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Ciclo de vida y patogenicidad del aislamiento nativo Heterorhabditis sp. SL.O708

(Rhabditida: Heterorhabditidae)

Life cycle and pathogenicity of native isolate Heterorhabditis sp. SL0708 (Rhabditida: Heterorhabditidae)

ADRIANA SAENZ A.' y JUAN CARLOS LOPEZ N 2

Resumen: Los nematodos entomopatdgenos del género Heterorhabditis son importantes agentes para el control bio-
légico de plagas. Se determiné la patogenicidad, sintomatologia, multiplicacion in vivoy ciclo de vida en larvas de
Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) de un nematodo aislado en Alcala, Valle del Cauca, Colombia denomi-
nado Heterorhabditis sp. SLO708. Se procesaron muestras de 1.000 cm?® de suelo recolectadas en pastos, café, platano
y guadua. Para establecer su virulencia se realizé un bioensayo uno a uno. A las 120 horas de infeccion, 20 larvas se
mantuvieron en incubacion para registrar la produccion acumulada de juveniles infectivos (JI). El ciclo de vida general
y porcentaje de penetracion se determinaron disectando100 larvas a las 8, 12 y luego cada 24 horas por 19 dias. Las
muestras de suelo provenientes de guadua presentaron una mortalidad por JI del 84% entre las 24 y 72 horas de expo-
sicion. La sintomatologia exhibida por las larvas fue tipica de las especies del género Heterorhabditis. El porcentaje
de penetracion fue del 35% (10-80%), el cual corresponde a un ingreso de uno a ocho JI en 24 horas. El ciclo de vida
de Heterorhabditis sp. SLO708 comprende un ciclo largo de dos generaciones y un ciclo corto de una generacion. Este
nematodo nativo presenta ocho estados de desarrollo: huevo, cuatro estados juveniles (J1, J2, J3-J1, J4) separados por
mudas, y adultos hermafroditas, machos y hembras. El ciclo tuvo una duracion de 19 dias desde la infeccion hasta la
recuperacion de J1 y cada larva produjo en promedio 200.000 JI.
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Abstract: Entomopathogenic nematodes of the genus Heterorhabditis are important agents for the biological control of
pests. We determined the pathogenicity, symptomatology, in vivo multiplication and life cycle in larvae of Galleria mel-
lonella (Lepidoptera: Pyralidae) for a nematode isolated from Alcala, Valle del Cauca, Colombia called Heterorhabditis
sp. SL0708. A sample of 1000 cm? of soil collected from grass, coffee, plantain and guadua was processed. To establish
virulence, a one-to-one bioassay was conducted. At 120 hours after infection, 20larvae were kept in incubation to record
the accumulated production of infective juveniles (IJ). The general life cycle and the percentage of penetration were
determined by dissecting 100 larvae every 8, 12 and thereafter 24 hours for 19 days. The soil samples from bamboo pre-
sented a mortality of [J of 84% 1J between 24 and 72 hours after exposure. The symptomatology exhibited by the larvae
was typical of species from the genus Heterorhabditis. Percent penetration was 35% (10-80%), which corresponds to
the entrance of one to eight 1J in 24 hours. The life cycle of Heterorhabditis sp. SLO708 consists of a long cycle of two
generations and a short cycle of one generation. This native nematode has eight developmental stages: egg, four juvenile
stages (J1 J2, 1J-J3, J4) separated by moltings, and adult hermaphrodites, males and females. The cycle had a duration
of19 days from infection to 1J recovery and each larva produced an average of 200,000 1J.
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Introduccion

La atencion sobre los nematodos parasitos de insectos se ha
incrementado en las dos tltimas décadas, ya que resultados
de miles investigaciones en el mundo los presentan como
agentes promisorios para el control de insectos, moluscos,
nematodos de plantas y algunos patégenos de plantas que se
encuentran en el suelo (Grewal et al. 2005). Los nematodos
entomopatdgenos poseen caracteristicas como gran capaci-
dad de adaptacion a nuevos ambientes y a condiciones adver-
sas, resistencia a productos quimicos, alta especificidad por
insectos, inocuidad al ambiente y mamiferos y compatibili-
dad con otros entomopatdgenos, resaltando su importancia
en programas de manejo integrado de plagas (Saenz 2005).
Los nematodos entomopatogenos del género Heteror-
habditis son agentes importantes para el control biologico
de plagas. Viven en el suelo y son parasitos capaces de in-
fectar la mayoria de 6rdenes y familias de insectos (Klein
1990). Los heterorhabditidos tienen un complejo ciclo de

vida que incluye generaciones hermafroditas y amfimicticas
que ocurren dentro del hospedero parasitado muchas veces y
superponiéndose (Burnell y Stock 2000). Una caracteristica
particular de las especies de este género es que guardan una
relacion mutualista con un simbionte bacteriano del género
Photorhabdus (Enterobacteriaceae) que alojan en su intesti-
no. Esta relacion le da una ventaja competitiva al parasito
pues mata a su hospedero durante las primeras 24 a 48 horas
después de infeccion (Bennett y Clarke 2005).

