UNC

r Universidad Nacional de Cérdoba

Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales.

Carrera de Ciencias Bioldgicas.

Tesina para la obtencion del Titulo de Biologa

Susceptibilidad de Periplaneta americana (Linnaeus, 1758)
(Insecta: Blattodea) a dos aislados de Steinernema rarum
(Doucet, 1986) (Nematoda: Steinernematidae) de la provincia
de Cdrdoba.

Tesinista: Aguirre Varela, Ailin D. A.
Firma:

Directora: Bertolotti, Maria Alejandra
Firma:

Co-Directora: Cagnolo, Susana Raquel

Firma:

Catedra de Parasitologia, FCEFyN- Centro.
2020

1|Péagina




Susceptibilidad de Periplaneta americana (Linnaeus, 1758) (Insecta:
Blattodea) a dos aislados de Steinernema rarum (Doucet, 1986)

(Nematoda: Steinernematidae) de la provincia de Cérdoba.

Tribunal examinador

Dra. Maria Teresa Defag0 Firma: ...

Dr. Camilo Mattoni Firma: ..o,

Dra. Adriana Zapata Firma: ...
Calificacion: ..........ocoooiiiiiiiiiiiieie

Fecha: ...

2|Pagina

L
X >
.



INDICE

RESUMEN

INTRODUCCION

OBJETIVO GENERAL

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Nematodos

2- Insecto

3- Bioensayo

Obtencion de Jls

A) Cuantitativos

B) Cualitativos

RESULTADOS

4
5

7

7

MATERIALES Y METODOS 7
7

Aislados empleados y procedencia 7
Cria del insecto auxiliar en laboratorio 8
Multiplicacion, almacenamiento y conservacion de los aislados 8

8

Recoleccion y mantenimiento 8

9

Obtencion del indculo 9
Contacto insecto - nematodo 9
Determinacion del parasitismo 10
10

Estimacion del nimero de JlIs producidos por insecto 10
4-  Andlisis de resultados 11
11

11

12

Tiempo de efecto por tratamiento 12
Mortalidad acumulada por tratamiento 13
Mortalidad del insecto por tratamiento. 13
Emergencia de nuevos Jls a partir de insectos parasitados 14

Consistencia y coloracién de los tejidos parasitados por nematodos en Periplaneta

americana 15
DISCUSION 17
CONCLUSIONES 20
BIBLIOGRAFIA 21
ANEXO 1- Periplaneta americana vector mundial de varios agentes patdgenos y parasitarios.

28
3|Pagina

L
X >
.



RESUMEN
Se evalud el efecto de dos aislados de Steinernema rarum (Doucet, 1986) (OLI) y N105
de la provincia de Cdrdoba sobre la cucaracha americana (Periplaneta americana). Se
utilizaron dos dosis: 3200 y 6400 juveniles infectivos (JIs) de nematodo/hospedador y un
grupo control. Se evaluaron 49 insectos por tratamiento. Las infecciones se mantuvieron
a 25 + 1°C. Se registré la muerte de los insectos cada 24 h durante 15 dias. Steinernema
rarum (OLI) causé una mortalidad superior al 65% con las dos dosis y el tiempo de efecto
(Ter) fue mas corto. En el caso del aislado N105, la mortalidad fue inferior al 55% con
ambas dosis. Se comprobo que los dos aislados lograron completar su ciclo de vida con
la produccion y emergencia de JIs en P. americana, aunque se registraron diferencias
significativas entre aislados en el nimero medio de JIs (ANOVA, p<0,05; Duncan,
p<0,05). A partir de los resultados encontrados en el presente trabajo, se incorpora el
Orden Blattodea al rango de hospedadores evaluados con S. rarum (OLI) y se da a

conocer que P. americana es el primer hospedador para S. rarum N105 en laboratorio.

PALABRAS CLAVE: Periplaneta americana, nematodos entomopatdgenos,

Steinernema rarum (OLI), Steinernema rarum N105, mortalidad, control bioldgico.
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INTRODUCCION

Periplaneta americana (Linnaeus, 1758), “la cucaracha americana”, es una plaga
sinantropica de interés médico, veterinario y econémico. Esta especie se distribuye en
una amplia diversidad de habitats, tales como casas, industrias, escuelas, hospitales,
bibliotecas, jardines y basurales (Ponce et al., 2005; Marifio Pedraza, 2011). En relacion
a su importancia como vector mecéanico y/o biolégico de enfermedades, estudios recientes
ha puesto en evidencia que este insecto esta asociado a una amplia variedad de agentes
patogenos: bacterias (Alonso et al., 2014; Cueto-Medina et al., 2015), hongos (Calderdn,
1993; Alonso et al., 2014), virus (Ramirez Pérez, 1989; Calderdn, 1993) y algunos
parésitos que son perjudiciales para el hombre (Ferndndez et al., 2001; Graczyk et al.,
2005; Alonso et al., 2014) (Ver anexo 1).

