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PATOGENICIDAD DEL NEMATODO MNeoaplectana carpocapsae EN LARVAS,

PREPUPAS Y PUPAS DE Oxydia trychiata 1

INTRODUCCION

Dentro de los agentes de control biologico de
plagas, los neméatodos parasitos de insectos consti-
tuyen un grupo relativamente nuevo, sobre el cual
no existe mucha informacion con relacién a su uso
en niveles comerciales. Es idispensable conocer las
posibilidades que ofrece en nuestro medio forestal
colombiano el nematodo Neoaplectana carpocap-
sae Weiser en el control del Oxydia trychiata (Gue-
née) (Lepidoptera: Geometridae). En este trabajo
se presentan los resultados sobre la patogenicidad
del nematodo en los diversos estados inmaduros del
medidor gigante y la técnica desarrollada para mul-
tiplicarlo masivamente en el laboratorio.

REVISION DE LITERATURA

Los insectos y los nematodos han desarrollado
muchas relaciones entre si. La mas importante des-
de el punto de vista de control de insectos esta
constituida en aquella en que el nematodo después
de matar al insecto, libera una bacteria esencial
para su nutricion. Esta condicion tan especializada
ha sido desarrollada por la familia Neoaplectanidae,
la cual ha llegado a relacionarse simbi6ticamente
con bacterias especificas.
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El nematodo denominado DD-136 es conocido des-
de 1954 cuando el Dr. Walter Hough lo encontro
en Virginia en larvas de Cydia (Carpocapsa) pomo-
nella (L.) y fue considerado por Steiner como una
nueva especie de Neoaplectana (Dutky y Hough,
1955). Mas tarde Dutky (1959) registro la asocia-
cion de este nematodo con una bacteria, pero fue-
ron Poinar y Thomas (1965) los que aislaron la
bacteria de la cavidad intestinal del nematodo vy la
nombraron Achromobacter nematophilus Poinar y
Thomas.

La asociacion entre la bacteria y el nematodo es del
tipo mutualistico. La bacteria es protegida por las
formas juveniles infectivas del Neoaplectana y una
vez que éstas penetran en una larva hospedante
liberan la bacteria. A su turno, la bacteria al causar
septicemia en el insecto provee el ambiente necesa-
rio para la reproduccion del nematodo dentro del
huésped (Poinar y Thomas, 1966).

El neméatodo N. carpocapsae fue descrito por Wei-
ser de larvas de C. pomonella colectadas en Checos-
lovaquia en 1955. Pero fue solo 12 afios mas tarde
cuando Poinar (1967) demostro que el DD-136 era
en efecto una raza de V. carpocapsae.

La familia Neoaplectanidae incluye el género Neoa-
plectana, el cual contiene alrededor de 10 especies.
Estos nematodos se diferencian de otros principal-
mente, por la tipica estructura de la cabeza y por la
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forma de la cola y la genitalia de los machos (Welch
1963). De la especie N. carpocapsae se conocen ac-
tualmente tres razas, la DD-136, la Checoslovaca y
la raza rusa referida como ‘‘raza agriotos’’ que fue
encontrada recientemente por Poinar et al (1971).
Se ha demostrado que la bacteria asociada con
estas razas es la misma.

El N. carpocapsae ataca gran numero de insectos
masticadores, variando su grado de efectividad de
acuerdo al insecto (Poinar, 1971). Se han desarro-
llado técnicas para la produccion masiva de este
nematodo usando larvas de la polilla de la cera,
Galleria mellonella (L.) (Dutky et al, 1964) vy ali-
mento para perros (House et al, 1955) con excelen-
tes resultados.

