Determinacion de la capacidad de tres materiales de encapsulamiento
para preservar al nematodo entomopatégeno Heterorhabditis sp.
CIA-NEO7

Delia Bogantes Ledezma

TESIS PARA OPTAR AL TiTULO PROFESIONAL DE INGENIERO
AGRONOMO CON EL GRADO DE LICENCIADO EN AGRONOMIA

ESCUELA DE AGRONOMIA
FACULTAD DE CIENCIAS AGROALIMENTARIAS
UNIVERSIDAD DE COSTA RICA
2016



AGRADECIMIENTOS

Agradezco a mi familia por el apoyo, en especial a mis papas Pedro
Bogantes y Aida Ledezma por darme entusiasmo y esperanzas, a la UCR por la
formacion, a la profesora Lidieth Uribe por sus ensefianzas y consejos, al personal
de los Laboratorios de la UCR de Microbiologia Agricola, Nematologia (CIPROC),

Tecnologia de Alimentos.

A la profesora Lorena Flores por su guia en nematologia, al profesor Erick

Castelldn por su ayuda respecto a la quimica de los procesos tratados.

Al profesor Paul Esker, por su guia con el analisis estadistico de los datos,
a Paul Sol6rzano por capacitarme con el uso del texturédmetro y a Mariana Murillo
por su atencion y colaboracion.

A la profesora Leida Castro por sus revisiones y orientacion.

A todo aquel que de alguna forma me ayudo en la realizacidén de esta tesis.



Determinacion de la capacidad de tres materiales de encapsulamiento para

preservar al nematodo entomopatdégeno Heterorhabditis sp. CIA-NEQ7

Delia Bogantes Ledezma

TESIS PARA OPTAR AL TiTULO PROFESIONAL DE INGENIERO AGRONOMO
CON EL GRADO DE LICENCIADO EN AGRONOMIA

Lty Unlae

DIRECTORA DE TESIS

Lidieth Uribe Lorio Dra.

(g 1/

MIEMBRO DEL TRIBUNAL

Lorena Flores Chaves M.Sc.

X Gl

MIEMBRO DEL TRIBUNAL

Erick Castellon Elizondo Dr.

%

Danny Humphreys Pereira Dr.

nﬂmm gﬁﬂh

Eric Guevata Berger Dr. -

Delia Pogartes hedezma

Delia Bogarﬂ’es Ledezma

MIEMBRO DEL TRIBUNAL

DIRECTOR ESCUELA

SUSTENTANTE

2016



iNDICE GENERAL

[NDICE GENERAL ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e iv
INDICE DE CUADROS ..ot vii
INDICE DE FIGURAS ..ot viii
INDICE DE ANEXOS ... .ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeees Xi
RESUMEN.. ...t s Xii
INTRODUGCCION ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e s neeeeeees 13
OBUETIVOS . ... oot e e e e e e e e e e e e e e aeaaaaaeaeeeeeaeaaaannnnns 16
ODbjJetivo GENETAL.... ..o 16
ODbjetivos €SPECITICOS ... 16
REVISION DE LITERATURA ...ttt 17
Nematodo entomopatdgeno Heterorhabditis.................eeeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 17
@4 o7 (o 1o [ IR o = T EEURRST 18

[ T XS] 7= o 1= o 1 20
Limitantes para la infeccion de la larva...........cccoooooooo e 22
INGreS0 @l INSECIO ... 22
INMUNOIOgia del INSECIO .....coeiiiiiiiiieee e 22
Habitat del INSECIO ... ..ei e 22
Condiciones ambientales.............ouuuueiiiiiii e 24

L 11 1Yo =T L 24

LI 0] 1= = U = 24

= 1o [ =T T o 25
T8 =] (o SRR 25
Formulacion y Comercializacion ... 25
Control de calidad...........coooiiiiiiie e 26
Desventajas del uso de NEP en comparacion al manejo convencional............. 26
(0] 710 =T = Tod ] =1 SRR 27
Materiales de encapsulamiento ............oooiiiiiiiiiiiiii e 28
ALGINATO .. e e e e e e e e 28
Carboximetilcelulosa ...........ooeiiii e 29
PeCHNG ... e 30
METODOLOGIA. ...ttt 31
1. Organismos utilizados en el estudio...........ooouvueeiiiiiiiiii 31
2. Seleccién de tres materiales de encapsulamiento .............cccooveeiiiiiiiiccceennn. 31
3. Evaluacion de la dureza de las capsulas y viabilidad de los nematodos en
tres materiales de encapsulamiento ... 34
3.1 Determinacion de la dureza de las capsulas............cccceeeeieiiiiiiiiiiiiiiieiiinns 34

3.2 Viabilidad de los nematodos encapsulados .............ccceeeiiieiiiieeiiiiiiieeiiinns 35



4. Evaluacion de tres concentraciones del material seleccionado ..................... 36
4.1 Determinacion de la dureza de las capsulas de alginato al 2, 3y 4% ...... 36
4.2 Estandarizacion del numero de nematodos por capsula. ...........cccccceeeee.. 37
4.2 .1 Estandarizacion del método de recuento...........ccoooevvviiiiiiiiiiii e, 37
4.2.2 Determinacion de la cantidad de nematodos presentes en capsulas de
diferentes CoONCENtraCioNES. .........coooeiiiiiiii i 37
4.3 Sobrevivencia y permanencia de los nematodos encapsulados............... 38

4.3.1 Sobrevivencia de los nematodos en capsulas de 2, 3 y 4% de alginato.38
4.3.2 Permanencia de los nematodos en capsulas de 2, 3 y 4% de alginato.40
5. Optimizacion de la inoculacion de Galleria mellonella utilizando nematodos

=T Toz=T 01T U] F=To [0 1< 7SRRI 41
5.1 Efecto de tres dosis de capsulas (2, 10 y 20 capsulas/larva) de 500 JI/mL
sobre el porcentaje de infeccion de G. mellonella...............ccccooveeeieiiiinaiannn.. 41
5.2 Efecto de tres dosis de capsulas (1, 5 y 10 capsulas/larva) a dos
concentraciones de nematodos (1000 y 2000 JI/ML). .......uvmiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnnn. 42

6. Determinacion de 18 DLsg ..oeeeeeeeeieeeiiiaae e 43

RESULTADOS Y DISCUSION ...t 44

1. Seleccidn de tres materiales de encapsulamiento ............ccccooeeiiiccceennn. 44

2. Evaluacion de la dureza de las capsulas y viabilidad de los nematodos en tres

materiales de encapsulamiento ...........oouiiieiiiiiiii e 49
2.1 Determinacion de la dureza de las capsulas........ccooooeeeeeeiiiiiiiiiiiiiin. 49
2.2 Viabilidad de los nematodos encapsulados............cccoeeeeeeiiiiiiiiiiiiiccnnn. 51

3. Evaluacion de tres concentraciones del material seleccionado ..................... 56
3.1 Determinacion de la dureza de las capsulas de alginato al 2, 3y 4% ...... 56
3.2 Estandarizacion del numero de nematodos por capsula .............cccc........ 58
3.2.1 Estandarizacion del método de recuento.............eeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 58
3.2.2 Determinacién de la cantidad de nematodos presentes en capsulas de
diferentes coNCeNtracioNes. .........ccoooii i 59
3.3 Sobrevivencia y permanencia de los nematodos encapsulados............... 60

3.3.1 Sobrevivencia de los nematodos en capsulas de 2, 3 y 4% de alginato.60
3.3.2 Permanencia de los nematodos en capsulas de 2, 3 y 4% de alginato. 62
4. Optimizacién de la inoculacion de Galleria mellonella utilizando nematodos

=T Toz=T 01T U] F=To [0 1< 7 RURRR 65
4.1 Efectividad de tres dosis de capsulas de 500 JI/mL ..........ccoiiiiiiinnnn. 65
4.2 Efectividad de 1, 5 y 10 capsulas/larva a dos concentraciones de
nematodos (1000 Y 2000 JI/ML)...ceiiiiiiiiiiiii e 67

5. Determinacion de la dosis de capsulas a aplicar por larva segun DLsg ......... 70



Vi

5.1 Porcentaje de infeccidn a diferentes concentraciones. .............cccccceeee. 70

6. Determinacion de 1@ DLsg.......cuuuuiiieieieiiicece et 72
CONCLUSIONES ... e e e e e e e e e e e aaaaeaeeeeeaeaaannnnns 75
RECOMENDACIONES .......ooiiiiieee ettt e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeees 76
LITERATURA CITADA ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e s e nneeeeeees 77

ANEXOS . .o e e e e 85



vii

iNDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Nematodos de Heterorhabditis, utilizados para el control de algunos
lepidopteros en diferentes paises Fuente: Vashisth et al. (2013). .................. 21
Cuadro 2. Funcién que desempenan; Heterorhabditis, Photorhabdus y el insecto
plaga en el proceso de infeccion. Modificado de Eleftherianos et al. (2010). . 23
Cuadro 3. Preparacion de capsulas a partir de pectina, alginato,

carboximetilcelulosa (CMC), gelatina y PAAHCI + Ca?* + Fe>*. ..................... 34
Cuadro 4. Determinacion de la forma, consistencia y retencion de JI segun los
materiales utilizados para encapsular. ... 45
Cuadro 5. Medicién del pH de soluciones utilizadas en el encapsulamiento. ....... 54
Cuadro 6. Correccién del pH de soluciones de encapsulamiento. ........................ 55

Cuadro 7. Numero de nematodos encontrados al disolver 1 y 5 capsulas de
alginato y tomando una muestra de lectura de 0,1 y 1mL, con una

concentracion de 2000 JI/ML. ... e e 58
Cuadro 8. Numero de nematodos encontrados por capsula de alginato segun la
concentracion de 500, 1000 o 2000JI/mL utilizada. .........ccccoeeeeeieeiiiiiiiiiiiinnnes 59
Cuadro 9. Nematodos vivos y muertos por capsula de alginato a tres
conCeNntraciones 2%, 3% Y AY0. e 61

Cuadro 10. Nematodos liberados vivos y muertos a partir de capsulas de alginato
a tres concentraciones 2%, 3% Y 4%. ..uuuuueeiiiiiiiiii 63



viii

iNDICE DE FIGURAS

Figura 1. Photorhabdus luminesscens subsp. laumondii en el lumen del intestino
de H. bacteriophora utilizando micrografia de epifluorescencia Fuente:
(Waterfield et al. 2009). ......coooi e 18

Figura 2. Células de Photorhabdus luminescens en el intestino de Heterorhabditis
bacteriophora utilizando micrografia electrénica Fuente: (Poinar y Grewal

120 12 TSP 18
Figura 3. Ciclo de vida de Heterorhabditis Fuente: Vashisth et al. (2013)............. 19
Figura 4. Vias alternas de desarrollo de Heterorhabditis Fuente: (Ehlers y Shapiro-

1= o 2 00 1 ) SRR 20
Figura 5. Estructura quimica del polimero de alginato Alginato (A), Alginato

gelificado con calcio (B). Fuente: Araya (2012). ......ooooeiiiiiiiiiiiiiiieeeee 29
Figura 6. Pectina gelificada con calcio. Fuente: (Helgerud et al. 2010)................. 30

Figura 7. Esquema del procedimiento de encapsulamiento de nematodos: a;
Nematodos suspendidos en el polisacarido polianidénico y goteados sobre la
disolucion de cation o polimero policationico, b; Representacion de una
capsula de nematodos basada en polisacaridos polianionicos gelificados
Fuente: Elaboracion propia. .......coooe oo 32

Figura 8. Elaboracién de capsulas de alginato con JI: a; Soluciones de alginato al
2%, 3% y 4%, b; Goteo de alginato al 2% con JI sobre CaCl2, c; Formacion de

E= TSR o= 01 0 = 36
Figura 9. Tubos eppendorf con 5 capsulas de alginato con JI, para las 3
concentraciones utilizadas, y para las 5 semanas de evaluacion................... 38

Figura 10. Pasos seguidos para determinar sobrevivencia de los nematodos
encapsulados: a; Lavado de las 5 capsulas, b; Tubos con las 5 capsulas y 0,5
mL de citrato, c; Agitacion de los tubos con el vortex, d; Tubos con capsulas
disueltas en citrato (izquierda) y en citrato y agua (derecha), e; Cuadricula
utilizada para conteos, f; Area de conteo (gota) con un nematodo vivo. ........ 40
Figura 11. Determinacion de permanencia: a; Capsulas en agua, b; Microscopio
utilizado para el conteo, ¢; Nematodo vivo, d; Nematodo muerto................... 41
Figura 12. Placas petri con 5 larvas de G. mellonella, y diferentes dosis, evaluadas
= I | = T PSP 43
Figura 13. Capsulas de pectina a diferentes concentraciones: a; Pectina 1,2%-Ca,
b; Detalle de Pectina 1,2%-Ca, c; Pectina 4,2%-Ca, d; Pectina 5,5%-Ca, e€;
Pectina 6%-Ca, f; Pectina 1,2%-Fe. ... 46



Figura 14. Capsulas de alginato a diferentes concentraciones: a; Alginato 1,2%-
Ca, b; Alginato 2%-Ca, c; Alginato 2,4%-Ca, d; Alginato 3%-Ca, e; Alginato
LA = TR 47

Figura 15. Capsulas de Carboximetilcelulosa a diferentes concentraciones: a;
CMC 1,1%-Fe, b; Detalle de CMC 1,1%-Fe, c; CMC 1,7%-Fe, d; CMC 2,2%-

Fe, e; CMC 1,1%-Ca, f; CMC 1,1%-PAAHCL-Ca-Fe.....cccccccceeviiiiiiiiiiiiins 48
Figura 16. Materiales de encapsulacion probados: a; Ca-Alginato 1,2% b; PAAHCI-
Ca-Fe-Carboximetilcelulosa 1,1%. e 49

Figura 17. Determinacién de la dureza de diferentes capsulas: a; Capsulas de
Pectina, Alginato y CMC b; Texturometro digital c; Detalle de la medicién de

0= T o= T 01U |- TR 50
Figura 18. Fuerza de ruptura (N.mm'1), requerida para romper las capsulas de
CMC, pectina y alginato (P<0,071).....eeeiieiiiiiiiiieee e 51

Figura 19. Capsulas de Carboximetilcelulosa: a. Disolviéndose en citrato de sodio,
b. Detalle capsulas anteriores con la liberacién de nematodos muertos vistos
= LT (=T =T o] o] o[ TR 52
Figura 20. Contaminacion en las capsulas de pectina: a; Capsulas con 4 dias
después de hechas, b; Contaminante en platos PDA............ccoicieennn. 52
Figura 21. Capsulas a partir de pectina autoclavada: a; Polvo, b; Solucion al 4,8%.