Por otra parte, se ha encontrado que las heces, regurgitaciones y en los fragmentos de
exoesqueleto de la cucaracha americana, contienen compuestos alérgenos (Baumholtz et
al., 1997; Ponce et al., 2005; Alonso et al., 2014). También, se ha reportado que estos
detritos ocasionan dafios al patrimonio documental de archivos y bibliotecas (Gutiérrez
et al., 2011). Por otro lado, otro estudio informG que este insecto es causante de
entomofobia (Schal & Hamilton, 1990).

En el manejo de las poblaciones de esta especie, se emplean controles quimicos y
biolégicos (Rust et al., 1991; Lee & Lee, 2000). Entre estos ultimos se destacan la
utilizacion de extractos vegetales (Robledo Reyes et al., 2008; Arce Barrera, 20009;
Jaramillo & Armijos, 2015) y de organismos patdgenos (Shaban et al., 2010; Ballesteros
Torres, 2014; Gutiérrez, 2015).

Los nematodos entomopatogenos de la Familia Steinernematidae son parasitos obligados
de insectos que ocasionan un efecto letal sobre sus hospedadores. Por ello, son
considerados interesantes agentes de control biolégico (Poinar, 1979; Simons, 1980;
Gaugler & Kaya, 1990). Su ciclo de vida incluye: huevo, cuatro estadios juveniles y el
estado adulto. El tercer estadio juvenil es el infectivo y es el Unico que se encuentra en el
suelo. Este estadio es el encargado de la basqueda y localizacion del insecto hospedador.
Los juveniles infectivos (JIs) se hallan en asociacion simbidtica con enterobacterias del

género Xenorhabdus. Cuando estos Jls localizan a su hospedador, penetran a través de las
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aberturas naturales y se dirigen al hemocele, donde liberan a su simbionte. La accién
conjunta nematodo-microorganismo, provoca la muerte del hospedador entre 24 y 48 h
posteriores a la infeccion. Dentro del insecto los nematodos contintan su desarrollo,
sucediéndose dos o mas generaciones de individuos adultos de sexos separados,
dependiendo del tamario del insecto. El ciclo se completa con la formacion de nuevos Jis
que se originan a partir de todas las generaciones. Estos abandonan el cadaver del insecto
en busca de un nuevo hospedador entre los 7 y 10 dias posteriores al inicio de la infeccidn
(Garcia del Pino, 1994; Adams & Nguyen, 2002; Cagnolo et al., 2004).

El empleo de nematodos en control bioldgico de plagas requiere, entre otros aspectos,
evaluar previamente su infectividad y rango de hospedadores susceptibles. Se han
observado diferencias intraespecificas en la infectividad, posiblemente relacionadas con
el comportamiento (Fairbairn et al., 1999), morfologia y fisiologia del nematodo, asi
como con caracteristicas propias del insecto y factores ambientales (El-Sadawy & Saleh,
1999). Los nematodos entomopatdgenos parasitan un amplio rango de hospedadores,
como plagas de interés agropecuario (Ramos Rodriguez et al., 2006; Ahmad et al., 2010;
Garcia del Pino & Morton, 2010) y médico-veterinario (de Doucet et al., 1998; Garcia et
al., 2004; Cagnolo & Almirén, 2010; Ulvedal et al., 2012a,b). En la Catedra de
Parasitologia se han realizado numerosas experiencias para evaluar la infectividad de
aislados de nematodos de Argentina. Las mismas, mostraron resultados satisfactorios
sobre hospedadores de diversos Ordenes (de Doucet et al., 1992; de Doucet & Giayetto,
1994; de Doucet et al., 1999; Doucet et al., 2005; Doucet & Bertolotti, 2006; Bertolotti et
al., 2007; 2008; Doucet et al., 2008). Respecto a Steinernema rarum (OLI), uno de los
aislados a utilizar, se determind que es el mas virulento de todos los aislados del género
detectados en Argentina (Cagnolo et al., 2004), por lo que se realizaron ensayos no sélo
con insectos, sino también con crustaceos, anélidos y aracnidos (Bertolotti & Oviedo,
2008; Picca & Cagnolo, 2008; Picca et al., 2008; Cagnolo et al., 2011; Bertolotti et al.,
2013; Gianfelici et al., 2014; Alcalde et al., 2019).