El nematodo DD-136 ha sido utilizado en ensayos
de campo (Drooz, 1960) y en pequefa escala co-
mercial para el control de insectos plagas de culti-
vos agricolas (Dutky, 1959; Welch y Briand, 1961
a, b). El principal problema en los ensayos de cam-
po ha sido la humedad, ya que el neméatodo requie-
re altos contenidos de humedad para trabajar exito-
samente. Webster y Bronskill (1968) obtuvieron
buenos resultados en ensayos de laboratorio me-
diante la adicion de una sustancia retenedora de
agua, un retardante de la evaporacion y un surfac-
tante. Ellos lograron asi aumentar el promedio de
mortalidad de las larvas de Pristiphora erichsonii
(Htg.) de 24 a 90 o/o. '

Recientemente, Simons y Poinar (1973) demostra-
ron que los estados juveniles infectivos de . carpo-
capsae son capaces de sobrevivir humedades relati-
vas muy por debajo del punto de marchitamiento
de las plantas. Ellos sugieren que la aplicacion de
los neméatodos neoaplectanidos al suelo es mas
practica que la aplicacion a las partes aéreas de las
plantas donde pueden estar sometidos a una rapida
y letal desecacion.

MATERIALES Y METODOS
A. Multiplicacion del nematodo:

En apiarios comerciales en Santa Fé de Antio-
quia se colectaron larvas de la polilla de la cera, G.
mellonella y se llevaron al laboratorio de Entomo-
logia de la Estacion Experimental ‘“Tulio Ospina’’
del ICA donde se alimentaron con una dieta artifi-
cial, elaborada en base a la desarrollada por Beck
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(1960), y la que se presenta a continuacion con los
siguientes ingredientes:

Ingredientes Concentracion

mg/g
Miel de abeja colada 236
Glicerol 207
Agua 94
Cereal para bebés (Pablum) 322
Levadura de cerveza, en polvo 94
Cera de abeja, amarilla 47
Total 1000

Para prepararla se procedio asi: El cereal, la levadu-
ra en polvo y la cera de abeja se mezclaron con
suficiente éter etilico para disolver la cera.

Después de mezclados totalmente y una vez evapo-
rado el éter, el cereal y la levadura quedaron uni-
formemente cubiertos con la cera de abeja. Poste-
riormente, se unieron la miel, el glicerol y el agua,
mezcla que se adicion6 a los ingredientes secos,
mezclandolos completamente. Una vez lista la dieta
se refriger6 por 24 horas, para disminuir su pegajo-
sidad y tornarla mas friable.

Se logrd asi establecer un cultivo permanente del
insecto, el cual se utilizdé para la multiplicacion del
nematodo. El nematodo usado fue Neoaplectana
carpocapsae raza DD-136 proveniente de la Univer-
sidad de Wisconsin. Las formas encapsuladas del
segundo estado juvenil del nematodo se conserva-
ron en una solucion de formalina al 0.1 o/o mante-
nida en la nevera a 7° C.

Para infectar las larvas de G. mellonella se coloca-
ron 4 ml de la suspension de nematodos en un pla-
to de petri con dos hojas de papel filtro, en el fon-
do (Fig. 1a); luego en cada plato se colocaron unas
10 larvas préoximas a empupar y se cubrio (Figs. 1b,
1c); después de unos dos o tres dias, las larvas se
transfirieron a una trampa, consistente en un plato
de petri colocado en posicion invertida dentro de
un recipiente grande; el plato de petri se cubri6 con
una hoja de papel filtro de 12,5 cm de didmetro y
el recipiente se llen6 con suficiente solucion de for-
malina al 0.1 o/o hasta casi cubrir el plato de petri
(Fig. 1d). Al cabo de unos 10 dias, los segundos es-
tados juveniles migraron de las larvas desintegradas
al liquido del recipiente a través de la superficie
himeda del papel filtro. Luego de esta trampa los
juveniles se transfirieron y almacenaron en una ne-
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FIGURA 1. Método para la propagacion del Neoaplectana carpocapsae:

a) Infeccién de las larvas con la suspensién del nematodo

b) Introduccién de las larvas en el plato de petri

c) Transferencia de las larvas una vez muertas

d) Recipiente trampa, con un plato de petri en posicion
invertida y sobre él las larvas. De este recipiente se co-
lectan los nematodos producidos.

(Adaptado de Martignoni y Steinhaus, 1961).

vera en erlenmeyers taponados con algodén.

Se llevd un registro sobre el nimero de nematodos
producidos por cada larva de G.mellonella.