Figura 22. Correccion de pH de las soluciones de FeClsy de AICI3: a; Solucion de
FeCls, FeCl; con 28mL de NaOH y FeCls; con 31mL de NaOH, b; CMC-FeCls
con FeClz mas 28mL de NaOH, CMC-FeCls con FeClz mas 31mL de NaOH c;

CMC-AICI3, d; AICI; mas 1mL de NaOH, AICI3 mas 35mL de NaOH.............. 56
Figura 23. Fuerza de ruptura (N.mm™), requerida para romper las capsulas de
alginato a tres concentraciones: 2%, 3% y 4% (p<0,01).....cccoiiiiiiiiiiiiiiinene. 57

Figura 24. Capsulas de alginato en proceso de disolucion hechas con distintas
concentraciones de nematodos: a; 500 JI/mL, b; 1000 JI/mL, c; 2000 JI/mL. 60
Figura 25. Area bajo la curva del nimero de JI por capsula de alginato a tres
concentraciones; 2%, 3% y 4%: a; Encapsulados vivos, b; Encapsulados
00 TU =] (o L PP 62
Figura 26. Area bajo la curva del nimero de JI liberados por capsula de alginato a
tres concentraciones; 2%, 3% y 4%: a; Liberados vivos (p= 0,0002), b;
Liberados muertos (p= 0,02). Valores con letras desiguales son
significativamente diferentes con 95% de confianza...............cccccocienn. 63
Figura 27. Porcentaje de larvas de Galleria mellonella infectadas en un periodo de
15 dias con diferentes dosis 2, 10 y 20 capsulas/larva, elaboradas a una



concentracion de 500 JI/mL (p=0,0086). Barras de error corresponden al error

S ANAAL. e e ana 66
Figura 28. Virulencia de capsulas a 500 JI/mL, con larvas vivas y larvas infectadas.
........................................................................................................................ 67

Figura 29. Porcentaje de infeccion de larvas de Galleria mellonella a los 15 dias
después de inoculacién con diferentes dosis 2, 5 y 10 capsulas/larva,
elaboradas a concentraciones de 1000 y 2000 JI/mL (p= 0,016). ..........eevee... 68

Figura 30. Determinacion de larvas infectadas: a; Larvas infectadas a 2ddi, b;
Larva infectada y disectada a los 10 ddi con presencia de nematodos
hembras, c; Larvas infectadas a 15 ddi, d; Detalle de larvas infectadas a 15 ddi
(oo o I L =1 17T o o Lo USRS 69

Figura 31. Coloraciones que toman las larvas de Galleria mellonella conforme se
van infectando en el tiempo con JI de Heterorhabditis sp. CIA-NEOQ7 que

emergieron de capsulas de alginato. ... 70
Figura 32. Porcentaje de larvas de Galleria mellonella infectadas al dia 6 segun
dosis de 0, 1, 2, 3, 4 y 5 capsulas a 2000JI/mL (p< 0,0001)......ccccuvrrrrrrrrnnnnn. 71

Figura 33. Infeccion de larvas que producen seda: a; Larvas infectadas colgando
de su seda, d; Pupa infectada y sin infectar, c; Larva infectada dentro de su
(o721 01U ] [ 3o [T == = T USSR 72

Figura 34. Proporcidon de G. mellonella infectadas, segun dosis creciente de
capsulas a 2000JI/mL; datos de la evaluacién, modelo probit ajustado y limite
superior e inferior para un intervalo de confianza del 95%. Para Pl= 0,5, x=
L | SO 73



iNDICE DE ANEXOS

Anexo 1. Composicidn de soluciones utilizadas en el estudio

Xi



Xii

RESUMEN

Los nematodos entomopatdégenos (NEP) del género Heterorhabditis, se
utilizan para control bioldgico, la mayoria de las aplicaciones de estos organismos
se realizan utilizando mucha agua y ninguna proteccion contra condiciones
ambientales desfavorables, ademas la viabilidad de los productos a base de NEP
es baja debido a su metabolismo acelerado. Esto ha generado la necesidad de
hacer formulaciones que faciliten la aplicacién y extiendan la vida util de estos
organismos. La técnica de encapsular nematodos en hidrogeles es una alternativa
prometedora para aumentar la viabilidad de los nematodos.

En el presente trabajo se estudiaron diferentes polimeros basados en
polisacaridos: alginato, pectina, carboximetilcelulosa y gelatina gelificados con
cationes calcio (Ca?*) y hierro (Fe**) y poli(clorhidrato de alilamina) (PAAHCI) +
Ca*" + Fe**, como materiales de encapsulamiento de los NEP. El objetivo de este
estudio fue comparar esos materiales segun su capacidad de contener y preservar
a Heterorhabditis sp. CIA-NEQ7 utilizado como controlador bioldgico. Se evalué la
forma, consistencia y dureza de las capsulas, asi como la retencién y viabilidad de
juveniles infectivos (JI) a diferentes concentraciones y combinaciones polimero-
solucion cationica. Las mejores capsulas se obtuvieron con alginato gelificado con
calcio (Alginato 2%-Ca). También se encontr6 que estas capsulas tienen la
capacidad de infectar larvas de Galleria mellonella y que un aumento en la
concentracion (JI/mL) y la dosis (Capsulas/larva) corresponde a un aumento en el
porcentaje de infeccion. Finalmente, se determin6 que la DLsy con capsulas
preparadas con una suspension de 2000 JI/mL es de 14,45+0,4 capsulas/ 5 larvas

de G. mellonella.
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INTRODUCCION

Los nematodos tienen forma de gusanos largos, tubulares con simetria
bilateral y forman parte del Phylum Nematoda (Uribarren 2011), estos son muy
abundantes y cosmopolitas, algunos pueden parasitar plantas, animales
vertebrados y animales invertebrados como los insectos (Ettema et al. 2005).

Los nematodos que afectan a los insectos se denominan nematodos
entomopatdégenos (NEP), estos organismos establecen asociaciones simbidticas
con bacterias de manera especifica, en donde una especie de nematodo se
relaciona con una especie de bacteria (Tourtois 2014).

Los nematodos de la familia Heterorhabditidae se utilizan como
controladores biolégicos debido a que tienen la capacidad de matar a diversas
larvas habitantes del suelo consideradas como plagas (Navarro 2006). Dentro de
los nematodos mas utilizados como biocontroladores, se encuentran los del
género Heterorhabditis, los cuales se asocian de manera mutualista con bacterias
del género Photorhabdus (Sanchez 2001).

Condiciones ambientales tales como radiacion, humedad y temperatura,
disminuyen la sobrevivencia y la efectividad de los NEP suministrados al suelo,
por lo que resguardarlos mediante el uso de formulaciones que los protejan de
estas condiciones adversas mejoraria su aplicacion en el campo (Goud et al.
2010, Shapiro-llan et al. 2012).

Una forma en la que se pueden formular los nematodos es mediante la
técnica de encapsulamiento que se utiliza para proteger sustancias de condiciones
ambientales desfavorables y hacerlas mas persistentes, esto se logra mediante el
reclutamiento del encapsulado en una matriz polimérica (Madziva et al. 2005). La
encapsulacion permitiria hacer aplicaciones mas efectivas, ya que se protegeria al
nematodo de condiciones ambientales adversas, se podrian hacer aplicaciones

localizadas y ahorrar agua.
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Los NEP son aplicados a nivel de campo utilizando pulverizadores
presurizados, nebulizadores, pulverizadores electrostaticos o aéreos y utilizando el
sistema de riego, estas formas de aplicacion generan pérdidas de estos individuos
(Ngoma et al. 2016).

Tofangsazi et al. (2014), recomiendan el uso del producto comercial
Millenium (Steinernema carpocapsae), para el control de la plaga de césped
Herpetogramma phaeopteralis, a la dosis recomendada (10° JI/L con 2500L/Ha)
aplicandolo por aspersion y con el uso de riego antes y después de la aplicacion,
estos autores afirman que si estos JI se logran proteger de las condiciones
ambientales adversas, serian mas eficaces.

Entre los materiales de encapsulamiento se encuentran el alginato,
carboximetilcelulosa, pectina y gelatina.

Segun San-Blas (2013), las formulaciones ayudan a extender la vida util de
los JI, la utilizacién de capsulas de alginato de calcio para regular la liberacién de
estos individuos se realizo por primera vez por Kaya y Nelsen en 1985. El alginato
es un material que se ha probado e inclusive utilizado comercialmente para
formular NEP, su éxito se debe a que al inmovilizar a estos controladores, les
prolonga su vida (Goud et al. 2010). Por otro lado, Hiltpold (2015) encontré que se
pueden realizar capsulas de alginato de 2 formas; goteando el alginato sobre
cloruro de calcio, con lo cual se generan perlas con el centro gelificado, o
goteando al cloruro de calcio sobre la disolucion de alginato, formando capsulas
con centro liquido, con ambos procedimientos se pueden encapsular NEP para
aplicaciones en el campo.

Otros materiales de encapsulamiento son la carboximetilcelulosa (CMC), el
cual es un producto con gran potencial para ser utilizado con organismos
biolégicos (Reyes et al. 2011) y la pectina, que es una macromolécula
biodegradable que se utiliza para encapsular productos farmacéuticos vy
bioldgicos, en microcapsulas de hidrogel (Crouse et al. 2015).
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La presente investigacion busca evaluar el uso de tres materiales
diferentes, alginato, carboximetilcelulosa y pectina, para el encapsulamiento del
nematodo Heterorhabditis sp. CIA-NEO7.
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OBJETIVOS

Objetivo general
Comparar diferentes materiales de encapsulamiento segun su capacidad
de contener y preservar al nematodo entomopatdégeno Heterorhabditis sp. CIA-

NEQ7 utilizado como controlador biolégico.

Objetivos especificos

1. Optimizar la preparacion de capsulas con el material que ofrezca mejores
perspectivas de encapsulamiento de NEP.

2. Determinar la capacidad de las capsulas para infectar Galleria mellonella.

3. Determinar el numero adecuado de capsulas a aplicar, por larva, segun la

dosis letal media (LDso).
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REVISION DE LITERATURA

Nematodo entomopatdégeno Heterorhabditis

Los nematodos entomopatogenos (EPN) son eficientes controladores de
plagas de los Ordenes Lepiddptera, Coledptera y Homdptera, las cuales afectan a
muchos cultivos (Garcia et al. 2007). En 1976 se describio el género
Heterorhabditis y en 1979 su bacteria simbionte, la cual es bioluminiscente en la
oscuridad (Figura 1) (Poinar y Grewal 2012).

Los NEP deben de tener ciertas caracteristicas que les permitan ser
utilizados como controladores bioldgicos, entre ellas, ser especificos para
insectos, adaptarse a diferentes condiciones ambientales, ser infectivos, tener
varios hospederos, actuar en la mayoria de estadios del insecto, poder ser
multiplicados en el laboratorio, que se puedan formular, de facil aplicacién en el
campo y ademas que sean compatibles con agroquimicos (Sanchez 2001).

Los JI de Heterorhabditis llevan la bacteria simbionte en su intestino, estos
nematodos buscan una larva de insecto e ingresan a la misma por orificios
naturales (boca, ano, espiraculos), o por las membranas intersegmentales
mediante su diente dorsal. Cuando el NEP llega al hemocele del insecto libera la
bacteria, la cual secreta toxinas y exoenzimas, que poseen un efecto antibacterial,
antibidtico y antifungico, ademas las enzimas degradan los tejidos en la hemolinfa
del hospedero hasta matarlo por toxemia o septicemia. La muerte del insecto se
da entre 24-48 horas después de inoculacion (Burnell y Stock 2000).

Photorhabdus spp. son bacterias Gram negativas, en forma de bacilos,
poseen flagelos peritricos y tienen una fase simbionte (dentro del nematodo)
(Figura 1, Figura 2)y otra patogénica (dentro del insecto hospedero), en la cual se
multiplican y a la vez procesan el contenido de la larva, el nematodo se alimenta

tanto de este alimento procesado como de la bacteria (Navarro 2006).
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Figura 1. Photorhabdus luminesscens subsp. laumondii en el lumen del intestino
de H. bacteriophora utilizando micrografia de epifluorescencia Fuente:
(Waterfield et al. 2009).

Figura 2. Células de Photorhabdus luminescens en el intestino de Heterorhabditis
bacteriophora utilizando micrografia electronica Fuente: (Poinar y Grewal
2012).