El estado infectivo de los heterorhabditidos no se ali-
menta, estd morfoldgica y fisiologicamente adaptado para la
dispersion, sobrevivir largos periodos en el suelo, buscar e
infectar su hospedero. Este estado es conocido como juve-
nil infectivo (JI). Los JI de los heterorhabditidos responden
al insecto hospedero en el suelo por quimiotaxis. Los JI in-
gresan al insecto a través de aberturas naturales (boca, ano,
espiraculos) o penetran las membranas intersegmentales del
hospedero mediante un diente en la parte anterior. Una vez
en el hemocele del insecto, los JI liberan sus bacterias sim-
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biontes, las cuales se multiplican rapidamente secretando
toxinas y enzimas liticas. Estas secreciones son letales para
los insectos que mueren dentro de las 48 horas (Forst et al.
1997). Las células bacterianas y tejidos del hospedero pro-
porcionan un medio rico para el crecimiento y reproduccion
de Heterorhabditis. Los nematodos pueden desarrollar dos o
tres generaciones dentro del hospedero y emerger al suelo en
dos semanas (Akhurst y Bedding 1986).

Aunque los registros mundiales sobre el numero de es-
pecies de este género son limitados y reportan 12 especies
descritas hasta el momento (Lopez 2008), en Colombia sélo
se ha registrado H. bacteriophora Poinar, 1976. Es asi como
el objetivo del presente estudio, fue determinar la patoge-
nicidad, sintomatologia, multiplicaciéon in vivo y ciclo de
vida en larvas de Galleria mellonella (L., 1758) (Lepidop-
tera: Pyralidae) de un nematodo aislado en Alcala, Valle del
Cauca, el cual se denomind Heterorhabditis sp. SL0O708, el
cual se encuentra en descripcion morfométrica, ecoldgica y
molecular.

Materiales y Métodos

Aislamiento, patogenicidad, sintomatologia, virulencia
y produccion. En el laboratorio de control biologico de la
Pontificia Universidad Javeriana, se procesaron muestras de
1 Kg de suelo recolectadas en pasto (Brachiaria sp.), café
(Coffea arabica L), platano (Musa sp.) y guadua (Guaudua
angustifolia Kunth) en la vereda el Congal, Alcala-Valle del
Cauca, Colombia (4°40°38”N 75°47°15”W). Para el aisla-
miento de nematodos entomopatégenos se utilizoé la meto-
dologia de insecto trampa, descrita por Bedding (1984) y
Kaya y Stock (1997). Para todas las muestras con nema-
todos, se aplicaron los postulados de Koch, efectuando in-
fecciones en 10 larvas de G. mellonella en cajas Petri con
papel filtro Whatman #1 en una dosis de 1000 JI/ml. Se uti-
lizaron 10 repeticiones y como testigo agua estéril libre de
nematodos. Las cajas se sellaron, etiquetaron y se mantu-
vieron a 20+2°C bajo oscuridad, registrando el porcentaje
de mortalidad diariamente hasta las 120 horas después de la
inoculacion. Igualmente se describid la sintomatologia de
las larvas infectadas.

Para determinar la virulencia de los nematodos aislados,
se realizo un bioensayo uno a uno (Ricci et al. 1996), en ca-
jas multipozos Falcon ™ de 24 celdas de 1 cm de diametro,
se individualizaron larvas de G. mellonella expuestas a 1 JI
inoculado en 25 pl. A las 120 horas de infeccion, 20 larvas se
disectaron para confirmar la formacion de adultos de primera
generacion y las 20 larvas restantes se mantuvieron a 20+2°C
para registrar la produccion acumulada de JI, contabilizando
diariamente la emergencia hasta el agotamiento total de las
larvas de G. mellonella.

