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Ensayos de laboratorio con una poblacion
de Steinernema carpocapsae (Filipjev) detectada
en larvas de Capnodis tenebrionis L.

C. SANTOS LOBATON, J. R. GARCIA VELA, M. P. LARA LOPEZ y A. CANALES RocA

Se ha evaluado el efecto de Steinernema carpocapsae (Filipjev) para conocer su po-
tencial de control sobre varias especies de insectos. La cepa (SCG.2) fue obtenida en el
medio natural parasitando larvas de Capnodis tenebrionis L.

Los ensayos se realizaron en placas de Petri, teniendo lugar el 100% de mortandad
en los estados preimaginales. En el primer ensayo los caddveres de los hospedadores
fueron diseccionados para obtener los nematodos que después fueron conservados en
una solucién de formol al 0,1% y a 4 °C. Estos nematodos fueron utilizados en un se-
gundo ensayo y los cadiveres de los hospedadores fueron depositados en placas de
Petri sobre papel de filtro a 20 °C para realizar observaciones intermitentes de la emer-

gencia de los nematodos a partir de las 24 horas de la muerte del hospedador.
Los resultados obtenidos en varios imagos indican que éstos pueden servir de me-
canismo para la dispersién de los nematodos.
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INTRODUCCION

Un niimero elevado de insectos que cons-
tituyen plaga pasan una parte de su ciclo de
vida en el suelo y éste ofrece un lugar exce-
lente para la accién de los Nematodos Ento-
mopatdgenos (Steinernematidae y Heteror-
habditidae) que también pueden actuar en la
zona superficial y en las plantas, si las con-
diciones son favorables.

Si tenemos en cuenta que el suelo es un re-
servorio natural de estos nematodos (KLEIN,
1990) comprenderemos que resultan una
atractiva alternativa a la aplicacion de pestici-
das quimicos y un factor muy importante en
los programas de Control Integrado (IPM).
En esta linea, existe en la actualidad una ten-
dencia progresiva a la utilizacién de biopesti-

cidas que se estima con un aumento del 15%
en los préximos aiios, frente al descenso del
2% en el uso de los pesticidas quimicos
(LACEY y GOETTEL, 1995) y son muchos los
autores que consideran el impacto y la pro-
yeccion de futuro de los nematodos entre los
biopesticidas (BARKER et al., 1994).

Su compatibilidad con muchos pesticidas
quimicos que permite su utilizacién conjun-
ta (ROVESTI et al., 1990; COWLES y VILLA-
NI, 1994) constituye una linea de investiga-
cién muy potenciada en la actualidad, des-
pertando el interés de la industria porque
ademads reudnen otras caracteristicas tan de-
seables como la anterior, tales como su facil
produccion masiva, su eficacia y la posibili-
dad de ser aplicados por métodos conven-
cionales.



680 C. SANTOS LOBATON, J. R. GARCIA VELA, M. P. LARA LOPEZ Y A. CANALES ROCA

Los principales problemas que plantea la
utilizacién de los nematodos entomopatége-
nos son su efectividad y pervivencia en el
suelo ante factores limitantes o adversos
entre los que estdn los enemigos naturales,
fundamentalmente microartrépodos (EPSKY
et al., 1988; LEE y WIDDEN, 1996), y las
condiciones del medio, de las que la tem-
peratura es el factor limitante con implica-
ciones mds importantes (HENNEBERRY et
al., 1996; BUHLER y GIBB, 1994). Todo esto
indica el interés de detectar poblaciones na-
turales en suelos cultivados donde el nema-
todo estd adaptado y ademds se conoceran
nuevas especies o cepas con distintos grados
de patogenicidad. En esta linea estamos rea-
lizando actualmente prospecciones en An-
dalucia Occidental para conocer los nemato-
dos entomopatdégenos, estudiar su rango de
patogenicidad sobre especies plaga e inten-
tar su cria masiva sobre ellas y sobre otras
especies que permitan elevadas produccio-
nes y faciliten su inoculacion y propagacién
en el medio donde actuardn como agentes
controladores.

MATERIAL Y METODOS

Hemos realizado ensayos con una pobla-
cién de Steinernema carpocapsae (SCG.2)
detectada sobre larvas de Capnodis tene-
brionis L. (Col.: Buprestidae) en la provin-
cia de Sevilla.

