% en A. gemmatalis (Fig. 1) y del 80% en C.
aporema (Fig. 2). Los hospedadores parasitados por S.
rarum (OLI) se tornaron de un color rosado claro
mientras que los parasitados por los dos aislados de H.
bacteriophora adquirieron una coloracién rojo-violacea
intensa. La mortalidad en las dos especies de insectos fue
superior al 75% con los tres aislados y a las dos dosis
probadas. Se detectaron diferencias significativas entre
tratamientos (ANOVA, p < 0,05); con H. bacteriophora
(N4) a una dosis de 50 Jls por hospedador (que provocé
un 76% y 80% de mortalidad en A. gemmatalis y C.
aporema, respectivamente) y con H. bacteriophora (N4)
y S. rarum (OLI), ambos a una dosis de 500 Jis por
hospedador (que provocaron un 96% y 98% de
mortalidad respectivamente, en A. gemmatalis) (Fig. 3).

Desarrollo de los nematodos y produccién de Jls a
partir de las dos especies de hospedadores

Los insectos muertos por nematodos no presentaron
signos de putrefaccion y tras las disecciones, sus tejidos
mostraron una consistencia gelatinosa. En su interior se
observaron nematodos en diferentes estados de
desarrollo, pertenecientes a primera y segunda
generacion, en todos los casos.
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Fig. 1: Mortalidad de Anticarsia gemmatalis acumulada en el tiempo
por cada tratamiento
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Fig. 2: Mortalidad de Crocidosema aporema acumulada en el tiempo
por cada tratamiento.
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Fig. 3: Mortalidad total de Anticarsia gemmatalis y Crocidosema
aporema por Heterorhabditis bacteriophora (aislados N4 y N82) y
Steinernema rarum (OLI). Letras distintas indican diferencias
significativas (p < 0,05).

En A. gemmatalis, los adultos de la primera generacion
fueron observados a los 2 y 3 dias posteriores a la muerte
del insecto, y los de la segunda, entre los 3 y 4 dias
posteriores. En el dia 5, se observd el fendmeno de
endotokia matricida (huevos eclosionan dentro del Gtero
de la hembra desarrollando formas juveniles que se
alimentan de los tejidos maternos) en hembras
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hermafroditas para los dos aislados de Heterorhabditis, y
en hembras anfimicticas, y algunos JIs libres en el
hemocel. En el dia 6 se hallaron en el interior del insecto
solo JIs y su emergencia del insecto comenzé al séptimo
dia. Esto sucedié de modo semejante en los tres aislados.

En C. aporema, los adultos de primera generacion de
S. rarum (OLI) fueron observados a los 2 y 3 dias
siguientes a la muerte del insecto y los de segunda
generacion, entre los 3 y 4 dias. Con los aislados de H.
bacteriophora, en algunos hospedadores fue posible
observar la coexistencia de primera y segunda generacion
a los 2 dias y la ocurrencia de endotokia matricida en
hembras hermafroditas a partir del tercer dia. En los tres
aislados se observaron Jls libres en el hemocel al cuarto
dia, que comenzaron a emerger ese mismo dia.

Los valores medios de JIs producidos fueron entre
11000 y 23500, y entre 1700 y 5300, a partir de A.
gemmatalis y de C. aporema, respectivamente, para los
tres aislados y a las dos dosis evaluadas. Se detectaron
diferencias significativas entre hospedadores y en cada
hospedador (p < 0,05) (Tabla 1).

TABLA 1: PRODUCCION DE JUVENILES INFECTIVOS (JIS) A PARTIR DE
CADA HOSPEDADOR. (* SE CONSIDERARON 10 HOSPEDADORES DE CADA
ESPECIE, POR TRATAMIENTO. "LAS DOSIS SE EXPRESAN COMO EL
NUMERO DE JUVENILES INFECTIVOS (JIS) POR HOSPEDADOR. * LETRAS
DISTINTAS INDICAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS (TEST DE FISHER P <
0,05).