Ciclo de vida

En la figura 3 se observa el ciclo de vida de Heterorhabditis, en donde se
aprecia que dentro de la larva huésped, se pueden desarrollan 3 generaciones de
nematodos. El tercer estadio juvenil, es la forma infectiva (JI), que sale de la larva,
y regresa al suelo. De acuerdo a los estudios realizados por Vashisth et al. (2013),
los JI pueden desplazarse y en esta etapa no se alimentan, presentan ademas
quimiorreceptores que les sirven para encontrar a su presa.

En la figura 4 se muestran las diferentes vias de desarrollo de
Heterorhabditis, en donde se observa que los juveniles (J3) pueden provenir tanto
de la eclosion de un huevo como del resultado de la endotokia matricida, que
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consiste en que los huevos se desarrollan dentro del utero de la madre y esta

muere.
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Figura 3. Ciclo de vida de Heterorhabditis Fuente: Vashisth et al. (2013).

El alimento rige las vias de desarrollo de estos nematodos, cuando el
alimento es escaso, se encuentran mayor cantidad de juveniles infectivos (JI),
hembras y hermafroditas con endotokia matricida, mientras que cuando abunda el
alimento, hay mas adultos (machos, hembras y hermafroditas sin endotokia
matricida) (Ehlers y Shapiro-llan 2005). Ademas, la especie de Heterorhabditis
determina la duracion del ciclo de vida, el cual es en términos generales de 10-14
dias (Navarro 2006).

Segun Saénz y Olivares (2008), los nematodos del género Heterorhabditis
matan rapidamente al insecto, son muy prolificos y el JI tiene la capacidad de
sobrevivir mucho tiempo en el suelo sin hospedero. Los JI corresponden a la unica
fase del desarrollo en la cual los nematodos se encuentran en forma de vida libre

sin depender del hospedero que les dio origen (Navarro 2006).
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Figura 4. Vias alternas de desarrollo de Heterorhabditis Fuente: (Ehlers y Shapiro-
llan 2005).

Los nematodos de H. bacteriophora se movilizan en capas profundas del
suelo que van de 8 a 35cm. Ademas, los NEP pueden estar inmdviles en el suelo
y atacar en emboscada al posible hospedero, o mantenerse siempre en

movimiento (Jacas y Caballer 2007).

Hospederos
En el cuadro 1, se observa las especies de nematodos utilizados en

algunos paises para controlar diferentes especies de insectos plaga.



Cuadro 1. Nematodos de Heterorhabdlitis, utilizados para el control de algunos

lepidopteros en diferentes paises Fuente: Vashisth et al. (2013).

Lepidopteros Cultivo Nematodo Pais
Phothorimaea operculella papa H.i* India
Chilo suppressalis arroz H. b** Korea
C. zonellus maiz H.i India
Spodoptera littoralis repollo H.i, H.b Egypto
cultivos de hojas H.i
cultivos de India
Spodoptera litura (F.) inve\l;ir:/z?g;os y
cruciferas H.b Korea
tabaco
cultivos de hojas
Helicoverpa armigera cultivos de
invernaderos y H.i India
viveros
Cnaphalocrosis medinalis  cultivos de hojas
Pieris rapae repollo H.i, H.b Egypto
Pieris brassicae L innaeus cruciferas
Agrotis ipsilon (Hufnagel)
A. segtum (Denis) papa H.i India

* Hi= H. indica, ** H. b= H. bacteriophora
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A nivel de laboratorio se utiliza la larva Galleria mellonella, también
conocida como polilla de la cera, como hospedero de los nematodos
entomopatdégenos, ya que esta es facil de criar y conseguir, ademas es
susceptible y muestra muy bien los sintomas de la infeccion, de una Galleria se
pueden generar hasta 200,000 juveniles infectivos (Giron 2008). Para el cultivo in
vivo de Heterorhabditis Stock y Goodrich-Blair (2012) recomiendan inocular 20
juveniles infectivos por larva de G. mellonella. En el cuadro 2 se detalla el grado
de participacion del NEP, la bacteria simbionte y el insecto plaga en el proceso de

infeccion.

Limitantes para la infeccion de la larva
Ingreso al insecto
La entrada del nematodo se ve afectada por el comportamiento del insecto
y por sus caracteristicas anatomicas, ya que algunos pueden presentar bloqueos
en espiraculos, en la boca y en el ano (Jacas y Caballero 2007).
Inmunologia del insecto
Una vez adentro, el nematodo puede ser detectado por el sistema
inmunitario del insecto, y quedar atrapado e inactivado en una capsula, sin
embargo, la infeccién de la larva siempre se da cuando hay un ingreso masivo de
nematodos (Jacas y Caballero 2007).
Habitat del insecto
Los factores bidticos presentes en el ambiente donde se encuentra el
hospedero como la presencia de enemigos naturales de los NEP (hongos, acaros,
etc.), asi como la competencia entre los NEP y otros nematodos presentes en el
suelo que buscan infectar y alimentarse de las larvas (Yul et al. 2011), pueden
incidir en la capacidad del NEP para infectar un hospedero.
También puede haber competencia entre NEP de la misma especie por el
ingreso masivo de JI a la larva, sin embargo, este fenbmeno es poco comun

debido a que los primeros juveniles en ingresar mueren por la accion del sistema
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inmunologico del huésped, las larvas ya infectadas no son atractivas para otros
juveniles infectivos, hay juveniles mas infectivos que otros, los nematodos que
salen primero del cadaver son mas activos y pueden buscar hospederos en sitios

mas lejanos (Yul et al. 2011).

Cuadro 2. Funcidén que desempenan; Heterorhabditis, Photorhabdus y el insecto
plaga en el proceso de infeccion. Modificado de Eleftherianos et al. (2010).

Individuo Funcién en el proceso de infeccion
Nematodo * Vector que facilita la transmision de la bacteria
Heterorhabditis + Preserva a la bacteria cuando no se esta causando
infeccion

* Puede matar al insecto plaga en ausencia de la

bacteria (favorece la virulencia)

Bacteria Photorhabdus * Una vez dentro de la larva, se multiplica rapido
* Detiene la fagocitosis y la produccion de bactericidas
* Eliminan a los hemocitos de las larvas
* Proporciona alimento al nematodo
* Ayuda a que el nematodo se desarrolle y multiplique
dentro del insecto plaga

Insecto plaga * Es invadido por la bacteria la cual se aloja en su
Hemocele
* Se defienden mediante el sistema inmune, donde
sus hemocitos hacen fagocitosis, formacién de
nodulos, engloban la bacteria y liberan microbicidas
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Por otra parte, hay que tomar en cuenta que los NEP se ven afectados
también por factores abioticos (granulometria y aireacidn) presentes en los suelos
(Jacas y Caballero 2007), lo cual limita su capacidad de movimiento y busqueda.

Condiciones ambientales
La eficacia como controladores biolégicos de los NEP (sobrevivencia,
desarrollo, reproduccion e infectividad), se ve afectada por diversos factores
ambientales generadores de estrés (Bilgrami y Gaugler 2007).
A continuacién, se mencionaran los factores ambientales que mas influyen
en el éxito de estos controladores.
Humedad
El agua es necesaria para el metabolismo y la movilidad de los nematodos,
tanto el exceso como la escasez de agua afectan la capacidad de infectar de los
NEP (Yul et al. 2011). Por lo tanto, se debe activar el riego durante la aplicacion,
para mantener una adecuada hidratacién y movilidad de los juveniles, que facilite
la busqueda e infeccion de insectos (Sanchez 2001). Ademas, aplicar los NEP en
la mafiana o en la tarde, con un pre-riego y riego al momento de la aplicacion
(evitando anegamiento), ayuda a estos controladores a tener las condiciones
adecuadas para buscar e infectar al hospedero.
Temperatura
La mayoria de nematodos requieren temperaturas en el suelo de 12 a 28
°C, por lo que un pre-riego antes de la aplicacion puede ayudar a refrescar el
suelo, ademas, la temperatura es el principal factor que afecta en las
formulaciones comerciales (Sanchez 2001). La bacteria Photorhabdus puede
causar infeccion a temperaturas entre los 12-33 °C, sin embargo, temperaturas
superiores a los 32 °C afectan la reproduccion, el crecimiento y la vida de los NEP
(Yul et al. 2011).
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Radiacion

La radiacion directa afecta estos organismos, por lo que es recomendable

realizar las aplicaciones en horas de la mafiana o por la tarde (Sanchez 2001).
Suelo

La supervivencia de NEP disminuye en suelos arcillosos y anegados,
debido a la falta de oxigeno, por otra parte, el pH entre 4-8 es el ideal para estos
organismos (Vashisth et al. 2013).

Las especies de Heterorhabditis se han encontrado generalmente en los
suelos arenosos de las costas, estos suelos son porosos, lo cual facilita la
movilidad de los nematodos y la entrada de aire en el suelo (Yul et al. 2011).

Los nematodos de H. bacteriophora fueron extraidos principalmente de
suelos franco arenosos con pH entre 5.1 y 6.8 (Yul et al. 2011).

Formulacion y Comercializacién

La viabilidad de los productos a base de NEP se ve afectada por el
desgaste energético que sufre el nematodo al estar en movimiento, la utilidad de
la formulacién radica en el hecho de disminuir el movimiento de los nematodos y
bajarles el metabolismo mientras se almacenan o transportan (Anbesse et al.
2013). Asi mismo, Soler et al. (2003), afirman que el fundamento de las
formulaciones es, ademas de aminorar el desgaste fisico de los nematodos,
bajarles el consumo de oxigeno, por lo que estos merman su actividad fisiologica.

Los nematodos entomopatégenos, como Heterorhabditis, se estan
produciendo a gran escala por varias empresas a nivel internacional, esta
produccion en masa, ha contribuido a reducir los costos de produccién de los
mismos y a que aumente la utilizacién de estos microorganismos en horticultura,
agricultura y silvicultura (Hussein y Abdel-Aty 2012).

Las formulaciones comerciales de estos biocontroladores, pueden ser a
base de nematodos activos como por ejemplo cadaveres de insectos infectados, o

con los NEP parcialmente deshidratados en un material como arcilla o vermiculita,
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esta ultima es mas efectiva, ya que al desecar los juveniles y reducir su movilidad,
se obtienen formulaciones mas estables, en donde la supervivencia y viabilidad
del nematodo permite su comercializacion (Hussein y Abdel-Aty 2012).

Respecto a la compatibilidad, Vashisth et al. (2013) afirma que los juveniles
infectivos pueden tolerar de 2 a 24h la exposicién a reguladores de crecimiento,
fertilizantes, herbicidas, fungicidas e insecticidas quimicos y bioldgicos, lo que
permite la mezcla de productos y ayuda en la reduccion de costos por mano de
obra.

En el mercado internacional hay disponibles varios productos a base de
estos controladores, dos de ellos son Otinem y Nemasys, Otinem contiene
Heterorhabditis bacteriophora y Nemasys es elaborado a base de H. megidis,
ambos son fabricados en Estados Unidos (Vashisth et al. 2013).

Control de calidad

La calidad de un producto elaborado con NEP para el control de plagas esta
muy ligada con los cuidados que se tuvieron tanto en la preparacion como en el
almacenamiento y entre los principales estudios que se deben de realizar para
corroborar su calidad esta la evaluacion de cambios fisicos y quimicos en el
producto, la presencia de contaminantes en el material de almacenamiento y la
viabilidad de los nematodos, esta ultima es dificil de determinar ya que algunos
nematodos que se observan inmodviles se encuentran viables (Grewal y Peters
2005).

Por otra parte hay que considerar que la sobrevivencia de los nematodos
puede variar de una especie a otra.

Desventajas del uso de NEP en comparacién al manejo convencional
Entre las limitaciones del uso de nematodos entomopatdégenos se
encuentra que se deben aplicar muy seguido y a dosis altas (0,1 — 1 x 10° JI / m?),

y que hace falta capacitar a productores sobre las ventajas de estos controladores
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para el manejo de plagas (Rodriguez et al. 2012).

Por su parte, Saenz y Olivares (2008), afirman que los nematodos
entomopatdégenos son susceptibles a condiciones ambientales adversas como la
sequia, lo cual compromete su viabilidad y persistencia en el campo, ademas no
se pueden almacenar por mucho tiempo y los productos a base de estos
organismos son mas costosos que los quimicos.

Segun Gowen y Hague (2002), a nivel de campo los nematodos se aplican
directamente sobre el suelo mediante inundaciones o por el sistema de irrigacion,
en donde se utilizan concentraciones de 2,5 mil millones de JI por Ha para poder
contrarrestar los efectos tanto de los factores bi6ticos como abioticos y hacer un
buen control, por lo cual el requerimiento de agua para aplicar estos organismos

es muy alto.

Consideraciones

Segun Rodriguez et al. (2009), el control de P. elenans con Heterorhabditis
sp. (cepa CIA-NE-07), se debe realizar cuando Phyllophaga se encuentre en los
estadios larvales L1 o L2 ya que son mas susceptibles, por lo que depende de la
fase del ciclo de vida en la cual se encuentre la plaga, para que esta pueda ser
infectada por los NEP.

Para que se dé un ‘“reciclaje” de nematodos, o sea que los nematodos
aplicados en un inicio continuen multiplicandose y generando nuevos individuos,
se requiere que los hospederos estén siempre presentes en el campo, que sean
susceptibles a la infeccion por los NEP y que las condiciones ambientales
propicien la vida de ambos organismos, sin embargo, para mantener un buen

control se hace necesario realizar aplicaciones constantes (Yul et al. 2011).
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Materiales de encapsulamiento

Hiltpold (2015), indica que la formulacion de NEP, ademas de ayudar a
reducir el consumo de agua, facilitan labores como almacenamiento, transporte, y
aplicacion de estos microorganismos.