Con respecto a la utilizacion de nematodos entomopatogenos para controlar a la
“cucaracha americana”, existen algunas experiencias llevadas realizadas en laboratorio
con representantes de las Familias Steinernematidae y Heterorhabditidae en Canada
(Zervos & Webster, 1989), Egipto (Shaban et al., 2010; El Kady et al., 2014), Espafia
(Morton & Garcia del Pino, 2013), EE.UU. (Koehler et al., 1992) y Tailandia (Maketon
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et al., 2010). En estos trabajos se observo una mayor susceptibilidad de P. americana a
la Familia Steinernematidae. En Cordoba, sélo se ha realizado un ensayo en laboratorio
con un aislado autoctono de Heterorhabditis bacteriophora Poinar con resultado positivo
(de Doucet & Giayetto, 1994). Se desconoce hasta el momento, la infectividad de otros

representantes nativos de nematodos entomopatogenos sobre P. americana.

Considerando la mayor eficiencia de la familia Steinernematidae contra P. americana y
la falta de informacion sobre el comportamiento de aislados autdctonos pertenecientes a
esta familia sobre la cucaracha americana, en este trabajo se propone evaluar el
parasitismo de dos aislados de Cérdoba: S. rarum (OLI), y S. rarum N105. El primero
fue elegido por su marcada virulencia y el segundo, porque se desconoce su capacidad

infectiva.

OBJETIVO GENERAL
Evaluar la susceptibilidad de Periplaneta americana frente a dos aislados de Steinernema

rarum de la provincia de Cordoba, en condiciones de laboratorio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Determinar el parasitismo por S. rarum (OLI) y S. rarum N105 en P. americana.
- Comparar entre aislados la ocurrencia de muerte de los insectos, la duracion del ciclo
parasitario y la produccion de juveniles infectivos por insecto hospedador.
- Estimar el nmero medio de juveniles infectivos producidos por insecto hospedador y

evaluar si existen diferencias entre los dos aislados de nematodos utilizados.

MATERIALES Y METODOS

1- Nematodos

Aislados empleados y procedencia

Los dos aislados de S. rarum utilizados en el experimento, provienen de suelos de la
provincia de Cérdoba. El aislado (OLI) fue detectado en la localidad de Oliva (Cagnolo
et al., 2004), mientras que el aislado N105 lo fue en Cérdoba Capital (Cagnolo et al.,
2016). Los JIs empleados se obtuvieron de cultivos puros que se mantienen a una

temperatura de 4 a 10°C (Molina Acevedo et al., 2006) en el laboratorio de la Catedra de
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Parasitologia de la Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales, Universidad
Nacional de Cérdoba (FCEFyN-UNC).

Cria del insecto auxiliar en laboratorio

Los hospedadores auxiliares empleados para la multiplicacion de los nematodos fueron
larvas de la polilla de la cera: Galleria mellonella L. (Insecta: Lepidoptera). Las mismas
se criaron en recipientes plasticos sobre una dieta artificial en estufa de cultivo a 29+1°C
de temperatura (Crespo et al., 1996; Cagnolo et al., 2004) en el laboratorio de la Catedra
de Parasitologia de la FCEFyN-UNC.

Multiplicacion, almacenamiento y conservacion de los aislados

Para la multiplicacion de los nematodos, se utilizaron cajas de Petri de 5 cm de diametro,
provistas de dos discos de papel de filtro. Sobre el disco superior se agregd 1ml de una
suspension acuosa con JIs del nematodo y luego se incorporaron de 5 a 7 larvas de G.
mellonella. Las cajas se incubaron en estufa de cultivo a 24+1°C. Transcurridos 6 dias
desde la fecha de muerte de las orugas, se las coloco en trampas White (Kaya & Stock,
1997) hasta la emergencia natural de los Jls. Posterior a esto, se los recolect6 mediante
una micropipeta y almacend en frascos plasticos. Los cultivos se mantuvieron entre 20 y
21+1°C, ya que a dichas temperaturas se ha observado una mayor supervivencia de los

aislados de S. rarum (Cagnolo, com.pers.).

2- Insecto

Recoleccion y mantenimiento

Para la realizacion del experimento, se capturaron individuos adultos de Periplaneta
americana (cucaracha americana), de ambos sexos en diferentes domicilios y plazas de
la ciudad de Cdrdoba. Los mismos se mantuvieron en un periodo de cuarentena previo al
desarrollo de los experimentos para descartar individuos parasitados por hongos. Se
emplearon recipientes plasticos de tamafio variable, cubiertos con una malla de tela y
provistos de una plancha de espuma de poliuretano y tubos de carton, a fin de asegurar
un ambiente propicio para su desarrollo (25+2°C y 65-75% de humedad ambiente).
Durante ese tiempo, fueron alimentadas con una dieta a base de levadura en polvo, harina

de trigo, harina de maiz, frutas y verduras desecadas, pan triturado y sacarosa. Los
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insectos se mantuvieron en el laboratorio de la Catedra de Parasitologia de la FCEFyN-
UNC.