Hospedadorx Nematodo DOSiSy Media + DSZ
_ 50 1142120 + 7945,77 °
A. gemmatalis HB(N4) c
500  17355,30 + 15632,83
_ 50 2348154 +19212,18"
A. gemmatalis HB(N82) de
500  16977,60 + 11356,68
) 50 15599,60 + 16015,09 °%
A. gemmatalis SR(OLI) T
500  16374,00 + 14743,67
50 3456,00 + 3925,91 ™
C. aporema HB(N4) bed
500 5267,09 + 4568,17
50 1737,40 + 2109,67 °
C. aporema HB(N82) b
500 5066,80 + 5897,88
50 3935,80 + 3154,07 °“
C. aporema SR(OLI) bede

500 3872.70 + 2853.12

HB: Heterorhahditis bacteriophora, SR: Steinernema rarum

DiscusION

L as larvas de A. gemmatalis y C. aporema, fueron
susceptibles a los dos aislados de H.
bacteriophora y a S. rarum (OLI) en condiciones de
laboratorio. La muerte de los insectos se observé a partir
de las 24 hs siguientes al inicio del contacto con los
nematodos, tal como se conoce que ocurre en larvas de
G. mellonella y otros lepidépteros.

Bajo los distintos tratamientos se registraron niveles de
parasitismo siempre superiores al 75% y con valores
préximos al 100%. Las diferencias observadas, podrian
estar reflejando variaciones en caracteristicas propias de
los JIs: habilidad para detectar la presencia del insecto y
movilizarse por el sustrato hasta alcanzarlo, capacidad
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para penetrar, nimero de células bacterianas que
transportan, tiempo de liberacion del simbionte y su
patogenicidad. ~ También  podrian  atribuirse a
caracteristicas de los hospedadores como la respuesta de
su sistema inmune (Koppenhdofer y Fuzy, 2003).

En relacién al parasitismo de A. gemmatalis por S.
rarum (OLLI), en este trabajo los porcentajes superaron el
92% con las dos dosis. En ensayos anteriores para
evaluar la susceptibilidad de los adultos a este mismo
nematodo, se obtuvieron porcentajes de 80% y 33,3%,
con las dosis 500 JIs por hospedador y 50 Jis por
hospedador, respectivamente (Cagnolo et al., 2011).
Estos resultados y los del presente trabajo, sefialan que
los dos estados, inmaduros y adultos, son susceptibles,
aunque la marcada diferencia en la mortalidad de los
adultos a las dosis indicadas, podria sugerir una mayor
resistencia de este estado al nematodo. Los estados
larvales, en general, a diferencia de los adultos, tienen la
boca, el ano y los espiraculos expuestos, caracteristicas
que facilitarian el ingreso de los nematodos (Sepulveda-
Cano et al., 2008). Ademas, los factores inmunolégicos
juegan un importante papel en la susceptibilidad, y en los
estadios inmaduros, estos factores (entre los que se
destacan, la encapsulacién de larvas infectantes y las
respuestas humorales contra las bacterias simbiontes que
portan los nematodos) se encuentran menos desarrollados
que en los adultos (Quintero Marin, 2003).

En relacion a la mortalidad de los hospedadores
causada por los distintos aislados de nematodos, los
porcentajes mas bajos en ambas especies se obtuvieron
con H. bacteriophora (N4) a la dosis de 50 JIs por
hospedador. Esto posiblemente podria estar relacionado
con las caracteristicas bioldgicas particulares del aislado
(Koppenhofer y Fuzy, 2003).

Estudios llevados a cabo con otros aislados de
nematodos entomopatégenos han sefialado que la
infectividad es mayor en la Familia Heterorhabditidae y
lo atribuyen a la presencia de una estructura cefalica a
modo de pua en los JIs (Abdel-Razek & Abd-Elgawad,
2007). Esta estructura les representaria una ventaja sobre
los nematodos de la Familia Steinernematidae, que
carecen de ella, brindandoles una via adicional de
entrada al insecto, ya que ademas de penetrar a través de
las aberturas naturales, también pueden hacerlo
perforando la cuticula (Chacén Chausa, 2011). Dado que
en este estudio se obtuvieron elevados porcentajes de
parasitismo con los tres nematodos, es evidente que la
penetracién sélo por los orificios naturales para S. rarum
(OLI), seria igualmente eficaz y no representaria un
factor limitante.

La mayoria de las larvas de A. gemmatalis y de C.
aporema murieron al segundo dia luego del contacto
insecto-nematodo, aunque también se registraron muertes
en el primer dia y desde el tercero hasta el sexto
posteriores a la infeccion. Los elevados porcentajes de
mortalidad a las 48 h con S. rarum (OLI) a la dosis
mayor podrian estar relacionados con la alta virulencia
demostrada por este aislado (Cagnolo et al., 2004).

En las dos especies de lepiddpteros, los tres aislados
completaron su ciclo de vida con el desarrollo de
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individuos adultos correspondientes a las dos
generaciones y produjeron nuevos Jls, tal como se
conoce que sucede en larvas de G. mellonella (Kaya,
1993; Adams y Nguyen, 2002; Bertolotti, 2002). Cabe
destacar que el ciclo de vida de los 3 nematodos tuvo
menor duracién en C. aporema que en A. gemmatalis,
completandose en 4 y 7 dias, respectivamente.