Alginato

El alginato se extrae de algas, en donde las mas utilizadas son Lessonia
nigrescens, que se caracteriza por producir un alginato elastico que contiene 60%
de acido manuronico y Lessonia trabeculata, la cual genera un alginato rigido
debido a que contiene 90% de acido guloronico (Cabané et al. 2011).

Las matrices de alginato se estan utilizando en agricultura, para el control
biolégico de patogenos y para formular microorganismos benéficos, estas matrices
encapsulan a las células vivas formando pequefias esferas, las cuales se
producen al gotear la mezcla de alginato de sodio y células sobre una solucién con
cationes multivalentes como Ca ?*(Mujica 2006) (Figura 5).

La funcién de las microcapsulas de alginato es proteger componentes
activos, células o microorganismos que sean sensibles a factores externos como
el calor, pH, oxigeno y luz, ademas promueve una lenta liberacion de estos
productos, aumentando su viabilidad (Lupo et al. 2012).

Segun Cabané et al. (2011), la viabilidad de células microencapsuladas en
alginato esta muy ligada a dos factores que son la permeabilidad y la estabilidad
de las microesferas, en el primer caso, las membranas del alginato son
semipermeables por lo que por ellas ingresan moléculas basicas para la célula, y
en el segundo porque se espera una disolucion controlada del alginato para liberar

a las células en un ambiente especifico.
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Figura 5. Estructura quimica del polimero de alginato Alginato (A), Alginato
gelificado con calcio (B). Fuente: Araya (2012).

Las capsulas de alginato de calcio ya han sido utilizadas para almacenar
nematodos y controlar plagas, la ventaja que tiene esta formulacion, es que el
alginato es biodegradable y permite la liberacion paulatina de los nematodos, sin
embargo para una liberacion rapida y completa se hace necesario utilizar citrato
de sodio, este compuesto es utilizado para disolver las capsulas de alginato
(Soler et al. 2003).

Carboximetilcelulosa

La carboximetilcelulosa (CMC) es un polimero lineal de unidades de
glucosa anhidra- 3, en donde cada unidad de glucosa tiene 3 grupos hidroxilo, los
cuales se acomplejan con iones trivalentes (AI**, Cr**, Fe®*") para formar geles
(Mussinovitch y Hirashima 2013).

Este polimero se deriva de la celulosa de las plantas, y se obtiene al
introducir grupos de carboximetil de sodio (CH,COONa) a la estructura de la

celulosa, lo cual le permite ser soluble en agua (Reyes et al. 2011).
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El reactivo CMC también es conocido como goma de celulosa y una de sus
principales caracteristicas es que tiene la capacidad de retener agua
(Mussinovitch y Hirashima 2013).

Pectina

La pectina es un polisacarido, el cual es extraido de la cascara de citricos y
de la pulpa de manzana (Figura 6), esta tiene la capacidad de gelificarse cuando
se mezcla con cationes divalentes como el calcio (Helgerud et al. 2010).

Esta formada por acido a-D-galacturénico unido con enlaces a-1,4-
glucosidico, el acido galacturonico tiene algunos grupos carboxilicos metilados, y
pueden presentar cadenas laterales de arabinosa, galactano, arabinogalactano,
glucosa, manosa, y xilosa, dependiendo del material vegetal utilizado (Costas et
al. 2008).

OH 'OOC OH OOC OH 'OOC o/
OOC OH -00C OH - OH

HO

Figura 6. Pectina gelificada con calcio. Fuente: (Helgerud et al. 2010).

Los NEP de Heterorhabditis son buenos controladores, ampliamente
estudiados y las investigaciones que se puedan hacer acerca de las formulaciones
y técnicas de aplicacion, haran un gran aporte al conocimiento actual en esta area.

El uso del agua es una limitante importante en los cultivos, el desarrollo de
formulaciones que puedan aplicarse con volumenes reducidos de agua es de gran
importancia para el sector agricola. Ademas, el método de encapsulamiento de los
NEP puede llegar a reducir el efecto deletéreo del ambiente sobre estos

organismos y hacer de esta forma de control biolégico un sistema mas eficiente.
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METODOLOGIA

1. Organismos utilizados en el estudio

Se utilizé el nematodo Heterorhabditis sp. CIA-NEQO7 de la coleccion de
cepas del Laboratorio de Microbiologia Agricola del Centro de Investigaciones
Agronomicas (CIA) asi como larvas de Galleria mellonella de un pie de cria que se
mantiene en el laboratorio en la forma descrita en Rodriguez et al. (2009). Los
nematodos se mantuvieron en solucién Ringer, la cual es una solucidn nutritiva
que contiene sales disueltas en agua desionizada (Anexo 1).

Para el cultivo in vivo del nematodo se colocé papel filtro sobre la base de
una placa Petri de 8,5 cm de diametro y se inoculé con 1 mL de una suspension
con 200 JI/ml de la cepa Heterorhabditis sp. CIA-NEQO7, posteriormente, se
colocaron 4-5 larvas de G. mellonella y se sell6 la placa Petri con papel
Parafim™, estas se almacenaron a temperatura ambiente para que se
desarrollara la infeccidn y muerte de las larvas. Los cadaveres se colocaron en
una trampa White para la extraccion de los nematodos (Rodriguez et al. 2009,
Amador et al. 2015). Los juveniles infectivos se almacenaron en botellas de vidrio
con solucién Ringer por un periodo no mayor a 30 dias.

2. Seleccion de tres materiales de encapsulamiento

Se evaluaron los siguientes materiales de encapsulamiento: pectina,
alginato, carboximetilcelulosa y gelatina (cuadro 3).

Para la elaboracion de las capsulas se siguio la metodologia propuesta por
Vemmer y Patel (2013), la cual consiste en la preparacion de soluciones (p/v) en
agua desionizada de los diferentes materiales para posteriormente verterlos gota a
gota sobre una solucion de cationes.

La encapsulacién de los nematodos se realizé afiadiendo 5 mL de una

suspension de JI a una solucion de cada uno de los materiales elegidos (Figura 7),
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se evaluo un total de 23 formulaciones (Cuadro 3), la mezcla fue goteada con una
pipeta de 1-10 mL con punta recortada, sobre una solucion que contenia cationes
divalentes y trivalentes (cloruro de calcio dihidratado al 4,4% o cloruro de hierro al
5,5%, cloruro de magnesio al 3,8% o una disolucion de PAAHCI (poli(clorhidrato
de alilamina) + Ca®* + Fe®* (Anexo 1), ademas se goted gelatina sobre HCI y de
forma inversa, Ca sobre Alginato al 1,2% y PAAHCI + Ca®* + Fe>* sobre
Carboximetilcelulosa al 1,1%. Las capsulas resultantes se dejaron reposar en la
solucion por aproximadamente 30 minutos, posteriormente se les realiz6 lavados

en un colador con agua desionizada, quedando de esta forma los JI encapsulados.
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Figura 7. Esquema del procedimiento de encapsulamiento de nematodos: a;
Nematodos suspendidos en el polisacarido polianionico y goteados sobre la
disolucion de catidn o polimero policationico, b; Representaciéon de una
capsula de nematodos basada en polisacaridos polianionicos gelificados
Fuente: Elaboracion propia.
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En el caso de la pectina se prepararon diferentes concentraciones del
polimero y se gotearon sobre una solucion de cloruro de calcio y cloruro de hierro
segun se indica en el cuadro 3. Las capsulas de alginato se prepararon goteando
tres concentraciones de alginato sobre cloruro de calcio, de las cuales la solucion
al 1,2% se goted sobre cloruro de hierro y cloruro de magnesio en las
concentraciones descritas en el cuadro 3. Diferentes concentraciones de
carboximetilcelulosa se gotearon sobre cloruro de hierro(lll), mientras que la
solucion al 1,1% se goted sobre cloruro de calcio y PAAHCI + Ca®* + Fe*" (Anexo
1). Se prepararon ademas 3 suspensiones de gelatina a diferente concentracion
las cuales fueron goteadas sobre HCI 0,1 mol/L. Se utilizaron ademas dos
formulaciones inversas, goteando cloruro de calcio sobre alginato y PAAHCI +
Ca** + Fe* sobre carboximetilcelulosa. Las disoluciones catiénicas utilizadas
(CaCl,, FeCls, MgCl,, HCI y PAAHCI + Ca®** + Fe') se probron a una
concentracion definida y no fueron variadas para ninguna prueba, lo cual se
observa en el cuadro 3.

Para cada una de las preparaciones se evalué la capacidad de formar
capsulas, la forma y consistencia fisica de las capsulas y su capacidad de
retencion de nematodos. Con respecto a la forma se determind si estas eran
regulares (capsulas de borde entero), o si eran de forma irregular (borde irregular),
la consistencia se defini6 como blanda cuando ocurrié ruptura al tacto o dura
cuando para romperlas habia que ejercer presion sobre las mismas. La retencidon
de nematodos por la capsulas se clasifico como baja cuando se liberaron mas de
10 JI a partir de capsulas recién formadas, hasta los 7 dias y alta cuando se
liberaron menos de 10.

Se eligieron los tres materiales con los que se obtuvieron capsulas, y en

donde la capsulas tuvieron forma regular.
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Cuadro 3. Preparacion de capsulas a partir de pectina, alginato,
carboximetilcelulosa (CMC), gelatina y PAAHCI + Ca®* + Fe®".

Pectina 1,2%, 4,2%, 5,5%, cloruro de calcio al 4,4%
6,0%
1,2% cloruro de hierro al 5,5%
Alginato 1,2%, 2%, 2,4%, cloruro de calcio al 4,4%
3,0%
1,2% cloruro de hierro al 5,5%.
1,.2% cloruro de magnesio al 3,8%
CMC 1,1%, 1,7%, 2,2% cloruro de hierro al 5,5%
1,1%, cloruro de calcio al 4,4%
1,1%, PAAHCI + Ca** + Fe**
Gelatina 1,25%, 1,75%, 2,25% HCI 0,1 mol/L.
Cloruro de calcio 4,4% alginato al 1,2%
PAAHCI+ Ca** + Fe** CMC al 1,1%

3. Evaluacion de la dureza de las capsulas y viabilidad de los nematodos
en tres materiales de encapsulamiento
3.1 Determinacidén de la dureza de las capsulas
Se prepararon capsulas de cada uno de los materiales y se almacenaron en
agua a temperatura ambiente durante 24 horas. Se tomaron 30 capsulas de cada
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material y se analizaron en el Laboratorio de Tecnologia de Alimentos de la
Universidad de Costa Rica, utilizando un texturémetro digital (TA-TX Plus Texture
Analyzer, Stable Micro Systems LTD., Godalming, Reino Unido), con una punta
cilindrica de 3 mm de diametro que penetré6 a 2 mm de profundidad en cada
capsula y a una velocidad de 1,5 mm s, la fuerza de ruptura expresada en
N mm™" se obtuvo a partir del calculo del area bajo la curva, la cual inicié desde la
penetracién, hasta alcanzar el pico maximo de ruptura. Para la utilizacion del

texturometro se siguio el protocolo utilizado por Soldrzano (2014).

3.2 Viabilidad de los nematodos encapsulados

Para determinar la viabilidad de los nematodos encapsulados, se tomaron
10 capsulas de cada material (alginato 2,0%-Ca, pectina 4,2%-Ca
carboximetilcelulosa 2,2%-Fe), se colocaron en placas Petri de 5cm de diametro y
se les anadi6 2mL de citrato de sodio 0,5M + 0,1% Triton x-100 utilizando la
metodologia de Goud et al. (2010). Las capsulas asi tratadas se dejaron reposar
durante 1 hora, transcurrido este tiempo, se observd al microscopio invertido
marca Nikon modelo 7S 100, del Laboratorio de Nematologia de la Universidad de
Costa Rica para determinar si los nematodos que se estaban liberando estaban
Vvivos 0 no.

Debido a que las capsulas de pectina presentaron después de 4 dias
puntos de coloracion negra, secciones de las capsulas se colocaron en platos de
PDA a fin de determinar si se trataba de crecimiento microbiano, se procedi6
ademas a autoclavar el polvo de pectina para hacer capsulas al 2,7% y una
solucién de pectina al 4,8%, para que el polimero utilizado fuera esterilizado.

Se determiné el pH de las soluciones de cloruro de hierro al 5,5%, cloruro
de calcio al 4,4%, cloruro de aluminio al 5,2%, solucién Ringer y solucién en la que
se almacenan los nematodos para determinar si el pH era un factor limitante para
la sobrevivencia de los nematodos encapsulados. En los casos en que el pH
resulté acido, se corrigio adicionando NaOH 1,0 M, con el fin de que las capsulas
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formuladas presentaran un pH adecuado para los nematodos. Se evalu6 ademas
el uso de AICl3 como cation para el goteo de carboximetilcelulosa y el uso de una
menor concetracidn de FeCls, la cual se bajé de 5,5% a 2,75%.

Se selecciond el material que presentd los mejores resultados de viabilidad

de JI encapsulados y que no presenté contaminacion.

4. Evaluacion de tres concentraciones del material seleccionado
4.1 Determinacion de la dureza de las capsulas de alginato al 2, 3 y 4%

Se prepararon tres concentraciones de capsulas de alginato, para ello se
adicion6é 5mL de una suspension de nematodos a una concentracion de 500 JI/mL,
a 5 mL de cada una de tres soluciones acuosas de alginato (4%, 6% y 8%),
llegando de esta manera a tener soluciones de alginato al 2, 3 y 4%, estas ultimas
fueron goteadas sobre una solucidén de cloruro de calcio al 4,4% (Figura 8). Se
determind la fuerza de ruptura de las capsulas a las tres concentraciones,

utilizando la metodologia previamente descrita.