3- Bioensayo
Obtencidn del inéculo

Se usaron JIs que no superaban los 30 dias de almacenamiento a partir de la fecha de
emergencia del hospedador auxiliar. Los indculos se prepararon 24 h antes de comenzar
con los bioensayos. Se evaluaron dos dosis (D.): 3200 y 6400 Jls por hospedador y un
grupo control (Morton & Garcia del Pino, 2013). Para la obtencion de las dosis, se
procedi6 a diluir la solucion concentrada de nematodos obtenida con agua hervida hasta
un volumen final conocido. Luego, se extrajo una alicuota de 0,5 ml y, bajo lupa
binocular, se contabiliz6 el numero de nematodos, repitiendo esta accion 3 veces. Se
obtuvo el promedio de los JIs presentes en el indculo preparado. Finalmente se calcul6 la
cantidad de solucion necesaria para obtener las dosis propuestas. En el caso del control,
se incorporo al papel de filtro un volumen de agua hervida sin nematodos equivalente al
volumen tomado para la dosis 3200 Jis/hospedador (siguiendo el protocolo usado en el
Laboratorio de la Catedra de Parasitologia de la FCEFyN-UNC, para la realizacion de
este tipo de experimentos).

Contacto insecto - nematodo

Las infecciones se llevaron a cabo en cépsulas de Petri de 5 cm de didametro (Kaya &
Stock, 1997; Koppenhofer & Kaya, 1999). En la base de cada capsula se dispuso un disco
de cartdn, a fin de reducir su altura y asegurar de este modo el contacto del insecto con
los Jls, y sobre éste, un disco de papel de filtro. Los in6culos se pasaron a través de
embudos forrados con un disco de papel de filtro de 5 cm de diametro. Terminado el
filtrado, el papel con los nematodos se dispuso sobre el disco ya contenido en la capsula
de Petri. Por ultimo, se colocd un Unico insecto de manera que la region dorsal quedara
en contacto con el indculo. Luego de esto, las placas se dieron vuelta para que la cucaracha
quedara en posicion ventral y se colocaron en recipientes plasticos provistos de un pedazo
de 25cm de espuma de poliuretano humedecida para mantener un ambiente favorable para

los nematodos y las cucarachas. Todos los recipientes fueron incubados a 25+1°C de
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temperatura. Cada tratamiento constd de 4 repeticiones. EI nimero total de insectos

empleados para cada tratamiento fue de 49 individuos.

Determinacion del parasitismo

Se registrd la muerte de los insectos cada 24 h, durante 15 dias seguidos. Las cucarachas
muertas fueron retiradas de las cajas de Petri, para extraerles los dos pares de alas,
enjuagarlas con agua hervida y secarlos con papel tissue. Este proceso se efectud para
eliminar los posibles Jls adheridos al cuerpo. Luego, cada cuerpo fue transferido a una
capsula de Petri provista de un disco de papel de filtro seco por un periodo de 10 dias,
para permitir el desarrollo de los nematodos dentro del insecto. Las placas se colocaron
en recipientes provistos de espuma de poliuretano humedecida y se mantuvieron a

25+1°C de temperatura.

Obtencion de Jls

Transcurridos los 10 dias desde su muerte, cada cuerpo fue colocado individualmente en
una trampa White. Estas fueron observadas cada 24 h a fin de registrar la fecha de
emergencia de los JIs. Pasado ese tiempo, se recolectaron los nuevos Jls de cada
hospedador. Este material fue conservado en frascos de plastico a una temperatura de

21+1°C para su posterior recuento.

Estimacién del nimero de JlIs producidos por insecto

El material recolectado de la trampa White se colocd en una probeta y se registro su
volumen. Seguido a esto, se homogeneiz6 la muestra y se procedid al recuento de
nematodos presentes. Para ello, se transfirié una alicuota de 0,5 ml a una capsula de Petri
con el fondo cuadriculado y se cont6 bajo lupa la cantidad de Jls. Este proceso se repitid
3 veces, con el fin de obtener un promedio de los Jls, y se proyect6 al volumen total. Los
cuerpos en los que no se observd emergencia de Jls, pasados los 10 dias fueron
diseccionados para determinar la causa de la muerte (por infeccidn/causas
naturales/otras). Se considerd positivo el resultado, cuando se encontraron nematodos

dentro del cuerpo de las cucarachas.
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4- Anélisis de resultados

A)-Cuantitativos

Se calculo el tiempo de efecto (Ter) de los nematodos. Este se definié como la cantidad
de dias en los que el aislado produjo la muerte de los insectos. El Tef se extendio desde el
contacto nematodo-hospedador hasta el Gltimo registro de muerte.