Se observaron diferencias significativas entre las
especies de insectos en el nimero de Jis producidos a
partir de cada una y bajo los distintos tratamientos. La
produccion de JlIs a partir de A. gemmatalis fue siempre
mayor que la que se obtuvo a partir de C. aporema.

Debe mencionarse que no todos los individuos de C.
aporema parasitados produjeron Jls. Las disecciones en
esos hospedadores mostraron nematodos adultos y Jls
muertos y estos Gltimos, con escaso material de reserva
acumulado en su cuerpo. Esto podria estar relacionado
con el nimero de nematodos que habrian ingresado en el
hemocele y con el tamafio del insecto. Se ha demostrado
gue cuando un elevado nimero de parasitos penetra en
un hospedador, se produce una competencia muy fuerte
por el alimento, que provoca que éste se agote antes de
que los parasitos completen su ciclo de desarrollo y
mueran prematuramente (Woodring y Kaya, 1988). La
competencia por el recurso en un insecto de pequefio
tamafio como lo es la larva del dltimo estadio de C.
aporema (inferior a 1 c¢m), generaria un ambiente no
adecuado para el desarrollo normal de los nematodos y
podria influir sobre el potencial reproductivo de éstos.
Por el contrario, en la larva de A. gemmatalis, al ser mas
grande (de 2 a 2,5 cm), la competencia entre individuos
no seria tan marcada, lo que aseguraria un mayor acceso
al recurso disponible, permitiendo el desarrollo completo
de los parasitos.

A partir de observaciones realizadas sobre diferentes
especies de insectos, se infiere que existen hospedadores
maés favorables que otros. Al igual que C. aporema, otros

insectos plagas como Frankliniella occidentalis
Pergande, 1895 (Thysanoptera), Aphis sp., Myzus
persicae  (Sulzer, 1776) y Eriosoma lanigerum

(Hausmann, 1802) (Homoptera), resultan ser menos
adecuados para el desarrollo de estos nematodos
(Giayetto y Cichon, 2006).

Tal como ha sido sefialado en otros estudios, el
tamafio del hospedador junto a un conjunto de variables
(susceptibilidad, especie de nematodo, nimero de JIs que
ingresan) determinarian el ndmero de JIs producidos al
final del ciclo parasitario (McNaughton y Wolf, 1984;
Unlu y Ozer, 2003; Argotti et al., 2010).

A pesar de las diferencias observadas en cuanto al
nimero de Jls producidos por cada hospedador, es
evidente que tanto A. gemmatalis como C. aporema
brindan las condiciones minimas necesarias para que los
nematodos puedan continuar su desarrollo hasta
completar su ciclo vital. Esto, desde una perspectiva
practica referida al posible empleo de estos patégenos, es
un aspecto particularmente ventajoso, ya que al ser
liberados al ambiente, podrian lograr una rapida
colonizacién del mismo y persistir de manera prolongada
en el tiempo, sin la necesidad de nuevas aplicaciones.
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Si bien en este trabajo se observaron elevados

porcentajes de parasitismo a las dos dosis evaluadas,
debe sefialarse que los ensayos de laboratorio permiten
mantener controlados los factores que pueden incidir
sobre la infectividad de los nematodos. Por ello, deberian
hacerse experiencias a campo a fin de probar su actividad
bajo estas condiciones. Teniendo en cuenta que en la
naturaleza existen barreras ecoldgicas entre los
organismos que no pueden ser facilmente franqueadas y
variables ambientales que limitan la supervivencia e
infectividad de los nematodos, deberian emplearse
inéculos més altos que aseguren resultados satisfactorios.

CONCLUSIONES

A partir de este trabajo, se demuestra por primera vez
el parasitismo de las larvas de A. gemmatalis y C.
aporema por H. bacteriophora (N4), H. bacteriophora
(N82) y S. rarum (OLI). Se comprob6 que los aislados
de nematodos estudiados pueden completar su ciclo de
vida en las dos especies de lepiddpteros, si bien el ciclo
parasitario fue mas corto en C. aporema que en A.
gemmatalis.

En las dos especies de insectos ocurre produccién de
nuevos JIs al término del ciclo parasitario de los tres
aislados de nematodos estudiados, por lo que se
presentan como hospedadores adecuados para la
reproduccion de estos entomopatégenos. La produccién
de progenie por hospedador fue mayor a partir de larvas
de A. gemmatalis.
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