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Evaluacion de cuatro formulaciones para el almacenamiento del nematodo
entomopatdgeno Heterorhabditis bacteriophora en dos estados de actividad

lan Ucan Yam

Resumen. Para el almacenamiento de nematodos entomopatdgenos se requiere
formulaciones estables que puedan mantener la viabilidad de los nematodos antes de ser
aplicados. Existen formulaciones en vermiculita, esponja, polvo mojable y granulos
dispersables que requieren refrigeracion para inducir a una latencia parcial y mantener su
viabilidad. En el estudio se evalué la mortalidad del nematodo entomopatogeno
(Heterorhabditis bacteriophora) en cuatro formulaciones utilizando nematodos en estado
activo y latente los cual fueron almacenados a 20°C. Se determind la infectividad de estos
nematodos en larvas de Galleria mellonella a 7, 14 y 21 dias después de ser almacenados.
Los nematodos almacenados a 20°C en estado latente presentaron menor mortalidad en las
cuatro formulaciones evaluadas. La formulacion en esponja con nematodos en estado
latente tuvo la menor mortalidad y no se observo diferencia significativa en estado activo.
Las formulaciones en estado de latencia presentaron menor mortalidad lo que significa que
inducir a los nematodos en un estado parcial de latencia redujo el porcentaje de mortalidad
para todas las formulaciones. El porcentaje de infectividad fue indirectamente proporcional
a la mortalidad en todas las formulaciones solamente a los 21 dias después del
almacenamiento. El estado de actividad no afectd la infectividad a los 7 y 14 dias.

Palabras clave: Anhidrobiosis, control bioldgico y deshidratacion

Abstract: For storage of entomopathogenic nematodes it requires stable formulations that
will maintain the viability of nematodes before application. There are formulations based
on vermiculite, sponge, wettable powder, and dispersible granules that require refrigeration
to induce a partial latency and maintain its viability. In this study it was evaluated the
mortality of entomopathogenic nematode (Heterorhabditis bacteriophora) in four
formulations using active and dormant state nematodes which were stored at 20°C.
Infectivity of nematodes was determined in Galleria mellonella larva’s on the 7, 14 and 21
days after being stored. The results indicate that the nematodes stored at 20°C in latent state
had a lower mortality rate in the four evaluated formulations. The sponge formulation with
nematodes in dormant state had the lowest mortality and had no significant difference was
observed in the active state. Formulations in dormant state showed lower mortality meaning
that inducing nematodes in a partial state of dormancy had a positive effect on mortality for
all formulations. The infectivity percentage was indirectly proportional to mortality in all
formulations only at 21 days after storage. The activity status did not affect percentage of
infectivity at 7 and 14 days after storage.

Key words enzymatic Anhydriobiosis, biological control and dehydration.
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1. INTRODUCCION

El uso excesivo de insecticidas quimicos favorece el desarrollo de resistencia en los insectos
y tiene efectos adversos sobre los insectos benéficos, medio ambiente y la salud humana. A
pesar de su alta eficiencia en el control de plagas, su gran impacto al medio ambiente ha
causado una necesidad de reducir su participacion dentro del control de plagas y recurrir a
la basqueda de mejores estrategias con menor impacto ambiental tales como controles
culturales y bioldgicos (Saenz A. 2005). El control biol6gico consiste en la utilizacion
intencional de enemigos naturales para regular las poblaciones de organismos que alcanzan
el nivel de plaga. Las ventajas del control biolégico incluye ningun riesgo a la salud publica
y no causa contaminacion ambiental (Hanson 1993). Un ejemplo del control biolégico de
plagas son los nematodos entomopatogenos que tienen un efecto a largo plazo sobre la
poblacion de la plaga, son seguros para el usuario y el ambiente (Ralf-Udo 2001).