Se evalu6 y comparo el porcentaje de mortalidad por dosis y por aislado cada 24 h. Los
datos se transformaron segun la ecuacion de Schneider-Orelly (Plntener, 1981) que
brinda valores corregidos de mortalidad, a partir de la relacion: mortalidad por tratamiento

vs mortalidad en el testigo absoluto.

%mt — Y%mta
100 — %mta

% Mortalidad corregida = ( )x 100

mt: mortalidad en el tratamiento

mta: mortalidad en testigo absoluto

Ademés de evaluarse la mortalidad acumulada por tratamiento, se calcularon y
compararon el porcentaje de insectos en los cuales se observé emergencia de JIs y el

namero medio de nuevos juveniles infectivos producidos por insecto en cada tratamiento.

La evaluacion de los tratamientos se realizé mediante Analisis de la Varianza (ANOVA,
p < 0,05) previa comprobacién de los supuestos de normalidad, homogeneidad e
independencia de los datos obtenidos. EI nimero medio de JlIs producidos por insecto,
fue transformado a raiz cuadrada, para que se cumpliera el supuesto de normalidad y
homogeneidad. La comparacion de los valores medios, se realizd6 mediante el test de
comparaciones mdaltiples de Duncan. Los andlisis estadisticos se implementaron en
InfoStat version libre (Di Rienzo et al., 2018).

B) Cualitativos

Los insectos muertos se examinaron bajo lupa estereoscépica de marca Zeizz y modelo
47 50 52-990, a fin de observar por transparencia de la cuticula la presencia de nematodos
en su interior. También se observo la consistencia y el cambio de coloracién de los tejidos

parasitados.
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RESULTADOS

Tiempo de efecto por tratamiento

El Tef registrado en el tratamiento con Steinernema rarum (OLI), fue de 7 y de 11 dias
con D.3200 y D.6400 Jis/hospedador, respectivamente (Fig. 1). Los valores maximos de
mortalidad diaria correspondieron al segundo dia, con 28% y 24% para la dosis baja y

alta, respectivamente.

40
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Figura 1: Tiempo de efecto de Steinernema rarum (OLI).

El Ter registrado para S. rarum N105 fue de 13 dias independientemente de la dosis
empleada (Fig. 2). Los valores méaximos de mortalidad diaria, fueron del 10%, al segundo
dia con D.3200 Jls/hospedador y al tercer dia con D.6400 Jls/hospedador.
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Figura 2: Tiempo de efecto de Steinernema rarum N105.
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Mortalidad acumulada por tratamiento

Las curvas de mortalidad acumulada con ambas dosis de S. rarum (OLI) fueron similares.
Al inicio, mostraron un crecimiento exponencial positivo, que disminuyo
progresivamente hasta el maximo. Con la dosis mayor, el valor maximo de mortalidad
acumulada (89%) se observo el dia 11, en tanto que con la dosis menor la maxima
mortalidad (67%) se alcanzé el dia 6. Con el tratamiento de S. rarum N105, las curvas de
mortalidad acumulada presentaron, con ambas dosis, un crecimiento aproximadamente
lineal. EI porcentaje maximo de hospedadores muertos, se observé en ambos casos el dia
13, siendo del 59% para la dosis mayor y del 65% con la dosis menor. Para el grupo

control, el porcentaje méaximo de hospedadores muertos (29,5%) se observo el dia 11
(Fig.3).

Control ——1(OLI)D.3200 = (OLI) D .6400

» 100 N105 D:3200 N105 D.6400
£ 90
2
Z 80
g 70
3 60
2 50
L
= 40
E 30
= 20
S 10
od 0

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Tiempo (Dias)

Figura 3: Mortalidad acumulada de Periplaneta americana para cada tratamiento.

Mortalidad del insecto por tratamiento.

El tratamiento con la mayor mortalidad fue el de S. rarum (OLI) D.6400 Jls/hospedador
y el de menor mortalidad fue para S. rarum N105 D.6400 Jls/hospedador. La mortalidad
del tratamiento control fue de 29,5% (Fig. 4).
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Figura 4: Porcentajes de mortalidad (las lineas representan la desviacion estandar) con las dos

dosis de Steinernema rarum. Letras distintas indican diferencias significativas P<0,05.