B. Estudios de patogenicidad con larvas, prepupas
y pupas de O. trychiata:

Se colectaron en el campo larvas de tercero,
cuarto y quinto instar asi como prepupas y pupas
del medidor gigante del ciprés. De cada uno de los
instares se colocaron cinco larvas en recipientes de
vidrio de un galén de capacidad, al cual se habia
introducido follaje de ciprés; para cada instar se
hicieron cinco replicaciones para un total de 25 lar-
vas por instar. Luego se asperjo el follaje del ciprés
con nematodos, simulando una aspersién en el
campo. Para el caso de las prepupas y pupas, que

normalmente se encuentran en el suelo, se simuld
el ambiente colocando cinco de cada una en reci-
pientes de vidrio cubriéndolas con aserrin. La as-
persion de nematodos se hizo sobre el aserrin hu-
medecido. Por cada estado se prepararon cinco
replicaciones.

Todas las aspersiones con nematodos se hicieron
utilizando una concentracion de 470 nematodos
por mililitro y empleando 8 ml por recipiente.

Una vez que las larvas murieron, fueron trasladadas
a recipientes trampas, tal como se hizo con G. me-
llonella. También se ilevaron registros periodicos
sobre mortalidad y produccién de nematodos.

Para evaluar el nimero de nematodos presentes en
cada cosecha se tomaron dos muestras de 1,0 ml de
la suspension del nematodo y se contd en un vidrio
de reloj. Este resultado se promedio y relacion6
con el volumen total de la suspension y el nimero
total de larvas de G. mellonella y O. trychiata.

C. Aislamiento de la bacteria A. nematophilus:

Se emplearon dos técnicas diferentes. En el
primer procedimiento, las larvas de O. trychiata se
infectaron con DD-136 como se indico anterior-
mente. Después de 24 horas, cuando las larvas ha-
bian muerto por la accion del nematodo, éstas se
esterilizaron sumergiéndolas en hipoclorito de
sodio por cinco minutos. -Luego se maceraron las
larvas en 1,0 ml de agua destilada. Una alicuota de
esta suspension se cultivo en agar nutritivo incuban-
do los platos a 30° C, y haciendo observaciones dia-
rias para detectar cualquier crecimiento bacterial.

En el otro procedimiento se sigui6 la técnica descri-
ta por Poinar (1966). Las formas juveniles infecti-
vas de DD-136 se colectaron de larvas de O. trychia-
ta infectadas las cuales se esterilizaron superficial-
mente con hipoclorito de sodio.

Luego se centrifugd una alicuota del nematodo a
1.000 r.p.m. durante 10 minutos, se deseché la
parte superior, quedando los nematodos concentra-
dos en el fondo. Estos se transfirieron a una lamini-
lla céncava esterilizada a la cual se la adiciond he-
molinfa de O. trychiata. En caso de estar la bacte-
ria en el nematodo, es liberada en 24 horas en la
hemolinfa. Al cabo de 48 horas se tomaron mues-
tras de este cultivo y se inocularon en agar nutriti-
vo para observar crecimientos bacteriales.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La cria masiva de G. mellonella fué bastante
éxitosa. La manipulaciéon de los insectos es facil y
la dieta empleada es barata y eficiente, lo cual faci-
lita la produccion masiva del nematodo para usarlo
en una forma comercial en el campo.

El nematodo N. carpocapsae raza DD-136, ataca las
larvas y el estado de prepupa del O. trychiata, no
asi las pupas. Se observ6 que algunas prepupas ata-
cadas alcanzan a empupar pero mueren antes de
emerger el adulto por la accion del nematodo y la
bacteria mutualistica A. nematophilus. La eficien-
cia del nematodo es mayor en larvas de Gltimo ins-
tar y en las prepupas. Como se puede apreciar en la
Tabla 1 la mayor produccion de nematodos se
obtuvo en el quinto instar con un promedio de
28.380 nematodos por larva siendo superada por el
estado de prepupa con el que se obtuvo un prome-
dio de 44.761 nematodos por cada prepupa. A
pesar de ser ésta una alta produccién no es compa-
rable con la obtenida usando prepupas de G. mel/o-
nella, que produjeron 60.378 nematodos por pre-
pupa (Tabla 2).