Los nematodos entomopatdgenos mas estudiados pertenecen a la familia Steinernematidae
y Heterorhabditidae cuyos miembros estdn mutualisticamente asociados con bacterias de
los géneros Xenorhabdus y Photorhabdus (Séenz A. 2005). EI nematodo entomopatdgeno
Heterorhabditis bacteriophora ha formado una relacion simbidtica con la bacteria
Photorhabdus luminescens. Esta bacteria tiene la capacidad de matar al insecto en 24-48
horas. Los nematodos entomopatdgenos ingresan a los insectos a través de las aberturas
naturales (boca, ano y espiraculos) llegando hasta el hemocele, una vez dentro del insecto
vomitan la bacteria y sus metabolitos que provocan una septicemia al insecto causandole la
muerte. La bacteria produce antibiéticos que inhibe el crecimiento de otras bacterias y sus
subproductos proveen al nematodo los compuestos necesarios para su desarrollo (Cano et
al. 2004).

La tecnologia de aplicacién es critica para el éxito de los nematodos entomopatégenos como
controlador bioldgico (Grewal et al. 2005). El pobre almacenaje y sobrevivencia
posaplicaciones son los mayores obstaculos para expandir el uso de nematodos
entomopatégenos como bioinsecticidas (Gaugler 2002). Para la produccion y
almacenamiento de nematodos entomopatdgenos se requiere de equipos sofisticados y
formulaciones apropiadas para almacenamiento pero es necesario la refrigeracion para
mantener su efectividad (Campos-Herrera 2015).

Es dificil obtener una formulacién para cada especie y la necesidad de refrigeracion limita
su disponibilidad a pequefios agricultores, lo que causa mayor uso de quimicos para control
de plagas. El concepto general de las formulaciones de nematodos es similar que cualquier
pesticida quimico pero los nematodos presentan unos retos nicos. El objetivo principal de
una formulacion es la estabilidad de almacenamiento, facilidad de transporte



y uso. El mantener una viabilidad durante y después de la aplicacion es fundamental para
cualquier formulacion exitosa (Gaugler 2002). La demanda de oxigeno y susceptibilidad a
contaminacion microbiologica limitan las formulaciones sdélidas y semi-solidas.
Actualmente se han desarrollado formulaciones a base de vermiculita, gel, concentrados
liquidos, polvos mojable, esponjas y granulos dispersables en agua. La mayoria de las
formulaciones se basan en el principio de conservar los nematodos, limitando su gasto, a
través de restringir la energia gastada en el movimiento o reduciendo el consumo de oxigeno
induciendo a un estado parcial de anhidrobiosis (Grewal y Ramon 1999).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar cuatro formulaciones para el almacenamiento
de nematodos entomopatdgenos a 20°C, induciendo los nematodos en dos estados de
actividad sobre la mortalidad y la infectividad a los 7, 14 y 21 dias después de almacenados.



2. MATERIALES Y METODOS

Localizacién. La investigacion se llevd a cabo de mayo a septiembre del 2016 en el
laboratorio de control biolégico en la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano,
Honduras, ubicada en el Valle del Yeguare. La temperatura en el laboratorio fue de 25°C
durante la investigacion.

Descripcion de los Ensayo. La investigacion se realizd en cuatro fases: la primera fase fue
la produccién in vivo de nematodos entomopatdgenos, Heterorhabditis bacteriophora
utilizando larvas de Galleria mellonella. La segunda fase fue la preparacion de las cuatro
formulaciones para el almacenamiento del nematodo. La tercera fase fue la evaluacion de
la mortalidad a través del conteo de los nematodos vivos y muertos de las formulaciones a
los 7, 14 y 21 dias después de la elaboracion. La cuarta fase consistio en la evaluacion de
la infectividad de los nematodos a los 7, 14 y 21 dias después de la elaboracion de las
formulaciones utilizando larvas de Galleria mellonella para infectar.

Material Bioldgico. Los nematodos entomopatégenos, juveniles infectivos (JI's) de
Heterorhabditis bacteriophora se obtuvieron de la produccion in vivo del laboratorio de
control bioldgico.