El Andlisis de la Varianza evidencio diferencias significativas entre tratamientos (Fas,15=
18,95; p < 0,001), con porcentajes de mortalidad mayores en los tratamientos con
nematodos respecto al grupo control. Asimismo, fueron significativas las diferencias en

mortalidad entre las dosis de S. rarum (OLYI), no asi con el otro aislado (Duncan p <0,05).

Emergencia de nuevos Jls a partir de insectos parasitados

En més del 80% de las cucarachas infectadas bajo cada tratamiento se observd emergencia
de JIs de nematodos (Fig. 5). EI mayor porcentaje correspondié a aquéllos inoculados con
la menor dosis de S. rarum (OLI). Sin embargo, no se evidenciaron diferencias
significativas entre los tratamientos (Fz12= 1,84; p <0,2).

120
100 I
80 !

60
95+9

20

% de insectos con emergencia

Tratamientos

W (OLI) D. 3200 M (OLI) D. 6400 W N105 D. 3200 W N105 D. 6400

Figura 5: Porcentaje de insectos parasitados por Steinernema rarum en los que se observo

emergencia de Jls (las lineas representan la desviacion estandar).
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El mayor nimero medio de emergencia de Jls correspondi6 al tratamiento con S. rarum
(OLI) D.6400 Jis/hospedador con un valor de [33+3]10* JIs/hospedador, mientras que el
menor numero medio, al tratamiento con S. rarum N105 D.3200 Jls/hospedador con un
valor de [14+3]10* Jis/hospedador (Fig. 6). Estas diferencias fueron significativas
(F3,126=5,26; p < 0,001).

400000
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250000 328102 ¥ 3x10
300000 255215 + 3x10°
250000
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200000
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Numero medio de nematodos emergidos Jls

(o]
(OLI) D.3200 (OLI) D.6400 N105 D.3200 N105 D.6400

Tratamientos

Figura 6: Promedio de emergencia de JIs de Steinernema rarum (las lineas representan la

desviacion estandar).

Consistencia y coloracion de los tejidos parasitados por nematodos en Periplaneta

americana

Los tejidos de los ejemplares de P. americana muertos presentaron una consistencia
blanda, degradada y sin signos de putrefaccion (Figs. 7 y 8). Por otra parte, no se
observaron cambios en la coloracion del tegumento de P. americana, manteniendo el

color natural marrén-rojizo caracteristico de este insecto (Figs. 9 y 10).

Figuras 8 y 9: Aspecto de los tejidos de una cucaracha parasitada.
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Figuras 10 y 11: Cucaracha al inicio y al final del experimento.

La presencia de nematodos en el cuerpo de los ejemplares de P. americana se observo
por transparencia del tegumento, encontrandose en abundancia, en regiones del térax y
abdomen (Figs. 11y 12).

Figuras 11 y 12: Nematodos observados en el cuerpo de la cucaracha (flechas azules).
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DISCUSION

Los resultados muestran que Periplaneta americana es susceptible en laboratorio a los
dos aislados de Steinernema rarum utilizados. Hasta el momento se conocian como
susceptibles a los Ordenes: Coleoptera (de Doucet et al., 1999, Cagnolo & Gonzalez,
2017), Lepidoptera (Cagnolo et al., 2011; Bertolotti et al., 2013; Gianfelici et al., 2014),
Diptera (Ulvedal et al., 2012a,b; Cagnolo et al., 2015), Hymenoptera (de Doucet et al.,
1999), Hemiptera (Picca et al., 2008), Homoptera (de Doucet et al., 1999), Phthiraptera
(de Doucet et al., 1998), Ortoptera (de Doucet et al., 1999), Isopoda (Picca et al., 2008),
y Scorpiones (Alcalde, et al., 2019). A partir de los resultados del presente trabajo, se
agrega P. americana del Orden Blattodea como nuevo hospedador. Por otro lado, se da a
conocer que P. americana es el primer hospedador para S. rarum N105 en laboratorio.

Steinernema rarum (OLI) caus6 mayor mortalidad y el Tiempo de efecto fue mas corto
que con el aislado N105. Esto estaria reflejando diferencias en la capacidad de infectar de
ambos aislados, confirmando una vez més la mayor virulencia del primero (Cagnolo et
al.,, 2004). Se sabe que las especies del género Steinernema muestran diferentes
comportamientos de busqueda del hospedador, por ejemplo, S. glaseri (Steiner) tiene una
estrategia de caza, mientras que S. carpocapsae (Weiser), de emboscador (Lewis et al.,
1992). En el caso de S. rarum (OLI) se conoce que posee las dos estrategias de
localizacion mencionadas (Cagnolo & Gonzalez, 2017), lo que explicaria, en parte, su
mayor eficiencia. Sin embargo, esta caracteristica se desconoce para el otro aislado

evaluado.