En un primer ensayo obtuvimos los nema-
todos en cultivos realizados sobre larvas de
C. tenebrionis aisladas del medio natural.
Los nematodos obtenidos se conservaron en
formol (0,1% a 4-6 °C) para ser utilizados
en un segundo ensayo en el que también se
utilizaron individuos obtenidos después de
una rehidratacién del medio en el que per-
manecian; con este método se recuperaron
del 50 al 80% de los individuos.

En el segundo ensayo se utilizaron las for-
mas infectivas obtenidas a partir del prime-
ro. Para esto, se procedié a un filtrado y fue-
ron seleccionados por su aspecto intacto y
motilidad normal de ondulaciones sinusoi-

dales; aspectos observados en un microsco-
pio invertido (100x) tal como ha sido reali-
zado por BADLEY et al. (1990).

Los ensayos de mortandad y estudios de
produccién de nematodos se realizaron
sobre estados preimaginales de C. tenebrio-
nis, Spodoptera littoralis Hiibner, Spodopte-
ra exigua Hiibner, Lobesia botrana Den y
Shiff, Earias insulana Boisduval y Bombyx
mori L.

Los ensayos tuvieron lugar en placas de
Petri de 90 mm. de didmetro, mantenidas en
camaras de cultivo a 20 + 1 °C, con una hu-
medad relativa del 60-70% y un fotoperiodo
de 12:12 horas (luz:oscuridad). En cada en-
sayo se utilizaron diez placas de Petri para
larvas y diez para pupas, depositando en
cada caso cinco individuos sobre discos de
papel de filtro a los que se habia afiadido
cinco ml. de suspensién acuosa del nemato-
do (50 nematodos/ml.). Se realizaron con-
troles cada 24 horas para ir recogiendo los
individuos muertos, que eran depositados
individualmente en placas de Petri, sobre
papel de filtro hiimedo, a fin de obtener se-
paradamente los nematodos que iban emer-
giendo de cada uno de ellos.

También realizamos observaciones direc-
tas de la penetracién de los nematodos, de-
positando en la superficie de las larvas y
pupas una gota de agua que contenia uno o
dos nematodos.

RESULTADOS Y DISCUSION
Actividad del nematodo

La mortandad result6 ser del 100% en
todas las especies ensayadas y tuvo lugar
entre las 24 y 48 horas posteriores a la intro-
duccién de los hospedadores en las placas de
Petri. En las larvas en la que se observé di-
rectamente la penetracion de los nematodos,
la muerte tuvo lugar entre las 50 y 70 horas.

El porcentaje de mortandad es frecuente
en ensayos de laboratorio tal y como han
manifestado varios autores que han trabaja-
do con distintas especies y cepas, utilizando
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concentraciones de 100 nematodos/ml.
(GLAZAR, CALPER y SHARON, 1991). En
nuestro caso, hemos obtenido el mismo in-
dice de mortandad con la mitad de concen-
tracion, resultado que se corresponde con
los de otros autores que lo consiguen con
pocos nematodos (MACVEAN y BREVER,
1981). Algunos autores como GARCiA DEL
PINO (1988) llegan a la conclusion de que el
aumento en la concentracién sé6lo influye en
el nimero de dias que transcurren hasta la
emergencia de las formas infectivas.

En todas las especies ensayadas observa-
mos melanizacién en toda la superficie cor-
poral pero se muestra tardiamente en com-
paracion con otros autores que la encuentran
al dia siguiente de la inoculacién (BLOSSEY
y EHLERS, 1991). En nuestros ensayos se
mostré poco antes de emerger los nemato-
dos en Lobesia botrana (Fig. 1); en las ilti-
mas etapas de la desintegracion del caddver,
en C. tenebrionis y B. mori y a partir de las
48 horas en las restantes especies. En la
Fig. 2 observamos los primeros nematodos
que emergen, de segunda y tercera genera-
cion, a partir de C. renebrionis sin ser evi-
dente la melanizacién que se muestra mas
tarde (Fig. 3). No encontramos una zona
preferente de salida aunque lo hicieron en
mayores cantidades a través de las membra-
nas, en el caso de las pupas (Fig. 4).

Fig. 3.—Fuerte melanizacién en C. renebrionis
con nematodos emergiendo.

Fig. 1.-L. Botrana al empezar a emerger
los nematodos.

Fig. 2.-Emergencia de nematodos en C. tenebrionis,
sin melanizacion.