Las formulaciones utilizadas con los ingredientes usados para su elaboracion lo cual fueron

obtenidas de investigaciones previas y patentes (cuadro 1).

Cuadro 1. Formulaciones utilizadas para el almacenamiento de nematodo entomopat6geno,
Heterorhabditis bacteriophora.

Cantidad Agua estéril

Formulaciones Ingredientes (9) (mL) Autor
VERPH Vermiculita 50 10 CN 101978824 A
Hidréxido de Calcio  0.27 (2011)
Perdxido de
Hidrogeno 0.50
CN 1335061 A
VER Vermiculita 50 11 (2002)
ARENA Arena de rio 25 3 Garcia G. (2006)
Bentonita 18
Vermiculita 7
ESPONJA Esponja 1 0 Gaugler (2002)




Fase 1

Produccion de nematodos entomopatogenos. Se utilizaron nematodos entomopatégenos,
Heterorhabditis bacteriophora del laboratorio de control biologico para infestar larvas de
Galleria mellonella a una relacién de 100 nematodos entomopatdgenos JI's/ larva. En un
bote de un galon de volumen (14 cm de didmetro) se colocaron dos tiras de papel manila
(15 x 30 cm). Se humedecié con 20 mL de solucion de nematodos entomopatdgenos a una
concentracion de 1000 nematodos entomopatdgenos JI"s/mL. Después se introdujeron 200
larvas de Galleria mellonella por bote y se coloco una tela de algodon de 25 x 25 cm para
cubrir la abertura del bote para evitar la salida de las larvas y mantener una buena aireacion.
Los botes con larvas infestadas fueron almacenados en la incubadora a 25°C. Al dia cinco
posinfestacion las larvas fueron seleccionadas para ser incubadas en platos Petri (10 cm de
diametro x 1.5 cm). En la base de cada plato se coloco papel toalla de 9 cm de diametro y
sobre el papel se colocaron 30 a 40 larvas de Galleria mellonella que presentaban
sintomatologia de infeccion (color rojo), con texturas firmes y larvas completas. En una
bolsa pléastica se colocaron 10 platos Petri y se incubaron por 10 dias en una caja de carton
(32 x 42 x 42 cm) a 25°C. Al dia 15 después de la infeccidon se revisaron los platos Petri y
se colocaron en trampas White para la extraccion de los nematodos entomopatogenos. Seis
trampas White se colocaron en una bandeja (23 x 33 x 8 cm), se le agregaron 100 mL de
agua y se tap6 por 2 dias, posteriormente se colectd el agua que contenia nematodo
entomopatogenos que habian migrado hacia el agua. Los nematodos que salen del cuerpo
de la larva son atraidos por la humedad del agua y forman puentes vivos para moverse. El
agua colectada fue colocada en tubos de centrifugacion de 45 mL y centrifugada a 250 rpm
por 5 minutos. El sobrenadante fue eliminado y los nematodos concentrados fueron
almacenados en esponjas a 7°C en el refrigerador.

Fase 2
Elaboracién de formulaciones en estado activo a 20°C

Formulacion Arena. Se pesaron 26 g de arena de rio, 18 g de bentonita y 6 g de vermiculita
utilizando una balanza analitica. Los ingredientes fueron colocados en un recipiente de
plastico y mezclados homogéneamente con la mano. Utilizando una probeta de vidrio se
agregaron 3 mL de agua estéril a la mezcla asegurando que no tenga grumos. La mezcla fue
esparcida en el recipiente y utilizando una micropipeta de 1000 pl se agregaron 7 mL de
solucion de nematodos entomopatogenos a una concentracion de 166,000 nematodos
JI's/mL y mezclada homogéneamente. La formulacion fue colocada en bolsas Ziploc®,
rotulado como ARENA y almacenado a 20°C. Se pesaron 5 g de la formulacion y se calculd
el porcentaje de humedad utilizando el equipo AeAdam® medidor de humedad (Garcia G.
2006).

