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Resumen. Suelo contaminado con dosis conocidas de juveniles infectivos de Heterorbabditis bacteriophora y/o
Steinernema glaseri fue tratado mediante la técnica rapida para determinar cudntos nematodos se recuperan del
suelo cuando una (nica especie estd presente y si permite detectar mas de una especie. Los nematodos se recu-
peraron de los insectos parasitados por diseccién manual o digestion enzimatica. La técnica mencionada permi-
te detectar todos los juveniles infectivos activos cuando hay una tnica especie, poner en evidencia dos especies
en una misma muestra y obtener los resultados en 48 horas.

Summary. Efficiency of the rapid technique to detect entomopathogenic nematodes (Steinernematidae and Het-
erorbabditidae) in soil. The efficiency of the rapid technique was evaluated to determine how many nematodes
can be recovered when a single species is present in the soil and whether it permits the detection of more than
one species. The soil was artificially infested with infective juveniles belonging to Heterorbabditis bacteriophora
and/or Steinernema glaseri. The nematodes were recovered and quantified by manual dissection or enzymatic
digestion. The use of the technique allows the detection of all the active infective juveniles when a single spe-
cies is present, and indicates the presence of two species in the same sample with the results obtained within
48 hours.

Técnicas apropriadas para la deteccion y
cuantificacion de juveniles infectivos (JI) de una
0 mas especies de nematodos entomopatoge-
nos (Steinernematidae y Heterorhabditidae) a
partir de una muestra de suelo, son imprescin-
dibles para emprender estudios de biodiversi-
dad y evaluar persistencia en un ecosistema
(Hominick y Reid, 1990, Bednarek y Nowicki,
1991; Fan vy Hominick, 1991).

Las técnicas que se utilizan para la deteccion
son indirectas y se basan en el empleo de hués-
pedes auxiliares, insectos trampa susceptibles

de ser parasitados por los juveniles infectivos
(JD que se encuentran en el suelo.

Entre esas técnicas se destacan la “trampa
con Galleria> (Bedding y Akhurst, 1975) y la
“técnica rapida” (Doucet, 1986). En la primera
se trabaja in situ o trasladando el suelo al labo-
ratorio (Bedding y Akhurst, 1975); en la segun-
da, se procesan las muestras de suelo para ex-
traer y concentrar los nematodos presentes en
ellas (Doucet, 1986).

La recuperacion y cuantificacion de los JI pre-
sentes en el suelo se estima a partir de los que
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penetraron en el insecto trampa. Esto puede rea-
lizarse mediante diseccion manual (Poinar, 1975)
o digestidn enzimatica (Mauleon et al., 1993).

Las ventajas operativas de la utilizacién de la
técnica rapida ya fueron senaladas (Doucet,
1986). No obstante, se desconoce cuintos ne-
matodos se recuperan cuando una Gnica espe-
cie se encuentra en el suelo y qué sucede cuan-
do se encuentran dos especies. Si se tiene en
cuenta que entre los nematodos entomopatoge-
nos puede establecerse una relacion de exclu-
sion competitiva (Allatorre Rosas y Kaya, 1990,
Koppenhofer y Kaya, 1996), evaluar estos
aspectos es de particular interés.

Materiales y métodos

Los nematodos utilizados fueron Heterorbab-
ditis bacteriophora Poinar, 1975 (Heterorhabditi-
dae) aislado en Cordoba, Argentina y Steinerne-
ma glaseri Steiner, 1929 (Steinernematidae) pro-
cedente de Catalufia, Espafa.

Los JI se obtuvieron de cultivos puros man-
tenidos en el Centro de Zoologia Aplicada y se
utilizaron los que habian emergido de insectos
entre un mes y quince dias antes de la expe-
riencia.

Se acondicionaron 40 cajas pldsticas, cada
una con 100 g de suelo esterilizado. A veinte
cajas se les agregd el inoculo 10 JI (1=10) de .
bacteriophora; y a las restantes 100 JI (I=100)
de H. bacteriophoray S. glaseri (50+50).

El suelo de cada caja plastica se procesé me-
diante técnica rapida (TR) y el resultado se acon-
dicion6 individualmente en cajas de Petri provis-
tas de cinco larvas de Galleria mellonella L.

El testigo consistié en colocar diez JI de H.
bacteriophora sobre papel de filtro, en diez
cajas de Petri.