Fig. 4-Detalle en pupa de S. littoralis.
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No apreciamos diferencia entre la efecti-
vidad de los nematodos encontrados en el
medio natural y las siguientes generaciones
obtenidas a partir de éstos y que fueron con-
servados en formol o recuperados después
de rehidratarlos. La recuperacion de los con-
servados en formol resulté ser del 85% y la
de los rehidratados del 50-80% lo que nos
proporciona buenas espectativas para la rea-
lizacién de ensayos en campo con esta cepa.

Produccién de nematodos

El mayor nimero de nematodos obtenido
fue a partir de B. mori , seguido de C. tene-
brionis (Fig. 5).

Fig. 6.-Hembra de 1* generacién con los individuos
infectivos fuera.

=y B Mori (42%) W S Evigua (8%)

@ C. Tenebrionis (33%) ‘ E. Insulana (2%)
Ry S Littoralis (14%) P L Borana (1%)

Fig. 5.—Nematodos obtenidos (%) en las distintas
especies.

El nimero de nematodos obtenido puede
resultar superior si se espera la emergencia
de las formas infectivas a partir de las hem-
bras localizadas en procesos de «endotoquia
matricida» (Figs. 6 y 7) que eran separadas
por filtrados. Algunas de estas hembras fue-
ron localizadas en las tapas de las placas de
Petri junto con individuos en distintas eta-
pas del ciclo y machos, todos habian ascen-
dido por evaporacién (Fig. 8) y eran recogi-
dos al mismo tiempo que los que estaban
sobre el hospedador , en el papel de filtro y
en el fondo de la placa.

Fig. 7.-Hembras de 2* generacion con formas
infectivas en su interior,

Fig. 8.-Nematodos desplazados en la tapa
de una placa de Petri.
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N/ individuo

Larvas Pupas Imagos

Dias
D (A) Primeros individuos que emergen ' (B) Obtenidos por diseccién en la fase (A)
(D) A partir de capullos cerrados, en fase (C)

(C) Hasta una tercera generacion

Fig. 9.-Nematodos obtenidos en los ensayos con B. mori.
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En B. mori, donde fueron repetidos los
ensayos para infectar todas las etapas del
ciclo, se comprobd que el nematodo actia
en todas salvo en la fase de huevo, resultan-
do mads elevada la produccion en la etapa de
pupa y superior a €sta la procedente de con-
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taminar capullos cerrados (Fig. 9). Los ne-
matodos no tuvieron dificultad en acceder al
interior del capullo, deslizdndose con facili-
dad por los hilos de seda (Fig. 10). Los ca-
pullos fueron abiertos en el momento de de-
tectar la salida masiva de formas infectivas
(Fig. 11).

Todos los ensayos nos muestran una posi-
bilidad de obtener grandes cantidades de ne-
matodos sobre estados preimaginales y con-
servarlos para su posterior utilizacién. Los
imagos infectados, directamente o porque
eclosionaron en los momentos iniciales de
la infestacién pueden ser tenidos en cuenta
por la posibilidad de actuar como vectores y
la limitada supervivencia después de la con-
taminacidn evitaria una propagacién no de-
seada del nematodo.

EXT

Fig. 11.-Emergencia masiva en capullos de B. mori.
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ABSTRACT

SANTOS LOBATON, C.; GARCIA VELA, J. R.; LARA LOPEZ, M. P. y CANALES ROCA,
A., 1998: Bioassays with a strain of Steinernema carpocapsae (Filipjev) detected on
Capnodis tenebrionis L. Larvae. Bol. San. Veg. Plagas, 24(4): 679-686.

The efect of Steinernema carpocapsae (Filipjev) was evaluated for its potential to
control several insect species . The strain (SCG.2) was obtained from natural medio pa-
rasiting larvae and pupae of Capnodis tenebrionis L.

Bioassays was carried out using Petri plates and caused 100% of mortality on inma-
ture individuals. In the first assay hosts cadavers were disected in order to obtain nema-
todes and they were disected in order to obtain nematodes and they were conservated
in 0,1 formaldehide solution at 4 °C. These nematodes were used in a second assay and
the cadavers were stored on moist filter paper in Petri plates at 20 + 1 °C for intermi-

685

tent observations on the hatching of nematodes up 24 hours after the host died.
Results obtained on several imagoes indicates that they could serve as a mechanism

for this nematode dispersal.

Key words: Steinernema carpocapsae, Capnodis tenebrionis, strain, control, bioas-

say, dispersal.
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