En relacion a los porcentajes de mortalidad, en el aislado N105 no se encontraron
diferencias significativas entre las dosis y ambas tuvieron un efecto similar que la dosis
menor de S. rarum (OLI). Esta es la primera prueba que se realiza con este aislado en
laboratorio. Restaria poner a prueba si esta es una caracteristica de S. rarum N105.

Para el aislado S. rarum (OLI), por el contrario, se registraron diferencias significativas
entre las dosis. En otros estudios de laboratorio con este mismo aislado y dosis de 50 y
500 Jls/hospedador, se registraron comportamientos similares. Por ejemplo, Cagnolo et
al. (2011) encontraron que el 80% de los adultos de Anticarsia gemmatalis (Hubner)
murieron a la dosis mayor. Otros trabajos realizados utilizando larvas de los insectos
plagas, Diatraea saccharalis (Fabricius) y Bradysia sp. (Diptera), mostraron igualmente

una mayor mortalidad con la dosis mas alta (Bertolotti et al., 2013; Cagnolo et al., 2015).
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Sin embargo, un ensayo sobre Nezara viridula (L.) no mostré diferencias en la mortalidad
con las mismas dosis evaluadas (Bertolotti & Oviedo, 2008).

Por otro lado, en pruebas realizadas contra invertebrados que habitan jardines, se encontrd
que los porcentajes de mortalidad, la duracion del ciclo parasitario y la produccién de
progenie varian entre las distintas especies de hospedadores (Picca & Cagnolo, 2008).
Es posible que las diferencias observadas en la susceptibilidad de P. americana a los
aislados (OLI) y N105, puedan depender no sélo de las caracteristicas bioldgicas de los
nematodos utilizados, sino también de las condiciones fisioldgicas del hospedador, por

ejemplo, la respuesta de su sistema inmune (Koppenhofer y Fuzy, 2003).

En distintos trabajos, se ha evaluado la susceptibilidad tanto de P. americana como de
otra especie de cucaracha, Blattella germanica (L.) frente a nematodos de la familia
Steinernematidae. Maketon et al., (2010) compararon el efecto de Steinernema sp. y S.
carpocapsae y encontraron que las dosis que causaron mayor mortalidad fueron 1x10° y
5,4x10* JIs/hospedador, respectivamente, y que los adultos de B. germanica fueron mas
susceptibles que los de P. americana. Por otra parte, Koehler et al., (1992) observaron
que las ninfas de P. americana eran mas susceptibles que los adultos a S. carpocapsae
con una dosis de 500000 Jis/hospedador. Al comparar los resultados obtenidos con los
dos sexos, estos autores reportaron que no se diferenciaron significativamente. Por el
contrario, Morton y Garcia del Pino (2013) observaron que los machos de P. americana
fueron mas susceptibles que las hembras con las dosis de 3200 y de 6400 Jis/caja de S.
carpocapsae. Seria interesante realizar experiencias con los aislados (OLI) y N105 a fin
de evaluar la existencia de una respuesta diferencial segln el sexo de P. americana.

Las cucarachas del grupo control vivieron mas tiempo que los insectos tratados con
nematodos, pereciendo por inanicién. En los insectos parasitados se evidencio el cambio
caracteristico en la consistencia de los tejidos internos, y ausencia de signos de
putrefaccion por la accion de los microorganismos simbiontes de S. rarum, Xenorhabdus
sp. Se conoce que estas bacterias son las encargadas de degradar los tejidos del
hospedador y transformarlos en alimento para los nematodos, ademas de impedir,
mediante la produccion y liberacidn de sustancias antibioticas, la proliferacion de otros
microorganismos. Las bacterias también son responsables de la produccion de cristales
rojos que brindan una coloracion rosada en el hospedador (Doucet, 1986; Poinar et al.,
1988; Glazer & Lewis, 2000). Sin embargo, en los individuos de P. americana

parasitados, no se evidencié ese cambio de coloracion, aunque la bacteria simbionte los
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preservé de la colonizacion de otros microorganismos. Se podria proponer que el color

propio del insecto, marron-rojizo, puede haber enmascarado dicho cambio.

El elevado porcentaje de insectos, a partir de los cuales se registré emergencia de Jis al
final del ciclo parasitario pone en evidencia que P. americana es un hospedador favorable
para los dos aislados de S. rarum evaluados. Esto coincide con estudios similares con
otras especies del género Steinernema, en los que se observo que P. americana brinda un
medio favorable para el desarrollo y reproduccion del parasito, permitiéndole completar
su ciclo vital y perpetuarse (Morton & Garcia del Pino, 2013; Maketon et al., 2010;
Koehler et al., 1992).