Figura 8. Elaboracién de capsulas de alginato con JI: a; Soluciones de alginato al
2%, 3% y 4%, b; Goteo de alginato al 2% con JI sobre CaCl,, c; Formacion de
las capsulas.



37

4.2 Estandarizacion del numero de nematodos por capsula.
4.2.1 Estandarizacion del método de recuento
Se realizaron diluciones de las botellas que almacenan nematodos, para
encontrar las concentracibnes deseadas, siguiendo la fémula de  Stock vy
Goodrich-Blair (2012):

D (wt;dos final) xC(mL final)
A(mL inicial) = m

(nematodos

inicial)

C(mL final) — A(mL inicial) = +mL de agua a agregar para nueva dilucién

En donde mL inicial= suspensiéon a diluir, nematodo/mL inical= de
suspension a diluir, nematodo/mL final= de nueva dilucion, mL final= de nueva
dilucion.

Para estandarizar la técnica para la determinacién del numero de
nematodos presentes en las capsulas se prepard una suspension de 2000 JI/mL
en alginato al 3%,y se goted sobre una solucién de cloruro de calcio al 4,4%. Las
capsulas se colocaron individualmente y en grupos de 5 en tubos conicos con 1
mL de citrato mas 9 mL de agua desionizada, se agitaron durante 30 segundos
con un vortex. De cada tubo se tomaron 0,1 mL y 1 mL, las alicuotas se colocaron
en un plato petri de 5 cm de diametro con una cuadricula y se contaron utilizando

un microscopio invertido. Se determind la cantidad de nematodos por capsula.

4.2.2 Determinacion de la cantidad de nematodos presentes en capsulas
de diferentes concentraciones.
Se prepararon capsulas a partir de suspensiones correspondientes a 500,
1000 y 2000 JI/mL, posteriormente las capsulas se disolvieron con citrato y se
realizo el conteo y observacién de los nematodos a fin de determinar la cantidad
de nematodos presentes en las mismas (Laboratorio Microbiologia Agricola CIA,
Laboratorio de Nematologia UCR).
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4.3 Sobrevivencia y permanencia de los nematodos encapsulados.
4.3.1 Sobrevivencia de los nematodos en capsulas de 2, 3 y 4% de
alginato.

Se realiz6 un ensayo en el que se evalud la sobrevivencia de los
nematodos en capsulas de diferentes concentraciones de alginato utilizando una
suspension de nematodos de 500JI/mL. Las capsulas se prepararon en la forma
previamente descrita (Figura 8).

De cada concentracion se colocé 5 capsulas en un tubo eppendorft de 2 mL
lo cual represent6 a la unidad experimental. Se realizaron 5 evaluaciones (semana
1, semana 2, semana 3, semana 4 y semana 5). Se utilizaron 5 repeticiones por
tratamiento por tiempo (Figura 9) por lo tanto, hubo en total 25 unidades

experimentales por tratamiento.

Figura 9. Tubos eppendorf con 5 capsulas de alginato con JI, para las 3
concentraciones utilizadas, y para las 5 semanas de evaluacion.

Cada unidad experimental se procesé mediante el método destructivo, el
cual consistio en la disolucién de las 5 capsulas con citrato de sodio 0,5M + 0,1%
Triton x-100 utilizando la metodologia de Goud et al. (2010) con las siguientes
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modificaciones: se realizé un lavado a las capsulas con agua desionizada (Figura
10a) y se pasaron a un tubo conico de 15 mL donde se les afadio 0,5 mL de
citrato (Figura 10b), se agité en el vortex por 15 segundos (Figura 10c), luego se
dej6 reposar por 1 hora, transcurrido este tiempo se agité nuevamente en el vortex
por 30 segundos y nuevamente se dejé reposar por una hora, finalmente se agité
manualmente y se le agregd 0,5 mL de agua desionizada para que la solucion
resultante fuera mas clara (Figura 10d), esto se realiz6 en el Laboratorio de
Microbiologia Agricola del CIA.

Se realizaron observaciones al microscopio invertido, tomando, por cada
unidad experimental procesada, un volumen de 100 uL con una micropipeta, el
cual se distribuyé sobre una cuadricula de 0,2 cm? por cuadro (Figura 10e,10f),
para determinar la cantidad y el estado (vivos o muertos) en el que se encontraban
los nematodos encapsulados, esto se realizo en el Laboratorio de Nematologia de
la UCR.

Se utilizé un diseno irrestricto en un arreglo factorial. Para analizar los datos
obtenidos se calculé6 el area bajo la curva (ABC) con el fin de hacer
comparaciones entre tratamientos (concentraciones de alginato), los datos se
analizaron mediante el analisis de varianza (ANOVA) y LSD fisher, se utilizo el

programa Infostat (Balzarini et al. 2008). El nivel de significancia se defini6 al 5%.
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Figura 10. Pasos seguidos para determinar sobrevivencia de los nematodos
encapsulados: a; Lavado de las 5 capsulas, b; Tubos con las 5 capsulas y
0,5 mL de citrato, c; Agitacion de los tubos con el vortex, d; Tubos con
capsulas disueltas en citrato (izquierda) y en citrato y agua (derecha), e;
Cuadricula utilizada para conteos, f; Area de conteo (gota) con un nematodo
vivo.

4.3.2 Permanencia de los nematodos en capsulas de 2, 3 y 4% de
alginato.

Se evalud la liberacion de los nematodos a partir de las capsulas en tres
tratamientos: alginato al 2%, al 3% y al 4%. La unidad experimental fue un tubo de
eppendorf de 2 mL conteniendo 5 capsulas de nematodos y 1 mL de agua
desionizada. Se utilizd 5 repeticiones por tratamiento. Las evaluaciones se
realizaron a las 24 horas y cada 7 dias hasta la semana 5.

Para determinar el numero de nematodos liberados, se colocaron 5
capsulas de cada concentracion en tubos de eppendorf con 1 mL de agua
desionizada (Figura 11a), los tubos se incubaron a 25°C y a las 24 horas de
transferidos se tomd una alicuota de 100uL y se determind, mediante lectura
utilizando un microscopio invertido (Figura11b), el numero de NEP vivos
(Figura1i1c) y muertos (Figura11d) presentes en el agua, esto se realiz6 en el
Laboratorio de Nematologia UCR.
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Se utilizé un diseno irrestricto en un arreglo factorial. Para analizar los datos
obtenidos se calculd6 el ABC y se analizO6 mediante el analisis de varianza
(ANOVA) y LSD fisher, con la utilizacion del programa Infostat. El nivel de
significancia se definio al 5%.

Figura 11. Determinacion de permanencia: a; Capsulas en agua, b; Microscopio
utilizado para el conteo, c; Nematodo vivo, d; Nematodo muerto.

5. Optimizacion de la inoculacion de Galleria mellonella utilizando
nematodos encapsulados

En un primer experimento se utilizaron capsulas preparadas con una
suspension de 500 JI/mL, se utilizaron tres dosis (2, 10 y 20 capsulas por larva).
En el segundo experimento se evaluaron 3 dosis (1, 5 y 10 capsulas/larva) a una
concentracion de 1000 JI/mL y 2000 JI/mL.

5.1 Efecto de tres dosis de capsulas (2, 10 y 20 capsulas/larva) de 500
JI/mL sobre el porcentaje de infecciéon de G. mellonella.
Se evalud el efecto de tres dosis de capsulas sobre el porcentaje de

infeccidn de G. mellonella. Las larvas fueron previamente tratadas colocandolas
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en bafo maria a 56 °C por 10 segundos, con el fin de que estas cesaran su
produccion de seda y no se ocultaran dentro de los capullos (Rodriguez 2016)".

La unidad experimental consistio en 5 larvas colocadas en un plato petri de
8,5 cm de diametro con doble papel filtro, a las que se aplicaron tres cantidades de
capsulas; 2, 10 y 20 capsulas/larva (3 tratamientos), los platos se incubaron a
25°C. Se utiliz6 5 repeticiones por tratamiento. Las evaluaciones de larvas
infectadas (%) se realizaron a los 2 dias, 8 dias, 10 dias y 15 dias. Se disectaron
las larvas para verificar que estuvieran infectadas. Los datos se analizaron
mediante ANOVA y LSD fisher utilizando el programa Infostat (Balzarini et al.
2008).

5.2 Efecto de tres dosis de capsulas (1, 5 y 10 capsulas/larva) a dos

concentraciones de nematodos (1000 y 2000 JI/mL).

Se colocaron 5 larvas de Galleria tratadas en la forma descrita en el punto
5.1 y posteriormente se aplicaron diferentes cantidades de capsulas; 2, 5y 10
capsulas/larva para las concentraciones de 1000 JI/mL y 2000 JI/mL para un total
de 6 tratamientos. Los platos se incubaron a 25°C. Se utilizé 5 repeticiones por
tratamiento. Se realiz6 una evaluacion del porcentaje de larvas infectadas a los 15
dias después de inoculacién (ddi). Se disectaron las larvas consideradas como
infectadas por su coloracion a los 10 ddi, se observaron al estereoscopio a los 15
ddi y se colocaron en trampas White. Los datos se analizaron mediante ANOVA y

LSD fisher utilizando el programa Infostat (2008).

1Rodriguez, A. 2016. Tratamiento térmico para Gallerias. (correo electronico). Limén, CR,
CORBANA.
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6. Determinacion de la DLs

Se colocaron 5 larvas de G. mellonella por plato petri de 8,5 cm de diametro
con doble papel filtro humedecido con 0,5 mL de agua desionizada, vy
posteriormente se aplicaron diferentes cantidades de capsulas (0, 5, 10, 15, 20 y
25) a 2000 JI/mL para un total de 6 tratamientos (Figura 12). De tal forma que las
dosis utilizadas fueron de 0, 1, 2, 3, 4 y 5 capsulas/larva. Se utilizé un blanco el
cual consistid de 5 larvas por plato petri mas 1mL de 200JI/mL. Los platos se
incubaron a 25°C. Se utilizé 6 repeticiones por tratamiento. Se realizé la
evaluacion del porcentaje de infeccion al sexto dia después de inoculacion.

Figura 12. Placas petri con 5 larvas de G. mellonella, y diferentes dosis,
evaluadas al dia 6.

Los datos obtenidos se analizaron mediante ANOVA y LSD Fisher para
determinar el porcentaje de infeccidn al dia 6 y una regresion de Probit para
cuantificar la dosis letal (DLsg) o dosis requerida para infectar al 50% de las larvas.

Se determiné el numero de capsulas a aplicar por area segun DLs.

Los analisis se hicieron mediante el uso de Infostat (Balzarini et al. 2008).
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Seleccion de tres materiales de encapsulamiento

La capacidad de formar capsulas y retener a los nematodos vario entre los
materiales y concentraciones utilizadas. De las 23 formulaciones empleadas 12
lograron formar capsulas (Pectina 1,2%-Ca, 4,2%, 5,5% y 6% de Pectina, Alginato
1,2%-Ca, 2%, 24% y 3,0% de Alginato, Alginato 1,2%-Fe vy
Carboximetilcelulosa(CMC) 1,1%-Fe, 1,7%, y 2,2% de CMC, asi como CMC 2,2%-
AICl3) (cuadro 4). Los materiales con los que no se formd capsulas fueron Pectina
1,2%-Fe, Pectina 2,7% polvo autoclavado-Ca, Pectina 4,8% solucion autoclavada-
Ca, Alginato 1,2%-MgCl,, Carboximetilcelulosa 1,1%-Ca, Carboximetilcelulosa
1,1%-PAAHCI + Ca?* + Fe*, Gelatina 1,25%-HCI, Gelatina 1,75%-HCI, Gelatina
2,25%-HCI, y los goteados de forma inversa (solucion cationica sobre el polimero)
Ca-Alginato 1,2% y PAAHCI + Ca** + Fe**-Carboximetilcelulosa 1,1%.

Respecto a las formulaciones hechas a partir de diferentes concentraciones
de pectina utilizando como cationes Ca y Fe, se encontr6 que con la mayoria de
las combinaciones se formé capsulas (Cuadro 4, Figura 13). Sin embargo, las
capsulas de Pectina 1,2%-Ca fueron muy blandas y de forma irregular (Figura 13a
y 13b), mientras que las de 4,2% (Figura 13c), presentaron forma regular,
consistencia dura y la retencion de nematodos fue baja. Las capsulas al 5,5%
(Figura 13d) presentaron forma regular, consistencia dura y al encapsular
nematodos estos permanecieron mas tiempo encapsulados que con las
concentraciones menores. Por su parte, la concentraciéon al 6% sobre calcio
(Figura 13e) no resultd6 adecuada, ya que las capsulas fueron deformes y muy
duras. Mientras que con la formulacién de Pectina 1,2%-Fe (Figura 13f), se formé

un material amarillo y pegajoso.
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Cuadro 4. Determinacion de la forma, consistencia y retencion de JI segun los
materiales utilizados para encapsular.