Formulacion Vermiculita. Se pesaron 50 g de vermiculita y se agregaron 18 mL de agua,
se mezcld a mano utilizando guantes de nitrilo rompiendo los grumos hasta verse



homogénea. Después se agregaron 7 mL de solucién de nematodos entomopatdgenos
utilizando una micropipeta de 1000 pl a una concentracion de 166,000 JI’s/mL y mezclada
homogéneamente. La formulacion fue colocada en una bolsa (Ziploc®), rotulado como VER
y almacenado a 20°C. Se pesaron 5 g de la formulacion y se calculd el porcentaje de
humedad utilizando el equipo AeAdam ® medidor de humedad (Gui-tao et al. 2011).

Formulacion Vermiculita ph. Se pesaron 50 g de vermiculita y se agregé una solucion de
peroxido de hidrogeno a 0.1% (9.5 mL de agua estéril en un tubo de ensayo con 0.27 mL
de agua oxigenada y 0.5 g de hidroxido de calcio). Se agregd la solucién a la vermiculita y
se mezcl6é a mano utilizando guantes de nitrilo rompiendo los grumos hasta homogenizar.
Se agregaron 7 mL de solucién de nematodos entomopatdgenos utilizando una micropipeta
de 1000 pl a una concentracion de 166,000 JI's/mL y fue mezclando homogéneamente. La
formulacion fue colocada en una bolsa (Ziploc®), rotulado como VERPH, y almacenado a
20°C. Se pesaron 5 g de la formulacién y se calcul6 el porcentaje de humedad utilizando el
equipo AeAdam ® medidor de humedad (Li et al. 2002).

Formulacion Esponja. Se cortd una esponja de poliéter poliuretano de 5 x 5 cm utilizando
unatijeray se le agrego la solucion de neméatodos entomopatdgenos a una concentracion de
166,000 nematodos JI"s/mL. Utilizando una micropipeta de 1000 pl se agregd la solucion
de nematodos entomopatdgenos, agregando 1 mL a la vez hasta que sea absorbida por
completo. La esponja fue almacenada en una bolsa (Ziploc®), rotulado como ESPONJA y
almacenado a 20°C.

Formulaciones con nematodos en estado latente a 20°C. Para la elaboraciéon de las
formulaciones en estado latente se realizd el mismo proceso que con las formulaciones para
el almacenamiento a 20°C descritos anteriormente. Antes de colocar las formulaciones en
bolsas (Ziploc®), se pas6 por un proceso de secado, el cual indujo a los nematodos
entomopatdgenos en un estado parcial de anhidrobiosis, reduciendo la actividad en agua de
los nematodos entomopatdgenos gradualmente, (van Zyl et al. 2013). Para esto se procedio
al secado de las muestras. Las formulaciones se pusieron en recipientes de plastico y se
colocaron en la camara de flujo laminar (Labconco®) y se encendié en flujo de aire a 1.5
atmdsferas con una temperatura interna de 22.2+1°C. Cada 15 minutos se estuvo sacando
una pequefia muestra de aproximadamente 0.5 g de cada formulacién para monitorear el
movimiento de los nematodos entomopatdgenos en el estereoscopio. Cuando los nematodos
entomopatdgenos presentaron poco movimiento por la deshidratacion parcial, fue el
momento indicado para remover la formulacién de la camara de flujo laminar. En cuadro 2
se puede observar las horas requeridas para cada formulacion necesarias para inducir al
nematodo entomopatdgeno a un estado parcial de anhidrobiosis. Las formulacion se
colocaron en una bolsa (Ziploc®), rotulada con nombre de cada formulacion. Se
almacenaron cuatro formulaciones en estado latente a 20°C.



Cuadro 2. Cuatro formulaciones utilizadas con porcentajes de humedad inicial, final y
tiempo para inducir a un estado de latencia al nematodo entomopatogeno.