Ciclo de vida del aislamiento nativo. Para establecer el ciclo
de vida general y el porcentaje de penetracion del aislamien-
to nativo SLO708 y confirmar la presencia de un ciclo corto
de una generacion y uno largo de dos o tres generaciones,
se expusieron 160 larvas individuales de G. mellonella a 10
JI en cajas de petri con papel filtro previamente humedecido
y mantenidas a 2042 °C. Diez larvas fueron disectadas a las
ocho, 12 y luego cada 24 horas en cajas de petri de 60x15mm
y lavadas con solucion Ringer hasta completar el ciclo de
vida del nematodo y confirmar la presencia de cada estado
de desarrollo. El reconocimiento de cada fase se realiz6 con

montaje en placa siguiendo las recomendaciones de Kaya y
Stock (1997).

Resultados y Discusion

Aislamiento, patogenicidad, sintomatologia, virulencia y
produccion. Utilizando la técnica de insecto trampa, resulta-
ron positivas 10 trampas provenientes de guadua de Alcala-
Valle del Cauca, con porcentajes de mortalidad del 16% des-
pués de 24 horas y 84% después de 72 horas de expuestas las
larvas de ultimo instar de G. mellonella. Las larvas expuestas
a los suelos provenientes de pasto, café y platano no registra-
ron mortalidad.

El suelo de guadua se caracterizd como franco-arenoso
(F-An) con porcentajes de arena de 68,7%, arcilla 12,8%,
limo 19,8%; pH 4.76 y materia organica de 4,60%. Patel et
al. (1997) determinaron que este tipo de suelo permite la per-
sistencia y la dispersion de JI, variando ampliamente frente
a estas caracteristicas de manera inter e intraespecifica con
sobrevivencia y eficacia en parasitismo. Sin embargo, valo-
res de pH del suelo extremos (11 ¢ 3) limitan su capacidad
de infeccion pero no su viabilidad y humedades extremas;
ademas de afectar su viabilidad y establecimiento debido al
desecamiento del JI, éstas pueden dificultar su movilidad ya
que suelos muy saturados dificultan el desplazamiento y la
capacidad de busqueda del huésped y generan condiciones
anaerobias que reducen su viabilidad (Johnigk y Ehlers 1999;
Koppenhofer et al. 1997).

La sintomatologia exhibida por las larvas de G. mellone-
lla fue cuerpo flacido y no putrefacto, el 90% de las larvas
present6 coloracion roja o vinotinto, caracteristica presente
en infecciones por especies de la familia Heterorhabditidae.
Una caracteristica para destacar es que el 10% de las lar-
vas infectadas durante las primeras 48h presentan una co-
loracidon que va desde el amarillo, pasando por anaranjado
hasta color marroén claro, sin que deje de finalizar con una
coloracion tipica vinotinto a las 160 horas. Este tipo de co-
loracién, sintomatologia y presencia de generaciones her-
mafroditas y amfimicticas en el mismo huésped, determina-
ron que el aislamiento SLO708 proveniente de Alcala-Valle
del Cauca como perteneciente al género Heterorhabditis. El
género Heterorhabditis y la familia Heterorhabditidae fue-
ron descritas por Poinar (1975) con H. bacteriophora, como
especie tipo, la cual fue aislada de larvas del noctuidae He-
liothis punctigera (Wallengren, 1860) al sur de Australia. Se
han publicado para Colombia dos registros para la ciencia
de especies no descritas del género Heterorhabditis aislados
de suelo cultivado con café en Fresno, Tolima (Lopez ef al.
2007). Estas dos especies y el reciente aislamiento de Hete-
rorhabditis sp., se encuentran en proceso de identificacion
especifica.

La prueba de patogenicidad con los JI de Heterorahbditis
sp. SLO708 recuperados de larvas de G. mellonella de tram-
pas Bedding, mostré 96% de mortalidad entre las 24 y 72
horas, exhibiendo la sintomatologia descrita anteriormente.
Este porcentaje de mortalidad es similar al registrado por
otros aislamientos analizados por Burnell y Stock (2000) y
Adams et al. (2006). La prueba de virulencia arrojé un por-
centaje de mortalidad del 82% entre las 24 y 72 horas, con-
siderando al aislamiento SLO708 virulento, lo cual es similar
a lo reportado por Dix et al. (1992), Molina y Lopez (2001)
y Andalo et al. (2006), con especies del mismo género. No
obstante la diferencia en el porcentaje de mortalidad de la
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prueba de patogenicidad y virulencia estd determinada por
el numero de JI al cual se expone el hospedero (100JI vs 1JI
respectivamente), capacidad y comportamiento de busqueda
y porcentaje de invasion en el hospedero, como lo establece
Campbell y Kaya (1999) y Saenz y Luque (2000).