Formulacién Borde Consistencia* Retencion de JI
Pectina 1,2%-Ca irregular blanda <10
Pectina 4,2%-Ca regular dura <10
Pectina 5,5%-Ca regular dura >10
Pectina 6%-Ca irregular dura >10
Pectina 1,2%-Fe Sl - -
Alginato 1,2%-Ca regular blanda <10
Alginato 2%-Ca regular blanda <10
Alginato 2,4%-Ca regular blanda <10
Alginato 3,0%-Ca regular dura >10
Alginato 1,2%-Fe regular blanda <10
Alginato 1,2%-MgCl, - - -
CMC 1,1%-Fe regular blanda >10
CMC 1,7%-Fe regular dura >10
CMC 2,2%-Fe regular dura >10

CMC 1,1%-Ca - - -
CMC 1,1%-PAAHCI + Ca** +

Fe®*

Gelatina 1,25%-HCI - - R
Gelatina 1,75%-HCI = - -
Gelatina 2,25%-HCI - - -
Ca-Alginato 1,2% - - -
PAAHCI + Ca* + Fe*- CMC

1,1%

*Blanda: ruptura al tacto, dura: ruptura al presionar; **No se formé capsula.
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Figura 13. Capsulas de pectina a diferentes concentraciones: a; Pectina 1,2%-Ca,
b; Detalle de Pectina 1,2%-Ca, c; Pectina 4,2%-Ca, d; Pectina 5,5%-Ca, e€;
Pectina 6%-Ca, f; Pectina 1,2%-Fe.

El hecho de que la pectina gelificara bien en calcio y mal en hierro, se
puede deber a que la reticulacion pectina-solucién catidnica se realiza con mas
fuerza en soluciones cationicas divalentes que con trivalentes. Segun Das et al.
(2011), para la generaciéon de capsulas redondas a partir de pectina, es
indispensable la presencia de iones de calcio, la dureza de estas esferas aumenta
al dejarlas por mas tiempo en la solucion catidnica y al agregar un agente de
endurecimiento como la polietilenimina.

Cuando se prepararon capsulas con el centro gelificado, se encontré que
estas tuvieron forma redondeada; sin embargo, las concentraciones al 1,2%
(Figura 14a) y 2% ( Figura 14b), 2,4% (Figura 14c) goteadas sobre cloruro de
calcio, formaron capsulas suaves y la retencion de nematodos fue baja. El alginato
al 3% goteado sobre cloruro de calcio (Figura 14d), formd capsulas con una
textura dura y una retencion de nematodos alta mientras que el alginato al 1,2%
goteado sobre cloruro de hierro tuvo el inconveniente de que las capsulas se
aglomeraron (Figura 14e) mientras que el alginato goteado sobre MgCl, no

produjo capsulas.
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Figura 14. Capsulas de alginato a diferentes concentraciones: a; Alginato 1,2%-
Ca, b; Alginato 2%-Ca, c; Alginato 2,4%-Ca, d; Alginato 3%-Ca, e; Alginato
1,2%-Fe.

Las capsulas de CMC 1,1%-Fe (Figura 15a y 15b) presentaron una
consistencia muy suave, al aumentar la concentracion al 1,7% y 2,2% (Figura 15c
y 15d), tuvieron una textura adecuada por lo que se eligid la concentracién de
2,2% para ensayos posteriores (Cuadro 4). Por otro lado, al gotear CMC al 1,1%
sobre cloruro de calcio al 4,4% (Figura 15e), no se produjo capsulas, mientras que
al gotear CMC al 1,1% sobre PAAHCI + Ca®** + Fe®" (Figura 15f), se formé una
sustancia amarillenta que se aglomeré.

Davidson et al. (2013), encapsularon fertilizante liquido en CMC, generando
un hidrogel, para esto hicieron gotear la mezcla de CMC al 7% vy el fertilizante
sobre otra mezcla de soluciones de cloruro de hierro Il, cloruro de hierro Il y
cloruro de calcio, encontrando que al gotear la CMC sobre esta mezcla de
soluciones cationicas se formaron capsulas, los autores determinaron que los
iones de Fe®* aumentan las fuerzas de entrecruzamiento y generan estructuras
mas fuertes en comparacién con iones de Ca®*. Estos hallazgos tienen relacion

con los resultados obtenidos en este estudio, ya que la CMC empleada al 2,2%
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solo formé capsulas cuando se utilizé FeCls, por lo cual, en experimentos futuros,
se puede pensar en aumentar la concentracion de CMC a fin de que se formen

capsulas también con el CaCls,.

Figura 15. Capsulas de Carboximetilcelulosa a diferentes concentraciones: a;
CMC 1,1%-Fe, b; Detalle de CMC 1,1%-Fe, ¢; CMC 1,7%-Fe, d; CMC 2,2%-
Fe, e; CMC 1,1%-Ca, f; CMC 1,1%-PAAHCL-Ca-Fe.

Al gotear las suspensiones de gelatina al 1,25%, 1,75% y 2,25%, sobre el
acido clorhidrico (0,1 mol/L), no se observé la formacion de capsulas para ninguna
de las concentraciones evaluadas, por lo que se descarté este material (Cuadro
4).

Cuando se evalué el inverso del alginato para producir capsulas de centro
liquido, se formd una sustancia pegajosa y blanquecina (Cuadro 4, Figura 16), lo
cual no se ajusta a lo reportado por Hiltpold (2015) que obtuvo capsulas utilizando
este procedimiento, o que hace pensar que se requieren concentraciones mas

altas de cloruro de calcio para la obtencion de capsulas.
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Por otra parte al gotear PAAHCI + Ca2+ + Fe3+ sobre carboximetilcelulosa
al 1,1% (Figura 16b) se formé una nata color naranja, por lo que esta mezcla se
descartd para proximas pruebas.

Figura 16. Materiales de encapsulacién probados: a; Ca-Alginato 1,2% b;
PAAHCI-Ca-Fe-Carboximetilcelulosa 1,1%.

Para los ensayos posteriores se eligieron los hidrogeles Alginato 2%-Ca,
Pectina 4,2%-Ca, y Carboximetilcelulosa 2,2%-Fe, ya que estos tres materiales
generaron capsulas de forma regular y de consistencia adecuada para la

manipulacion del producto terminado.

2. Evaluacion de la dureza de las capsulas y viabilidad de los nematodos

en tres materiales de encapsulamiento

2.1 Determinacion de la dureza de las capsulas
Cuando se determiné el punto de ruptura de las capsulas de Pectina 4,2%-
Ca, alginato 2%-Ca y CMC 2,2%-Fe (Figura 17a), utilizando un texturometro digital
(Figura 17b y 17c), se observé que las capsulas de CMC presentaron valores

significativamente menores que las demas capsulas, siendo las mas suaves, con
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un valor de 0,081 N.mm™, seguidas por las de pectina con 0,479 N.mm™y las
capsulas mas duras fueron las de alginato, con un valor de fuerza de ruptura de

1,149 N.mm™" diferenciandose significativamente de las demas capsulas (Figura
18).

Figura 17. Determinacién de la dureza de diferentes capsulas: a; Capsulas de
Pectina, Alginato y CMC b; Texturometro digital c; Detalle de la medicion de
una capsula.
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Figura 18. Fuerza de ruptura (N.mm'1), requerida para romper las capsulas de
CMC, pectina y alginato (p<0,01).

Los resultados indican que las capsulas de alginato requieren una menor
cantidad de reactivo que los otros materiales para generar capsulas de forma vy
consistencia adecuada para encapsular nematodos.

Al medir la fuerza de ruptura de capsulas de alginato de calcio, se puede
determinar la proteccion mecanica del encapsulado, la resistencia que debe
vencer el encapsulado para liberarse y el paso de nutrientes a través de los poros
del complejo polimero-solucion catidnica (Solorzano 2014).

2.2Viabilidad de los nematodos encapsulados
Las formulaciones a base de alginato y pectina presentaron nematodos
vivos (con movimiento) mientras que los nematodos contenidos en las de CMC

(Figura 19) se encontraban inmoviles, distendidos y doblados; al observar las
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capsulas al microscopio se constaté que estos se encontraban vacuolados y de
una sola tonalidad (no se podia distinguir el eséfago y el intestino), por lo que se

determiné que estaban muertos.

Figura 19. Capsulas de Carboximetilcelulosa: a. Disolviéndose en citrato de sodio,
b. Detalle capsulas anteriores con la liberacion de nematodos muertos vistos
al estereoscopio.

Si bien la pectina present6 caracteristicas adecuadas para la formulacion de
los nematodos, las capsulas mostraron puntos negros dentro de las mismas
(Figura 20a) debido a la presencia de hongos y levaduras tal y como se evidencio

en el crecimiento observado en platos de PDA (Figura 20b).

Figura 20. Contaminacion en las capsulas de pectina: a; Capsulas con 4 dias
después de hechas, b; Contaminante en platos PDA.
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Cuando se autoclavd la pectina se observd que las capsulas al 2,7%,
preparadas a partir de pectina seca autoclavada, fueron muy suaves e irregulares
(Figura 21a), y presentaron contaminacion 7 dias mas tarde, mientras que no se
formaron capsulas a partir de la solucidon de pectina al 4,8% autoclavada (Figura
21Db).

Figura 21. Capsulas a partir de pectina autoclavada: a; Polvo, b; Solucion al 4,8%.

Segun Peters (2014), los microorganismos contaminantes en las
formulaciones de NEP, comparten con estos los requerimientos altos de humedad
y oxigeno; y afectan de manera negativa a los JI, por lo cual las sustancias
utilizadas para hacer dichas formulaciones no pueden promover el crecimiento de
microorganismos, quedando excluidos el almiddn, el azucar y la leche. Esto puede
justificar que la pectina se haya contaminado, ya que Costas et al. (2008), afirman
que la pectina se puede extraer de diferentes vegetales y dependiendo de estos,
puede contener arabinosa, galactano, arabinogalactano, glucosa, manosa y xilosa,
los cuales son azucares que pueden ser utilizados por microorganismos
contaminantes.

Se determindé que los nematodos suspendidos en CMC se encontraban
viables y que fueron afectados cuando la suspension se gote6 sobre el cloruro de
hierro, este resultado se atribuye a que el pH de la solucion de cloruro de hierro al
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5,5% fue de 0,81 (Cuadro 5), resultado que contrasta con el obtenido para la
solucion de CaCl, al 4,4% utilizada para hacer las capsulas Alginato-Ca (pH 7,12),
y al de la suspensién de nematodos (pH 8,12). Asi mismo, las alernativas
evaluadas para mejorar la sobrevivencia de los nematodos no funcionaron, ya que
al disminuir la concentracion de FeCls de 5,50% a 2,75% el pH fue de 0,9 (cuadro
5), y cuando se sustituyd la solucion de FeCls por AICI3 se encontré que esta
solucion también era acida ya que tenia un pH de 2,7 (Cuadro 5).

Cuadro 5. Medicion del pH de soluciones utilizadas en el encapsulamiento.

Solucion pH
FeCl;5,5% 0,81
FeCl:2,75% 0,90
AICI;5,2% 2,70
CaCl,4,4% 7,12
Suspension de nematodos 8,12

Cuando se corrigio el pH de las soluciones de cloruro de hierro y cloruro de
aluminio para mejorar la sobrevivencia de los nematodos, se observo que se
requirieron grandes cantidades de NaOH al 1,0 mol/L para lograr cambios en el pH
de ambas soluciones (cuadro 6). Asi para aumentar el pH de la solucion de FeCI3,
a 2,02 se utilizaron 28 mL, a partir de la adicion de 20 mL se observaron cambios
en la coloracién de la solucion, con la adicion de 31 mL el pH se incremento a 5,45
y se observd un precipitado (cuadro 6). En la figura 22a se observa que las
soluciones se tornan oscuras, espesas y se forman 2 fases al agregar mas base,
ademas cuando se goteo la carboximetilcelulosa, no se formaron capsulas (Figura
22b).
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Si bien se formaron capsulas cuando se gote6 CMC sobre AICl; (Figura
22c), cuando se corrigié el pH de la solucion de AICIs;, se observd que la adicion
de 1mL de NaOH 1M aument6 el pH a 2,88 y provocé la formacion de grumos
que precipitaron, con la adicién de 35 mL el pH llegd a 3,63 (Figura 22d, cuadro 6),
por lo que el uso de las capsulas de CMC-AICI; fue descartado. Se puede concluir
que el motivo por el cual los JI encapsulados en CMC estaban muertos fue por
que la acidez del FeCl; los afectd negativamente, ya que segun Vashisth et al.
(2013) los NEP toleran valores de pH que van de 4 a 8.

Cuadro 6. Correccion del pH de soluciones de encapsulamiento.
Solucién

- NaOH 1M (mL) Solucién
acida pH
1 0,93 Igual
5 1,38 Igual
10 1,43 Igual
25mL FeCl;
20 1,66 Café oscura
5,5%
25 1,83 Café oscura
28 2,02 Café oscura
31 5,45 Precipitado
1 2,88 Con particulas brillantes
5 3,12 Blanca turbia
100mL AICI; 10 3,25 Blanca opaca
5,2% 20 3,4 Blanca opaca
25 3,5 Blanca opaca
35 3,63 Precipitado
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Figura 22. Correccion de pH de las soluciones de FeCls y de AICl3: a; Solucion de
FeCls, FeCls con 28mL de NaOH y FeCls con 31mL de NaOH, b; CMC-FeCl;
con FeClz mas 28mL de NaOH, CMC-FeCls; con FeClz mas 31mL de NaOH
c; CMC-AICl3, d; AICI; mas 1mL de NaOH, AICI; mas 35mL de NaOH.

Debido a que de los materiales evaluados, el alginato goteado sobre CaCl,
presento las mejores caracteristicas: pH adecuado, nematodos viables, ausencia
de contaminacion, se decidi6 trabajar para los siguientes ensayos con 3

concentraciones distintas de alginato (2%, 3% y 4%).