Formulaciones  Humedad Inicial (%0) Humedad Final (%) Hora Secado

ARENA 20.44 10.63 2.66

VER 45.67 8.59 6.50

VERPH 45.67 8.18 6.83
Fase 3

Evaluacion de la mortalidad. A los 7, 14, y 21 dias después de almacenados se extrajo 1
g de la formulacion y se le agregaron 10 mL de agua y se mezcld. En la formulacién en
esponja se agregd 1 mL de agua con una micropipeta y se exprimié en el plato de plastico
y se agregaron 10 mL de agua. En un tubo de vidrio con 9 mL se le agregé 1 mL de la
mezcla. Para todas las formulaciones en los dos estados de actividad se hizo lo mismo. Se
usaron cinco repeticiones para todas las formulaciones en estado activo y latente Se tomo
una muestra de 1 mL utilizando una micropipeta de 1000 pL del tubo de vidrio. La muestra
se dividio en cuatro gotas y se coloco en un plato Petri de vidrio y se hizo el conteo de vivos
y muertos en microscopio. Al final se calcul6 el total de vivos y muertos de cada muestra y
se calculd el porcentaje de mortalidad.

Fase 4

Prueba de infectividad. A los 7, 14 y 21 dias después de almacenadas las formulaciones
se procedi6 a evaluar la infectividad de cada una, para ello se utiliz6 un plato Petri con papel
toalla en la base y se agregd 0.5 g de cada formulacién la cual se humedecié con 1 mL de
agua. A cada plato Petri se le colocaron 10 larvas de Galleria mellonella. Se usaron tres
repeticiones para cada formulacion. Para la esponja se le agrego 1 mL de agua, se exprimid
en un plato de plastico y se le agreg6 2 mL de agua. Los platos Petri se almacenaron en una
caja de carton por 5 dias a 25°C. Después de 5 dias de la infeccion se revisé cada plato Petri
y se contaron las larvas infectadas. Las larvas de color rojo, enteras y de textura firme fueron
los pardmetros que determinaron la infectividad de los nematodos entomopatégenos. Todas
las larvas que no cumplian en estos parametros fueron categorizadas como no infectadas.
Para cada formulacion se realizé la identificacion de infectividad y se calcul6 el porcentaje
de infectividad.

Tratamientos. Se elaboraron cuatro formulaciones para el almacenamiento de nematodos.
Se almacenaron cuatro formulaciones a 20°C en estado activo y latente.

Disefio experimental. Se utilizé un disefio completamente al azar (DCA) con arreglo
factorial de tratamientos 4 x 2. Se evaluaron cuatro tratamientos y dos estados de actividad.
Para las cuatro formulaciones se evaluo el porcentaje de mortalidad e



infectividad en los dos estados de actividad (activo y latente) a 20°C a los 7, 14 y 21 dias
después de la elaboracion.

Anélisis estadistico. Para los datos de mortalidad e infectividad se us6 el analisis de
varianza ANDEVA, utilizando una separacion de medias con la prueba Duncan con un
nivel de significancia de P<0.05 con el programa estadistico “Statistical Analysis System”
(SAS®9.3)



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Mortalidad a los 7 dias después del almacenaje. La formulacion en esponja tuvo los
porcentajes de mortalidad méas bajo que el resto de las formulaciones en el estado latente.
No se observo diferencia en el porcentaje de mortalidad entre las formulaciones de arena,
vermiculita ni vermiculita con perdxido de hidrogeno en estado latente. Las formulaciones
con nematodos en estado activo presentaron mayor mortalidad especialmente los
formulados en arena que presentaron mayor mortalidad significativamente que las
formulaciones en esponja, vermiculita y vermiculita con peroxido de hidrégeno. La
mortalidad de los nematodos en la formulacion en esponja en estado activo no fue diferente
significativamente que las formulaciones en arena, vermiculita y vermiculita con perdxido
de hidrogeno en estado latente (Figura 1). Al adicionar peroxido de hidrogeno en la
vermiculita no tuvo un beneficio significativo con la vermiculita que no se le agregé y solo
incrementa los costos de la formulacion.