Las larvas muertas por el aislamiento nativo Heterorha-
bditis sp. SLO708 y disectadas a las 120 horas posterior a
la infeccion, mostraron adultos hermafroditas de primera ge-
neracion (Fig. 1A), confirmando que el aislamiento SLO708
corresponde al género Heterorhabditis. En cuanto a la pro-
duccién acumulada de JI, se inicia después de los 15 dias
de infeccion, recuperando en promedio 10.414 JI (10.414-
17.784) y con produccién total de 150.000 a 280.000 JI/
larva de G. mellonella hasta el agotamiento del hospedero,
siendo el quinto y sexto dia, los de mayor recuperacion de
JI (Fig. 2). Esta diferenciacion en produccion de JI se debe
principalmente al proceso de infeccion, el cual involucra el
ingreso al hospedero por el ano, boca, espiraculos o cuticula,
numero de JI que ingresan por hospedero, penetracion hasta
la hemolinfa del insecto, liberacion y propagacion de las bac-
terias antes de iniciarse el desarrollo de Heterorhabdlitis sp.
SL0708; resultados similares ofrecen con H. bacteriophora
Flanders et al. (1996), Wang y Bedding (1996), Boff et al.
(2000), Shapiro-Ilan et al. (2002).

Ciclo de vida. El porcentaje de penetracion de Heterorhab-
ditis sp.SL0708 fue del 35% (10-80%), el cual corresponde
a un ingreso de uno a ocho JI en un periodo de 24 horas.
Este porcentaje es alto respecto a lo reportado para H. bac-
teriophora que presenta un rango de 2,7-12,3% (Caroli et al.
1996) pero es similar al encontrado para las especies Stei-
nernema feltiae (Filipjev, 1934) (27,8-63,5) y S. riobravae
Cabanillas, Poinar y Raulston, 1994 (30,1-53,7) (Caroli et al.
1996; Ricci et al. 1996).

La diseccion de las larvas inoculadas mostro que el JI de
vida libre aplicado a las larvas de tltimo instar de G. mello-
nella invade por la boca, ano, espiraculos o las membranas
intersegmentales del insecto usando el diente dorsal, esta ul-
tima forma de penetracion se observo en pocas larvas. Pos-
teriormente penetra la pared del sistema digestivo y entra a
la cavidad corporal. La mayoria de los JI se acumula en la
capsula cefalica y parte posterior del intestino. El JI, antes de
mudar al proximo estado juvenil, inicia su desarrollo incre-
mentando la longitud total del cuerpo y estoma; este proceso
toma entre 8 a 14 horas.

Heterorhabditis sp. SLO708 presenta dos ciclos uno largo
con dos generaciones y uno corto con una generacion pero
esto depende del nimero de JI que inicialmente invade el
hospedero y la disponibilidad de nutrientes para los estados

de desarrollo. Este nematodo nativo presenta ocho estados
de desarrollo: huevo, cuatro estados juveniles (J1, J2, J3-JI,
J4), separados por mudas y adultos hermafroditas, machos y
hembras. Todos los estados son morfolégicamente distintos.

Catorce horas después de haber ingresado al hospedero,
el estoma del JI se abre gradualmente, el esdfago incluyendo
el bulbo basal, se expande y las glandulas excretoras incre-
mentan su tamafo. Las bacterias simbiontes, localizadas a lo
largo del intestino son regurgitadas en el hemocele de las lar-
vas de G. mellonella, matandola entre 24 y 72 horas. A las 48
horas muda a J4 o preadultos hermafroditas lo que se inicia
con el desprendimiento anterior de la cuticula (Fig. 1B), rom-
pimiento de la cuticula posteriormente y el nematodo sale. El
ancho del cuerpo de los J4 se incrementa mas rapido que en
longitud, hasta alcanzar casi el ancho y la longitud del adulto.
Durante este tiempo, el ducto excretor llega a ser largo y se
ha formado el sistema reproductor (Johnigk y Ehlers 1999).

El J4 muda formando la primera generacion de adultos
hermafroditas jovenes entre las 68 y 72 horas después de la
inoculacion. Se caracterizan por tener 6rganos reproducti-
vos (ovarios, oviductos) visibles en sus cuerpos semitrans-
parentes y vulva no desarrollada (Fig. 1C). Al madurar en
un periodo de 18 a 22 horas, las hembras hermafroditas es-
tan llenas de huevos y su vulva es sobresaliente (Fig. 1D).
Los huevos son transparentes y ovales, descienden dentro
del utero y son fertilizados por el esperma localizado en
el receptaculum seminis que estd ubicado entre el ovario y
utero y dirigiéndose hacia el centro del ttero (Fig. 3A). Los
huevos maduros se observan entre las 90-94 horas, se loca-
lizan cerca a la abertura de la vulva (Fig. 3B) y en su interior
se visualiza el primer estado juvenil (J1) (Fig. 3C). Esto
coincide con los resultados de Johnigk y Ehlers (1999) con
Heterorhabditis spp. en estudios sobre periodos de puesta
por hermafroditas. Los J1 se encuentran en el hemocele del
insecto y en el interior de algunos hermafroditas desarro-
llados tardiamente, esto Gltimo se conoce como endotokia
matricial (Fig. 3D) (Lordello 1951).