3. Evaluacion de tres concentraciones del material seleccionado
3.1 Determinacion de la dureza de las capsulas de alginato al 2, 3 y 4%

En la figura 23 se observan diferencias significativas en las capsulas
preparadas con las diferentes concentraciones de alginato, las capsulas con la
concentracion mas alta, requirieron la aplicacion de una mayor fuerza para
romperlas, las capsulas hechas con alginato al 2% necesitaron una fuerza de
ruptura de 1,757 N.mm™, las de alginato al 3% se rompieron con 2,789 N.mm™, y
las de alginato al 4% ocuparon 4,185 N.mm™" para romperse.
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Figura 23. Fuerza de ruptura (N.mm™), requerida para romper las capsulas de
alginato a tres concentraciones: 2%, 3% y 4% (p<0,01).

Al aumentar la concentracion del polimero se incrementa la dureza de las
capsulas de alginato. Esto concuerda con lo encontrado por Singh et al. (2006),
Saiprasad y Polisetiy (2003) y Mandal et al. (2000), los cuales hicieron semillas
sintéticas de diferentes materiales vegetales con alginato de sodio sobre cloruro
de calcio y al modificar la concentracién de alginato cambi6 la dureza de las
capsulas, y con ella la capacidad de emergencia o germinacion de estas semillas,
asi como la dificultad para su manipulacion. Esto también se puede relacionar con
la dificultad que pueden tener los nematodos encapsulados en este estudio para
salir de las capsulas.

Lo anterior también se ajusta a lo encontrado por Solérzano (2014), el cual
probé diferentes concentraciones de acido alginico (2,5%, 3,5% y 4,5%) y de
CaCl; (0,7% y 1,4%), para hacer semilla sintética de papaya (semilla encapsulada
en esferas de Alginato-Ca), en donde midid la fuerza de ruptura de las capsulas y
obtuvo como resultados que las mas duras fueron las de acido alginico 3,5% vy
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4,5% sobre CaCyp, al 1,4% con valores de 1,31 Nmm™y 1,18 N.mm™ y las mas
suaves fueron las de al 2,5% y 3,5% de acido alginico sobre CaCl; al 0,7% con
valores de 0,41 N.mm™ y 0,28 N.mm™, y concluyé que un aumento en las
concentraciones tanto de acido alginico como de CaCl,, corresponde a un

aumento de la fuerza de ruptura, o sea en la dureza de las capsulas.

3.2 Estandarizacién del numero de nematodos por capsula
3.2.1 Estandarizacion del método de recuento
En el cuadro 7, se observa que no hubo diferencias significativas respecto
al numero de nematodos contados por capsula, cuando se utilizd6 1 o 5 capsulas y

tomando una muestra de lectura de 0,1 6 1 mL.

Cuadro 7. Numero de nematodos encontrados al disolver 1 y 5 capsulas de
alginato y tomando una muestra de lectura de 0,1 y 1mL, con una
concentracion de 2000 JI/mL.

Numero de capsulas 1 5
Volumen 0,1 1,0 0,1 1,0
Nematodos/capsulas 240 a 262 a 248 a 190 a

Valores con letras diferentes en la misma fila implican diferencias significativas (p=0,66).
Se utilizé 5 repeticiones por tratamiento.

Estos resultados indican que para realizar el conteo de nematodos que se
encuentran dentro de capsulas, se pueden tomar 1 6 5 capsulas asi como
alicuotas de 0,1 6 1mL. Se eligio utilizar para ensayos posteriores 5 capsulas, y

tomar como muestra de lectura 0,1 mL.
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3.2.2 Determinacion de la cantidad de nematodos presentes en capsulas
de diferentes concentraciones.

Se encontré que hubo diferencias significativas respecto a la cantidad de
nematodos encontrados por capsula en las diferentes concentraciones de
nematodos utilizadas, donde al aumentar la concentracién de la suspensién de
nematodos, aumentd el numero de nematodos por capsula (Cuadro 8, Figura 24).
Asi, la concentracion de 500JI/mL generd capsulas con una cantidad de 40 £ 3,2
nematodos, con 1000JI/mL se encontraron 101 £ 4,3 individuos por capsula y para
2000 JI/mL se enconcontraron 246 + 10,7 nematodos por capsula.

Cuadro 8. Numero de nematodos encontrados por capsula de alginato segun la
concentracion de 500, 1000 o 2000JI/mL utilizada.

Concentracion (JI/mL) Jl/capsula
500 40 a
1000 101 b
2000 246 c
ANOVA p< 0,00001

Valores con letras desiguales en la misma columna tienen diferencias significativas con
95% de confianza. Se utilizé 3 repeticiones por tratamiento.

Para los ensayos de sobrevivencia y permanencia de nematodos se eligio
la dosis de 500 JI/mL debido a que se requiere menos cantidad de JI para
preparar las capsulas, ademas el conteo se agiliza al tener menos individuos por
unidad experimental y que de las concentraciones evaluadas, esta es la que
contiene la menor cantidad de nematodos para infectar larvas (aproximadamente
40) (Cuadro 8).
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Figura 24. Capsulas de alginato en proceso de disolucion hechas con distintas
concentraciones de nematodos: a; 500 JI/mL, b; 1000 JI/mL, c; 2000 JI/mL.

3.3 Sobrevivencia y permanencia de los nematodos encapsulados
3.3.1 Sobrevivencia de los nematodos en capsulas de 2, 3y 4% de
alginato.

En el cuadro 9, se presenta el numero total de nematodos vivos y muertos
encapsulados a los 28 dias después de establecido el experimento, en las tres
concentraciones estudiadas, observandose que la mayoria de los nematodos
permanecieron vivos en las diferentes concentraciones de hidrogel.

Se observo variabilidad en el numero de nematodos encapsulados, lo que
se debe probablemente a que los JI se sedimentaron rapidamente, a pesar de que
la suspension se agitd manualmente de manera constante antes de gotear el
alginato para formar las capsulas. El uso de agitacion utilizando un agitador con
una pastilla o mediante burbujeo de aire podria disminuir la variabilidad en el

numero de nematodos por capsula.
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Cuadro 9. Nematodos vivos y muertos por capsula de alginato a tres
concentraciones 2%, 3% y 4%.

Concentracién # de nematodos encapsulados
alginato vivos muertos
2% 44 (*9) 2 (1)

3% 48 (9) 2(1)

4% 39 (8) 2(2)

*Error estandar.

Como se observa en la figura 25, la mayoria de nematodos permanecieron
en las capsulas durante los 28 dias que durd el experimento, asi mismo, no se
observaron diferencias significativas en el area bajo la curva (ABC) de nematodos
encapsulados vivos entre capsulas de diferente concentracion. El tratamiento de
alginato al 2% presento un valor de 33,8%3 el tratamiento de 3% tuvo un valor de
37,8%=3 y el tratamiento al 4% mostré un valor de 29,6%+2 (Figura 25a).

Se observdé ademas un numero muy bajo de nematodos encapsulados
muertos lo que indica que estos sobrevivieron al proceso de encapsulamiento y
que este hidrogel es prometedor para el uso de este material para aumentar la
vida estante de los nematodos, no se observo diferencias significativas entre
tratamientos (Figura 25b), los tratamientos al 2%, 3% y 4% de alginato
presentaron valores de ABC de 1,4%%0,4, 1,2%10,5y 4,2%+2,5.

Peters (2014) afirma que para las formulaciones con NEP se debe utilizar
unicamente los individuos vivos, ya que los muertos contaminan las preparaciones
afectando la sobrevivencia de los nematodos, ademas para evaluar la mortalidad
de estos organismos en productos formulados, se deben contemplar unicamente
los vivos, porque los muertos desaparecen y se puede sobreestimar la

sobrevivencia, por lo que recomienda filtrar la solucion de nematodos y luego
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colocar el papel filtro con los nematodos en una trampa White y al cabo de 4 horas

(20-25°C) cosechar los nematodos vivos para las formulaciones.
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Figura 25. Area bajo la curva del numero de JI por cépsula de alginato a tres
concentraciones; 2%, 3% y 4%: a; Encapsulados vivos, b; Encapsulados

muertos.

3.3.2 Permanencia de los nematodos en capsulas de 2, 3 y 4% de
alginato.

Como se observa en el cuadro 10, unicamente en la capsulas al 2% se
liberaron nematodos, la mayoria de los cuales se encontraban vivos.

Con respecto al ABC de nematodos liberados vivos, las capsulas al 2%
presentaron un valor de 9,6%*2 que fue significativamente mayor que los
tratamientos al 3% y 4% que presentaron valores de 0 y 0,6%%0,6
respectivamente (Figura 26a). En el caso del ABC de nematodos liberados
muertos (Figura 26b), se observa que el tratamiento al 2% tuvo un valor de
2,2%=+1 y fue significativamente mayor que los tratamientos de 3% y 4% en los

cuales no se liberaron nematodos muertos.
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Cuadro 10. Nematodos liberados vivos y muertos a partir de capsulas de alginato
a tres concentraciones 2%, 3% y 4%.

Concentracion # de nematodos liberados

alginato vivos muertos
2% 11 (4) 3(2)
3% 0 (0) 0 (0)
4% 0 (0) 0 (0)

*Error estandar.
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Figura 26. Area bajo la curva del numero de JI liberados por cépsula de
alginato a tres concentraciones; 2%, 3% Yy 4%: a; Liberados vivos (p= 0,0002), b;
Liberados muertos (p= 0,02). Valores con letras desiguales son significativamente
diferentes con 95% de confianza.

Respecto a los nematodos liberados, a menor concentracion de alginato
tanto la liberacion de nematodos vivos como muertos fue significativamente mayor
que las concentraciones mayores, en las que practicamente no sali®é ningun
individuo. Los JI no se alimentan, estos metabolizan lipidos y carbohidratos
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almacenados, generando desechos gaseosos como diéxido de carbono, amoniaco
y sulfuro de hidrégeno, asi como calor que debe ser disipado, todo esto se debe
de considerar al formular estos microorganismos (Peters 2014). A pesar de que
las capsulas de alginato son permeables (Cabané et al. 2011), a altas
concentraciones, se generan capsulas mas duras, lo cual puede hacer que se
reduzca esa permeabilidad y que los JI se vean intoxicados con sus propios
materiales de desecho.

Goud et al. (2010) encapsularon JI de Heterorhabditis indica en Alginato-Ca
al 2%, con CaCl;, al 1,5%, utilizando diferentes concentraciones de Jl/capsula y
cuatro temperaturas al 85% de humedad relativa y encontraron que se pueden
almacenar, hasta 1000 Jl/capsula a 10 °C con menos del 30% de mortalidad por
90 dias, y si es a temperatura ambiente (28,54+1,72 °C) se pueden almacenar
hasta 2000 Jl/capsula por 30 dias antes de presentar el 50% de mortalidad y
concluyeron que la densidad JI/mL y el tiempo de almacenamiento son
inversamente proporcionales a la sobrevivencia de los NEP encapsulados y que la
temperatura de almacenamiento es un factor importante.

En este experimento con una densidad de 500 JI/mL (40 Jl/capsula) (menor
a la utilizada por los autores), y a una temperatura de 25°C, se obtuvo en las tres
concentraciones evaluadas, una mortalidad correspondiente a 3,9%, 4,0% y 5,0%
para las capsulas del 2%, 3% y 4% de alginato respectivamente. La formulacién al
2% puede evaluarse a diferentes temperaturas de almacenamiento y por un
periodo mayor de tiempo, ya que se puede mejorar las condiciones de
conservacion de la cepa en estudio que sobrevive 88% en agua durante 30 dias a
22°C, y 60 dias a 18°C y en solucion de Ringer 60 dias a 22°C y 90 dias a 18°C
(Parejeles y Jiménez 2010).

Umamaheswari et al. (2005), encapsularon en alginato a los NEP
Steinernema glaseri, S. siamkayai y Heterorhabditis indica, para utilizarlos en
controlar a la larva Corcyra cephalonica Stainton, plaga en arroz. Las capsulas las
almacenaron a 25y 5 °C por 24 semanas y evaluaron cada 15 dias el porcentaje
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de sobrevivencia y de infectividad. Encontraron que para todas las especies la
sobrevivencia y la infectividad disminuyeron en el tiempo y esta diminucion fue
mas rapida a 25 °C que a 5 °C. Para H. indica a 25 °C y 4 semanas de
almacenamiento, la sobrevivencia fue de 92,5% vy la infectividad de 87,5%. De
esto se desprende la importancia de la temperatura de almacenamiento en las
formulaciones de nematodos a base de alginato. Por otra parte, la sobrevivencia
de esta especie de Heterorhabditis (H. indica) fue menor que la de la especie
utilizada en este estudio (Heterorhabditis sp. CIA-NEQ7), para la misma
temperatura y tiempo de almacenamiento, lo cual demuestra las diferencias entre

especies de un mismo género segun sobrevivencia.

4. Optimizacion de la inoculacion de Galleria mellonella utilizando
nematodos encapsulados
4.1 Efectividad de tres dosis de capsulas de 500 JI/mL

Al inocular las larvas con las capsulas (Alginato 2%-Ca con 500JI/mL) se
observd que las larvas se infectaron a partir del dia 2 (figura 27), por lo cual se
constaté que los nematodos fueron capaces de salir de las capsulas e infectar a
las G. mellonella.