50
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35
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ESPONJA ARENA VERPH VER
Formulaciones

Figura 1. Porcentaje de mortalidad de cuatro formulaciones en dos estados de actividad
medida a los 7 dias despues de almacenados a 20°C. ¥ Valores en columnas con distintas
letras son estadisticamente diferente entre si segun la prueba LSMEANS (P<0.05). VERPH
= Vermiculita con peroxido de hidrogeno, VER = Vermiculita



(Li et al. 2002) menciono que al agregar perdéxido de hidrégeno le provee mayor oxigeno a
los nematodos en estado activo lo cual incrementa su viabilidad pero los resultados en esta
investigacion fueron diferentes.

Mortalidad a los 14 dias después del almacenaje. La formulacion en esponja tuvo los
porcentajes de mortalidad mas bajo que el resto de las formulaciones en el estado latente y
activo. No se observo diferencia significativa en el porcentaje de mortalidad entre las
formulaciones de arena, vermiculita ni vermiculita con peroxido de hidrogeno en estado
latente. Las formulaciones con nematodos en estado activo presentaron mayor mortalidad,
especialmente la formulacion en arena, que presenté mayor mortalidad significativamente
que las formulaciones en esponja, vermiculita y vermiculita con peroxido de hidrogeno. La
mortalidad en los nematodos en la formulacion en esponja en estado activo no fue diferente
significativamente con las formulaciones en arena, vermiculita y vermiculita con perdxido
de hidrégeno en estado latente (Figura 2). Al adicionar peroxido de hidrogeno en la
vermiculita no tuvo un beneficio significativo con la vermiculita que no se le agrego.
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Figura 2. Porcentaje de mortalidad de cuatro formulaciones en dos estados a de actividad
medida a los 14 dias después de almacenados a 20°C. ¥ Valores en columnas con distintas
letras son estadisticamente diferente entre si segun la prueba LSMEANS (P<0.05). VERPH
= Vermiculita con peroxido de hidrogeno, VER = Vermiculita



La esponja puede mantener una alta viabilidad hasta por tres meses en refrigeracion de 2-
10°C y por 3 dias de 22-25°C, (Gaugler 2002), en esta investigacion se obtuvo menor
mortalidad hasta los 14 dias a 20°C.

Mortalidad a los 21 dias después del almacenaje. La formulacion en esponja con
nematodos en estado latente tuvo la mortalidad mas baja significativamente que el resto de
las formulaciones. No se observo diferencia significativa en la de mortalidad entre las
formulaciones de arena, vermiculita ni vermiculita con peroxido de hidrogeno en estado
latente. Las formulaciones con nematodos en estado activo presentaron mayor mortalidad,
especialmente los formulados en arena, que tuvo mayor mortalidad (88%)
significativamente que las formulaciones en esponja, vermiculita y vermiculita con
perdxido de hidrégeno, 18, 60 y 55%, respectivamente. La mortalidad de los nematodos en
la formulacion en esponja en estado activo no fue diferente significativamente que en las
formulaciones en arena, vermiculita y vermiculita con perdxido de hidrégeno en estado
latente (Figura. 3).
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Figura 3. Porcentaje de mortalidad de cuatro formulaciones en dos estados a de actividad
medida a los 21 dias después de almacenados a 20°C. ¥ Valores en columnas con distintas
letras son estadisticamente diferente entre si segun la prueba LSMEANS (P<0.05). VERPH
= Vermiculita con peroxido de hidrogeno, VER = Vermiculita

En el estudio se observé mortalidades menores a las reportadas por (Garcia G. 2006) el cual
indica que el proceso de secado para inducir a un estado parcial de latencia pudo haber sido
causa de altas mortalidad en su investigacion. Garcia indica que para inducir a latencia el
utilizo una secadora de pelo modificado a 23°C lo cual pudo afectar a los
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nematodos. En nuestro estudio la induccién a la latencia se realiz6 el secado lentamente
utilizando el aire de una cdmara de flujo laminar a 22.2+1°C.