Vol. 2, No. 4

No se considera practico hacer las aspersiones del
nematodo para atacar las larvas que se encuentren
en el follaje. Es mas eficiente dirigir las aspersiones
para el control del insecto cuando empiece a bajar
al suelo para empupar. El estado de prepupa, por
su quietud, es el mas susceptible al ataque del ne-
matodo; ademas el suelo de las plantaciones fores-
tales conserva una mayor humedad que permite
una mayor supervivencia y movilidad del nematodo

Las aspersiones al follaje con neméatodos son poco
efectivas debido a la dificultad de obtener un buen
cubrimiento del follaje con los equipos de aplica-
cion disponibles y por la rapida desecacion y poste-
rior muerte del nematodo.

Sin embargo, antes de iniciar aplicaciones comercia-
les es indispensable llevar a cabo ensayos de campo
con el fin de comprobar los resultados obtenidos
bajo condiciones simuladas.

El almacenamiento de las formas juveniles del M.
carpocapsae se puede hacer en una nevera a 7° C,
suspendiéndolas en una solucion de formalina al

Tabla 1: Numero promedio de Neoaplectana carpocapsae producidos por cada larva de tercero, cuarto,
quinto instar y por cada prepupa de O. trychiata obtenido al tratar 25 especimenes por

prueba.

Dias después de la No. total de ml.

No. promedio No. promedio de nematodos

infeccion inicial colectados por ml. por especimen
TERCER INSTAR
16 100 1676 6704
55 150 312 1872
82 150 54 324
Total 7900
CUARTO INSTAR
16 80 5024 16077
b5 150 228 1368
82 150 65 390
Total 17835
QUINTO INSTAR
16 150 3736 22416
55 150 867 5202
82 150 127 762
Total 28380
PREPUPA
16 150 4644 31663
55 150 1216 8290
82 150 720 4808
Total 44761
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Tabla 2: Numero promedio de Neoap/ectana carpocapsae producidos por cada prepupa de Galleria

mellonella, obtenido al tratar 51 prepupas.

Dias después de la No. Total de ml.

No. promedio No. promedio de neméatodos

infeccion inicial colectados por ml. por prepupa
12 200 4900 19.200
14 380 1400 9.537
19 383 1930 14.495
21 282 1240 6.856
26 290 1810 10.290

Total 60.378

0.1 o/o, dentro de un recipiente de vidrio taponado
con algodon. En esta forma ha sido posible mante-
ner nematodos vivos por mas de un ano.

La bacteria mutualistica A. nematophilus pudo ais-
larse con ambos procedimientos. Esta bacteria cre-
ce formando a las 24 horas colonias grises circula-
res, de 1,0 mm de diametro, convexas y con marge-
nes irregulares. Los analisis de caracterizacion he-
chos a las 24 horas de crecimiento estan de acuerdo
con las caracteristicas descritas por Poinar y Tho-
mas (1965) y Poinar et al (1971) para A. nemato-
philus.

RESUMEN

El nematodo Neoaplectana carpocapsae Weiser,
raza DD-136, fue patogénico a larvas y prepupas de
Oxydia trychiata (Guenée) bajo condiciones simu-
ladas de campo. La técnica presentada para la pro-
duccion masiva del nematodo indica que el nema-
todo se puede producir econdmicamente en forma
comercial.

Es indispensable realizar ensayos de campo para
corroborar los resultados obtenidos bajo condicio-
nes simuladas. Sin embargo, se cree que los suelos
de las plantaciones de ciprés proporcionan la hume-
dad necesaria para la supervivencia del nematodo,
condicion critica que ha limitado el uso del V. car-
pocapsae en muchos cultivos.

SUMMARY

The nematode Neoaplectana carpocapsae Wei-
ser strain DD-136, was pathogenic to larvae and
prepupae of the forest defoliator Oxydija trychiata
(Guenée) under simulated field conditions. The

technique presented to mass produce the nematode
is considered useful and economical its commercial
production.

It is necessary to carry out field experiments to
corroborate the results obtained under simulated
conditions. However, it is believed that the soil of
pine plantations have the humidity required for the
survival of the nematode a critical condition that
has limited the use of N. carpocapsae in many
crops.
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