Los J1son transparentes (Fig. 3E) y muestran movimien-
tos lentos, se alimentan y 10 horas después mudan a J2 (Fig.
3F), los cuales son parcialmente transparentes por la acumu-
lacién de nutrientes almacenados. Entre las 94-120 horas,
algunos J1 pasan a J2 dentro de los adultos hermafroditas,
rompiendo la cuticula de la madre y aproximadamente a las
144 horas pasan a J3 (Fig. 3G) pero si no hay suficientes nu-
trientes los J3 retienen la cuticula del estadio anterior (J2)
que le sirve como proteccion, llevan células bacterianas de
su simbionte, cierran boca, ano y dejan el cadaver del hos-
pedero, en este caso se completa el ciclo de vida corto y este
estadio es conocido como juvenil infectivo (JI) (Fig. 3H).

Figura 1. Estados de desarrollo de la primera generacion de Heterorhabditis sp.SL0708. A. Adulto hermafrodita. B. Desprendimiento an-
terior en el proceso de muda de un J4. C. Hermafrodita juvenil sin desarrollo de la vulva. D. Hermafrodita madura con vulva desarrollada.

(Barras de escala A, C, D=100um; B=40um).
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Figura 2. Produccion de JI de Heterorhabditis sp. SLO708 hasta el ago-
tamiento del cadaver.

Los J3 que no emergen del hospedero contintian con el
ciclo de vida largo y mudan a J4 o preadultos a las 168 horas.
Los adultos de la segunda generacion son hembras y machos
amfimicticos que aparecen a las 185 horas (Figs. 31-J). Estos
son mas pequeilos que los adultos hermafroditas de primera
generacion. Las hembras amfimicticas desarrollan en su in-
terior los huevos y en aproximadamente 204 horas forman
los primeros J1 que pasan a J2 entre las 230-254 horas y fi-
nalmente forman los J3 a las 278 horas, los cuales conser-
van la cuticula del J2 y abandonan el cadaver como JI. La
emergencia de los JI estd determinada por la disponibilidad
de nutrientes ofrecidos por el hospedero que permite otra
generacion, para el caso de Heterorhabditis sp. SLO708 se
completa en 456 horas, es decir 19 dias bajo las condiciones
experimentales trabajadas. Diferentes autores confirman que
el ciclo de vida y nimero de generaciones de los nematodos
entomopatogenos en un hospedero depende de la densidad
poblacional de la primera y segunda generacion, disponibi-

B

L 7 Vulva

«—— Cuticula

Figura 3. Estados de desarrollo de Heterorhabditis sp. SL0708. A. Des-
plazamiento del huevo dentro del utero de hembra no gravida. B. Hue-
vos maduros cerca a la abertura de la vulva. C. Huevos con desarrollo
del J1. D. Proceso de endotokia matricida. E. J1. F. J2. G. J3. H. Juvenil
infectivo conservando la cuticula del J2. I. Hembra. J. Macho con bursa
expuesta. (Barras de escala en A=100 pm (izquierda), 25um (derecha);
B-C-D=40um; E=10p; F-G-H=33um; I-J=100um).

lidad de alimento y tamafio del hospedero (Saenz y Luque
2000; Ciche et al. 2007).

Conclusiones

Las caracteristicas sintomatologicas presentadas por las
larvas entre las 72 y 120 horas después de infeccion por el
aislamiento nativo de Heferorhabditis sp., sugieren que se
mantiene una asociacion bacteriana con una especie de Pho-
torhabdus. Ademas las diferentes coloraciones exhibidas por
las larvas de G. mellonella, son atribuibles a la concentracion
de células bacterianas a lo largo del intestino del JI, pigmen-
tos producidos por las bacterias y nimero de JI que ingresan
al hospedero.La evidencia mostrada en el presente estudio
acerca de la patogenicidad, virulencia y ciclo de vida del ne-
matodo entomopatdgeno nativo Heterorhabditis sp. SLO708,
es importante para orientar estudios sobre su potencial repro-
ductivo, genética y uso potencial para el control de diferentes
insectos plaga que afectan la agricultura del pais.
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