Infectividad a los siete dias después del almacenaje. Las cuatro formulaciones evaluadas
a los 7 dias después de almacenadas no se observaron diferencia significativa en el
porcentaje de infectividad (Figura 4). Los porcentajes de infectividad tuvieron un rango
desde los 88 hasta 98%. No se observo diferencia significativa para el porcentaje de
infectividad de los nematodos al comparar los dos estados de actividad de los nematodos
activos y los latentes presentaron porcentajes de infectividad arriba del 85%. Lo que indica
que independientemente del estado de actividad del nemétodo tiene la misma capacidad de
infectar al huésped.

m FORMULACION

= ACTIVIDAD
100 a a
9 -
< 80
% 70 -
£ 60 -
2 50 -
8 40 -
£ 30 -
20 -
10 -
0 - . .
ESPONJA ARENA VERPH ACTIVO LATENTE

Formulamones yActlvidad

Figura 4. Porcentaje de infectividad de cuarto formulaciones y dos estados de actividad a
los siete dias después de la elaboracién a 20°C. ¥ Valores en columnas con distintas letras
son estadisticamente diferente entre si segin la prueba LSMEANS (P<0.05). VERPH =
Vermiculita con peroxido de hidrégeno, VER = Vermiculita

Infectividad a los 14 dias después de almacenaje. Las cuatro formulaciones evaluadas a
los 14 dias después del almacenaje no presentaron diferencia significativa en el porcentaje
de infectividad de los nematodos a las larvas de Galleria Mellonella (Figura 5). Los
porcentajes de infectividad estuvieron arriba de 87% y que la infectividad en la formulacion
de vermiculita, vermiculita con perdxido de hidrégeno, esponja y arena estuvieron arriba
del 86%. Indicando que independientemente del estado de actividad del nematodo tiene la
misma capacidad de infectar al huesped y ser eficientes en el control de la plaga. A los 14
dias la alta actividad o movimiento del nematodo,
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estado activo no tuvo efecto en la infectividad ya que la infectividad fue igual que si el
nematodo se encontraba en estado latente.

m FORMULACION

100 m ACTIVIDAD .
90 - a
el
T 50 -
i
S 50 -
8 40 -
£ 30 -
20 -
10 -
0 - . .
ESPONJA ARENA VERPH ACTIVO LATENTE

Formulamones y Actividad

Figura 5. Porcentaje de infectividad de cuatro formulaciones y dos estados de actividad a
los 14 dias después de la elaboracion a 20°C. ¥ Valores en columnas con distintas letras
son estadisticamente diferente entre si segin la prueba LSMEANS (P<0.05). VERPH =
Vermiculita con peroxido de hidrégeno, VER = Vermiculita

Infectividad a los 21 dias después del almacenaje. La formulacién en esponja tuvo los
porcentajes de infectividad mas alto arriba del 80% que el resto de las formulaciones en el
estado latente. No se observd diferencia en el porcentaje de mortalidad entre las
formulaciones de arena, vermiculita y vermiculita con peréxido de hidrégeno las cuales
presentaron porcentajes de infeccion de 67, 70 y 70%, respectivamente. Al comparar la
infectividad de los nematodos en estado activo se observé que los nematodos obtenidos de
la formulacion en esponja tuvo los porcentajes de infectividad mas altos que los que se
formularon en vermiculita, vermiculita con peroxido de hidrogeno y arena. Los nematodos
formulados en arena presentaron porcentajes de infectividad mas bajos (37%) los cuales
fueron menores que la infectividad ocasionada por los formulados en vermiculita y
vermiculita con peroxido de hidrdgeno. La infectividad de los nematodos en la formulacién
en esponja en estado activo no fue diferente significativamente que las formulaciones en
arena, vermiculita y vermiculita con per6xido de hidrogeno en estado latente. La
formulacién en esponja en estado latente presento los porcentajes de infectividad mas altos
que todas las formulaciones y estados de actividad (Figura 6).
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100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Infectividad (%0)

mACTIVO
m LATENTE
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ESPONJA

ARENA

VERPH

Formulaciones

bc

VER

Figura 6. Porcentaje de infectividad de cuatro formulaciones en dos estados a de actividad
medida a los 21 dias después de almacenados a 20°C. ¥ Valores en columnas con distintas
letras son estadisticamente diferente entre si segun la prueba LSMEANS (P<0.05). VERPH
= Vermiculita con perdxido de hidrogeno, VER = Vermiculita
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4. CONCLUSIONES