Cinco dias después se recuperaron y cuanti-
ficaron los nematodos que habian ingresado
mediante diseccion manual y digestion enzima-
tica, en diez cajas en cada caso.

Se definieron entonces los tratamientos:

[=10 —— testigo —» diseccién manual (n=10)

/ diseccién manual (n=10)
1=10 TR \

digestion enzimatica (n=10)
diseccién manual (n=10)

I=100 TR

/N

digestién enzimatica (n=10)

Los resultados obtenidos en cada tratamiento
se compararon mediante andlisis de varianza de
clasificacién simple (P<0.01) (Sokal y Rohlf,
1980).

Resultados

Los porcentajes de JI recuperados se resu-
men en las Fig. 1 ay b.

Para 1=10, en todos los casos, el analisis de
varianza demuestra que no existen diferencias
significativas entre los porcentajes obtenidos
(Fig. 1, a). Asimismo en =100 no se encontra-
ron diferencias entre los dos métodos de recu-
peracion (Fig. 1, b).

Comparando los resultados obtenidos, cuan-
do se colocan pocos individuos en la muestra y
dos especies actuando conjuntamente (I=10 vs.
[=100) las diferencias son significativas recupe-
rando de cada caso 11-17% y 5,1-5,6% respecti-
vamente.

En las cajas con I=100, se recuperaron las
dos especies de nematodos y los porcentajes
de recuperaciéon fueron inferiores al 10% (di-
seccion manual = 5.1%; digestion enzimati-
ca = 5.6%). El total recuperado por especie
fue: S. glaseri diseccién manual = 7.8%; di-
gestion enzimatica = 4.2%; H. bacteriophora:
diseccién manual = 3.6%; digestién enzimati-
ca = 7%.
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Fig. 1 - Recuperacién (en porcentajes) de nematodos entomopatdgenos presentes en muestras de suelo, procesadas segin
“técnica ripida” y diseccion manual (TR+DM) o digestion enzimdtica (TR+DE); a, suelo con s6lo una especie de nematodo y
testigo (T); b, suelo con dos especies de nematodos.

H. bacteriophora
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El nimero de huéspedes parasitados por S.
glaseri fue el doble que por H. bacteriophora
(42% wvs. 20%). Ambas especies pudieron recu-
perarse conjuntamente del 60% de las cajas.
Ningun insecto fue parasitado por los dos ne-
matodos a la vez y en tres casos se recuperd
s6lo una especie.

Discusion

Cuando se trata de aplicar una técnica al
estudio de nematodos entomopatdgenos, se de-
ben tener en cuenta aspectos inherentes a la
biologia de estos organismos, cuyo desconoci-
miento puede provocar errores graves de inter-
pretacion.

Asi, cuando se desconocia que los caracteres
morfométricos presentaban una marcada varia-
bilidad intraespecifica condicionada por diver-
sos factores, se cometieron numerosos errores
en la identificacion de las especies (Stanuszek,
1974).

En el caso de la deteccién y cuantificacion
de los JI que se encuentran en el suelo, se debe
recordar que:

—la actividad entomopatégena no es desarro-
llada simultineamente por todas las larvas (Fan
y Hominick, 1990);

— cuando mas de una especie ingresé en un
insecto, se desarrolla s6lo la que liberd primero
y mds rapidamente la bacteria endosimbionte
estableciéndose una exclusion competitiva (Alla-
torre Rosas y Kaya, 1990; Koppenhofer y Kaya,
19906);

~ incrementando el tiempo de exposicion
del insecto aumentan los porcentajes de recu-
peracion (Bednareck y Nowicki, 1991) pero el
mayor nimero de nematodos penetra entre las
primeras 24-48 horas (Fan y Hominick, 1990).

Por lo tanto, se debe tener en cuenta que
mediante una técnica de deteccion indirecta s6-
lo se recuperaran los JI activos en ese momen-
to; que cuando hay varias especies se producen
pérdidas debido a la exclusién competitiva y

que las observaciones deben realizarse durante
al menos 48 horas.

Segin se ha demostrado en este trabajo, la
técnica rapida puede considerarse efectiva ya
que permite detectar todos los JI activos cuando
hay una tnica especie de nematodo; pone en
evidencia la presencia de dos especies y los re-
sultados se obtienen en 48 horas.

Finalmente, aparece conveniente que la re-
cuperacion de los nematodos se realice por di-
seccion manual, ya que al no sufrir deterioro
pueden identificarse (Mauleon et al., 1993).
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