En la figura 27 se observa el efecto de las dosis de 2, 10 y 20
capsulas/larva sobre el porcentaje de larvas infectadas en el tiempo; a los 2, 8, 10
y 15 dias después de inoculadas, encontrandose que el porcentaje de infeccion en
los tratamientos de 10 y 20 capsulas/larva fue significativamente mayor al
tratamiento de 2 capsulas/larva a partir de la evaluacién del dia 8.
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Figura 27. Porcentaje de larvas de Galleria mellonella infectadas en un periodo de
15 dias con diferentes dosis 2, 10 y 20 capsulas/larva, elaboradas a una

concentracion de 500 JI/mL (p=0,0086). Barras de error corresponden al
error estandar.

Los tratamientos de 10 y 20 capsulas/larva no se diferenciaron
significativamente entre si y presentaron un incremento en el porcentaje de larvas
infectadas desde los 2 dias después de inoculacion (ddi) hasta los 10 ddi. El
tratamiento de 2 capsulas/larva presento infeccion hasta el dia 10 con 4%z4 la
cual se mantuvo en ese nivel hasta el dia 15. Los tratamientos 10 y 20
capsulas/larva presentaron infeccion de 12%+8 y 4%+4 respectivamente al dia 2,
al octavo dia despues de la inoculacion se encontré un nivel de 72%+8 y 48%%15,
los valores de infeccion fueron para estos mismos tratamientos de 76%%7,5 y

52%+13,5 para los dias 10 y 15 ddi. En ambos tratamientos el porcentaje de
infeccién no aumento a partir del dia 8.
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Las larvas presentaron una coloracion roja y no se descompusieron,

caracteristicas tipicas de la infeccion por Heterorhabditis (figura 28).

Figura 28. Virulencia de capsulas a 500 JI/mL, con larvas vivas y larvas
infectadas.

Se observd que a mayores dosis (10 y 20 capsulas/larva) hubo un mayor
porcentaje de infeccion de Galleria, que a la dosis de 2 capsulas/larva.

4.2 Efectividad de 1, 5 y 10 capsulas/larva a dos concentraciones de
nematodos (1000 y 2000 JI/mL)

En la figura 29 se observa el porcentaje de larvas infectadas segun la
concentracion de nematodos utilizada (1000 y 2000 JI/mL) y a tres dosis diferentes
(2, 5y 10 capsulas/larvas), a los 15 ddi. Dentro de cada concentracion se observa
una tendencia a un mayor porcentaje de infeccion conforme se aumentoé la dosis,
sin embargo, no hubo diferencias significativas entre las dosis de la misma
concentracion. La dosis de 2 capsulas/larva de una concentraciéon de1000 JI/mL
presentd el menor valor de infeccidn (16%z=7,5) sin diferenciarse de los otros

tratamientos a la misma concentracion.
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Figura 29. Porcentaje de infeccion de larvas de Galleria mellonella a los 15 dias
después de inoculacion con diferentes dosis 2, 5 y 10 capsulas/larva,
elaboradas a concentraciones de 1000 y 2000 JI/mL (p= 0,016).

Con respecto a las capsulas con una concentracion de 2000 JI/mL, se
observé que el tratamiento de 2 capsulas/larva tuvo el menor valor de infeccion de
44%=16, sin diferenciarse de los otros tratamientos. Mientras que el tratamiento de
10 capsulas/larva presentd un valor de 72%+15, significativamente mayor que
todas las dosis de la concentracion de 1000 JI/mL.

Tanto para las concentraciones de 1000 JI/mL como para las de 2000
JI/mL, aunque no hubo diferencias significativas entre todos los tratamientos, si se
observa una tendencia a aumentar la infeccion de Galleria al incrementar la
concentracion de nematodos. Lo que indica que la concentracion con la que se

hacen las capsulas tiene un efecto sobre el porcentaje de infeccion, en donde a
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mayor concentracion, mayor cantidad de individuos por capsula y mayor
porcentaje de infeccion de G. mellonella.

Las larvas con capsulas presentaron una coloracion rojiza desde los 2 ddi
(Figura 30a), a los 10 ddi, las larvas disectadas presentaron hembras en su interior
(Figura 30b). Al observar las larvas rojas al estereoscopio a los 15 ddi (Figura
30c), se encontré6 que comenzaban a emerger los JI (Figura 30d). En todos los
casos, incluso las larvas que presentaban una coloracion rosada, los JI
emergieron a los 15 dias, por lo que se determin6 que toda larva que tuviera tonos
rojizos estaba infectada, un seguimiento a estas larvas constaté que estas pasan

por varios tonos rojos hasta llegar a una coloracién negra (Figura 31).

v

Figura 30. Determinacion de larvas infectadas: a; Larvas infectadas a 2ddi, b;
Larva infectada y disectada a los 10 ddi con presencia de nematodos
hembras, c; Larvas infectadas a 15 ddi, d; Detalle de larvas infectadas a 15
ddi con JI saliendo.
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Figura 31. Coloraciones que toman las larvas de Galleria mellonella conforme se
van infectando en el tiempo con JI de Heterorhabditis sp. CIA-NEQ7 que
emergieron de capsulas de alginato.

Tanto para este ensayo como para el anterior se observé que al utilizar las
dosis (capsulas/larva) mas bajas, hubo un efecto desecante del papel filtro sobre
las capsulas de alginato, ya que las mismas se tornaron mas duras y disminuyeron
su tamafno esto no fue tan evidente para las dosis mayores. Las capsulas se
encontraban humedas al momento de colocarlas sobre el papel filtro, por lo que al
haber mas capsulas también habria mas humedad que saturara la capacidad de
absorcion que podria tener el papel filtro. Por lo que se decidié para el ultimo
ensayo, humedecer el papel filtro. Este fendmeno sugiere que a nivel de campo,

las capsulas se deben colocar en un sitio humedo.

5. Determinacion de la dosis de capsulas a aplicar por larva segun DLs
5.1 Porcentaje de infeccién a diferentes concentraciones.

Se busco bajar la dosis (capsulas/larva) y mantener el porcentaje de
infeccidn de larvas, por lo se optd por utilizar la concentracion de nematodos mas
alta analizada.

En la figura 32 se observa que hubo un aumento en el porcentaje de
infeccion conforme se incrementd la dosis de capsulas por larva. La dosis de O y 1
capsulas/larva presentaron un porcentaje de infeccion de 0% y 13%z7 de

infeccion, respectivamente, significativamente menor que los demas tratamientos.
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A su vez, las dosis de 2, 3 y 4 capsulas/larva fueron estadisticamente
iguales y tuvieron valores de infeccion de 47%%10, 53%%8 y 63%%10
respectivamente.

La dosis correspondiente a la aplicacién de 5 capsulas/larva presenté el
mayor porcentaje de infeccion 87%=10, diferenciandose de los demas
tratamientos excepto de la dosis de 4 capsulas. Es importante destacar que la
infeccion de las larvas ocurrié a pesar de la presencia de la seda e incluso de la
formacion de pupas de G. mellonella (Figura 33).

Aunque las diferencias no fueron significativas entre todos los tratamientos,

se observé un aumento en el porcentaje de infeccién conforme aumento la dosis.
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Figura 32. Porcentaje de larvas de Galleria mellonella infectadas al dia 6 segun
dosis de 0, 1, 2, 3, 4 y 5 capsulas a 2000JI/mL (p< 0,0001).
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Figura 33. Infeccion de larvas que producen seda: a; Larvas infectadas colgando
de su seda, d; Pupa infectada y sin infectar, c; Larva infectada dentro de su
capullo de seda.

Jiménez Y Del Pozo (2010) probaron diferentes concentraciones (desde
1000JI/mL hasta 5000JI/mL) de Heterorhabditis bacteriophora cepa HC1 sobre la
plaga Cylas formicarius a nivel de laboratorio y encontraron que la virulencia tuvo
un comportamiento creciente conforme aumentd la concentracion, por lo que

recomendaron las dosis mas altas para aplicaciones en el campo.

6. Determinacion de la DLsg
En la figura 34 se presenta el analisis de Probit, con el que se determind
que la dosis requerida para infectar al 50% de la poblacién de larvas de Galleria
mellonella (DLsy) es de 14,45 capsulas para 5 larvas con un intervalo que va de
14,08 a 14,82 capsulas (14,45+0,37) para un 95% de confianza, en las

condiciones en que se efectud el ensayo.
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Se puede decir que se requieren de 14 a 15 capsulas a una concentracion
de 2000JI/mL para infectar al 50% de 5 larvas de G. mellonella para las
condiciones en las que se realizo el ensayo (en laboratorio con placas Petri con
papel filtro). Lo que corresponde a 2,9 capsulas/larva. Asumiendo que cada
capsula tiene aproximadamente 246 Jl/capsula se estarian aplicando 713,4
Jl/larva.

DLsy= 14,45 (95% intervalo de confianza (14,08; 14,82))
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Figura 34. Proporcion de G. mellonella infectadas, segun dosis creciente de
capsulas a 2000JI/mL; datos de la evaluacion, modelo probit ajustado y limite
superior e inferior para un intervalo de confianza del 95%. Para Pl= 0,5, x=
14,45 DLso.

Giron et al. (2015) probaron 5 concentraciones de nematodos de las
especies Steinernema glaseri Steiner, Heterorhabditis bacteriophora Poinar, y
Steinernema feltiae Filipjev (solucidn), sobre la plaga Phyllophaga vetula (Horn) y
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determinaron que la CLso fue de 548.18, 677.72 y 841.32 nematodos por larva
respectivamente.

Por su parte, Tofangsazi et al. (2014) reportan que la CLsy de
Heterorhabditis indica, H. bacteriophora y H. megidis (solucién) para el control de
larvas pequefias de Herpetogramma phaeopteralis fue de 387, 270 y 554 (JI/mL)
por larva.

La cepa Heterorhabditis sp. CIA-NEOQ7, utilizada en este ensayo, también
fue empleada en solucion por Rodriguez et al. (2009) para infectar larvas de L2 y
L3 de P. elenans en vasos plasticos con 120 g de suelo autoclavado, en donde
encontraron una DLsy de 475 Jl/larva a los 8ddi y por Amador et al. (2015) para
infectar larvas L5 de C. sordidus en placas petri, quienes encontraron una DLsg de
52 Jl/larva a 1ddi.

Mahmoud (2014) reportaron que la CLso de H. bacteriophora sobre larvas
de los olivos Palpita unionalis a 25 °C es de 38,2 (30,9-47,2) Jl/larva.

Por otra parte hay que tomar en cuenta que la aplicacion de capsulas
genera una liberacién paulatina de JI, ya que estos se encuentran atrapados
dentro de las capsulas y van saliendo poco a poco, por lo que la infeccién de
larvas también se da de manera gradual, a diferencia de la aplicacion directa de
soluciones de nematodos, en donde todos estan disponibles al mismo tiempo.

Anbesse et al. (2013) y Soler et al. (2003), coinciden en que una de las
principales ventajas que tienen los nematodos formulados respecto a los aplicados
en solucion, es que al moverse menos, bajan su actividad fisiologica y sufren
menos desgaste. Por lo cual los nematodos salen de las capsulas y tienen mas
reservas energéticas que les permite vivir por mas tiempo hasta encontrar al
nuevo hospedero para continuar con su ciclo de vida. Siendo estos nematodos
mas activos a travéz del tiempo, que los aplicados en soluciones.

Es importante evaluar el uso de la formulacion desarrollada en este trabajo

en condiciones de invernadero y campo con diferenes insectos plaga.
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CONCLUSIONES

* Tanto la pectina como el alginato y la carboximetilcelulosa son materiales
con la capacidad para contener o encapsular NEP, sin embargo, de ellos

solo el alginato sirve para preservarlos.

* El Alginato es mejor material para encapsular nematodos que la pectina y la

carboximetilcelulosa en las condiciones utilizadas en esta investigacion.

* La mejor mezcla y concentracion de polimero encontrada segun

sobrevivencia y persistencia de Jl fue la de Alginato 2%-Ca.

* Las capsulas de Alginato con JI de Heterorhabditis sp. fueron capaces de
infectar a larvas de Galleria mellonella.

* Al aumentar la dosis (capsulas/larva) y la concentracion (JI/mL o Jl/capsula)
aumento el porcentaje de infeccion de las Galleria.

* Segun DLsy, se debe de aplicar 14 capsulas para infectar al 50% de 5
larvas de Galleria.
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RECOMENDACIONES

* Realizar el ensayo de sobrevivencia y permanencia de nematodos
encapsulados por un periodo mayor para determinar si los JI que aun
estaban encapsulados a los 28 dias, logran salir y determinar el tiempo en

el que permanecen viables.

* Evaluar si a bajas temperaturas los JI de CIA-NEO7 encapsulados viven

mas tiempo.

* Determinar la infectividad de capsulas con nematodos almacenadas por

mas tiempo y a diferentes temperaturas.

* Evaluar a nivel de invernadero y de campo el efecto de las capsulas sobre
plagas de suelo que afectan a diferentes cultivos a fin de determinar si esta
formulacion es capaz de potenciar el efecto de estos agentes de biocontrol.

* Debido a que las capsulas de Alginato pierden agua muy rapido, estas se
deberian de aplicar en un lugar humedo y protegido del sol, como por

ejemplo en la base de las plantas.
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ANEXOS

Anexo 1. Composicion de soluciones utilizadas en el estudio.

Solucién Reactivos/Soluciéon* Volumen (mL) Concentracion (%)
Ringer NaCl - 0,90
KCI - 0.04
CaCly - 0,04
NaH,CO; - 0,02
PAAHCI + Ca** + PAAHCI 2,50 1,68
Fe * CaCl, 0,30 4,40

FeCls 0,15 5,50