Las formulaciones en estado de latencia tuvieron menores porcentajes de mortalidad
en comparacion con las formulaciones en estado activo, excepto en esponja que no
tuvo diferencia significativa en estado activo a 20°C.

Las formulaciones en los dos estados de actividad no tuvieron diferencia significativa
en el porcentaje de infectividad a los 7 y 14 dias después de la elaboracién. A los 21
dias después de la elaboracion las formulaciones en estado de latencia tuvieron
mayores porcentajes de infectividad en comparacion con las formulaciones en estado
activo excepto la formulacién en esponja que no tuvo diferencia.

Independientemente el estado de actividad, la formulacion en esponja no se observé
diferencia significativa en el porcentaje de mortalidad e infectividad.
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5. RECOMENDACIONES
Evaluar la mortalidad e infectividad de nematodos entomopatgenos por tiempos mas
largos de tiempo.

Evaluar mayor tiempo de induccion a estado latente de los nematodos
entomopatdgenos.

Evaluar diferentes concentraciones de nematodos entomopatdgenos por tiempos mas
largo de almacenamiento en futuras investigaciones.

Evaluar ensayos en campo para determinar la aplicabilidad de los nematodo
entomopatdgenos.

Evaluar el almacenamiento a otras temperaturas y utilizar Steinernema carpocapsae
para determinar si hay diferencia en la sensibilidad en cambios abioticos entre los dos
géneros de nematodos entomopatdgenos.

Se recomienda utilizar la formulacion en esponja para el almacenamiento de
nematodos entomopatégenos.
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7. ANEXOS

Anexos 1. Formulaciones para el almacenamiento de diferentes nematodos y la vida
anaquel a diferentes temperaturas. Fuente: (Gaugler 2002)

Shelf-life ([months)
Formulation MNematode species Strain 22-25~C 2-10°C
Actively mowving nematodes
Sponge® 5. carpocapsae Adl 0.03—0.1 2.0-3.0
H. bacteriophora HPB88 0] 1.0-2.0
Vermiculite® 5. carpocapsae Adl 0.1-0.2 5.0-6.0
5. feltiae UK 0.03—0.1 4.0-5.0
H. megidis UK (0] 2.0-3.0
Reduced mobility nematodes
Alginate gels S. carpocapsas Adl 3.0—-4.0 §.0—9.0
5. feltiae SN 0.5-1.0 4.0-5.0
Flowable gels S. carpocapsae All 1.0-1.5 3.0-5.0
5. glaseri MJ43 0.03—0.06 1.0-1.5
5. scapterisci Colon 1.0-1.5 3.04.0
Ligquid concentrate® 5. carpocapsae Adl 0.16-0.2 0.4-0.5
5. nobrave RGWV 0.1-0.13 0.23-0.3
Anhydrobiotic nematodes
Wettable powder 5. carpocapsae Adl 2.0-3.5 6.0—-8.0
5. feltiae UK 2.5-3.0 5.0-6.0
H. megidis UK 2.0-3.0 4.0-5.0
H. zealandica MNZ 1.0-2.0 3.0—4.0
Water dispersible granules? 5. carpocapsae Adl 4.0-5.0 9.0-12.0
5. feltiae SM 1.5-2.0 5.0-7.0
5. nobrave RGW 2.0-3.0 4.0-5.0
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Anexos 2. El movimiento de los nematodos a diferentes temperaturas. Fuente: (Bedding et
al. 1993)
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