En cuanto al nimero medio de JIs producidos por insecto, se observé que la produccion
de progenie fue siempre mayor a partir de los insectos tratados con S. rarum (OLI).
Existen antecedentes de diferencias intraespecificas en la infectividad, tal como ha sido
seflalado para Steinernema feltiae (Filipjev) (Hazir et al., 2001; Campos Herrera &
Gutiérrez, 2014). Las diferencias entre poblaciones de una misma especie estarian
relacionadas con el tiempo de liberacion de la bacteria simbionte (Koppenhofer & Fuzi,
2003) y las variaciones en la virulencia de dicha bacteria (Shaban et al., 2010).

Segun estos estudios, las diferencias observadas en el presente trabajo en la produccion
de juveniles infectantes podrian estar influenciadas por las variables antes mencionadas,
que afectarian la tasa de ingreso de los Jls, el desarrollo de los adultos dentro del

hospedador y la progenie.

Seria interesante en futuros trabajos, evaluar otros aspectos del comportamiento de estos
aislados, tales como: tiempo de liberacion del simbionte y su patogenicidad. En estos
estudios, se podria considerar variables como el sexo, el peso y la edad del insecto.
Ademas, utilizar un rango de dosis mas amplio para estos nematodos. Seria igualmente
interesante, probar estos aislados en ambientes donde naturalmente se encuentra este
insecto y estimar asi las potencialidades reales de estos nematodos como agentes de

control bioldgico.

19| Pagina

L
X >
.



CONCLUSIONES
A partir de este estudio, puede concluirse que:

e La cucaracha americana es susceptible a dos aislados nativos de la provincia de
Cordoba: Steinernema rarum (OLI). y S. rarum N105.

e Periplaneta americana es el primer hospedador de S. rarum (N105) que se conoce
en laboratorio y se incorpora al amplio rango de hospedadores conocidos de S.
rarum (OLI).

e Losaislados utilizados lograron completar su ciclo de vida dentro de la cucaracha
americana con la produccién y emergencia de nuevos Jls.

e Las diferencias encontradas en los tiempos de efecto, porcentajes de mortalidad y
produccion de Jls, evidencian las variaciones intraespecificas de S. rarum, siendo

el aislado OLI mas virulento y mas efectivo que N105.
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ANEXO 1- Periplaneta americana vector mundial de varios agentes patdgenos y

arasitarios.

Agentes

Generos y especies encontradas

Bacterias

(Ramirez Pérez, 1989; Calderdn, 1993;
Fathpour et al., 2003; Graczyk et al.,
2005; Cueto medina, 2013; Nedelchevl,
etal. 2013 y Alonso et al., 2014)

Bacillus subtilis

Clostridium perfringens
Escherichia coli (*)

Enterobacter aerogenes

Klebsiella pneumoniae
Mycobacterium leprae(Lepra)
Mycobacterium tuberculosis
Pasteurella pestis (Peste bubdnica)
Proteus vulgaris

Pseudomona aeruginosa
Salmonella spp(*)

Serratia marscesens

Shigella alkalescens y paradysenteriae

Staphylococcus aureus(*)

Helmintos

(Ramirez Pérez, 1989; Calderon, 1993;
Fernandez et al., 2001; Camino & Quela,
2008; Camino & Gonzalez, 2012;
Camino et al., 2013;Nedelchevl, et al.
2013 y Alonso et al., 2014)

Ancylostoma duodenale(*)
Ascaris lumbricoides(*)
Binema,

Gordius,

Gryllotalpa

Hammer schmidtiella,
Hymenolepis nana
Hydrophylus

Leidynema

Moniliformis

Necator americanus
Neoplectana,

Picnoscelus surinamensis,
Prostrellus

Taenia saginata(*)
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Thelastoma
Trichuris trichiura(*)

Hongos
(Ramirez Pérez, 1989; Calderon, 1993;
Alonso et al., 2014),

Aspergillus spp

Candida albicans(*)

Virus
(Ramirez Pérez, 1989; Calderdn, 1993)

Echovirus tipo 6
Polivirus tipo 1
Coxsackievirus tipo B5
Poliom yelitis

Virus hepatotropos A, B, C

Protozoarios

(Ramirez Pérez, 1989; Calderon, 1993;
Ferndndez et al., 2001; Alonso et al.,
2014)

Amoeba(*)
Balantidium
Chilomastix
Endamoeba
Endolimax
Entamoeba(*)
Gregarina,
Giardia lamblia(*)
lodamoeba
Lophomonas
Nosema
Nyctoterus
Isotricha
Polymastix
Tetrahymena
Toxoplasma gondii(*)
Trichomonas(*)

Trypanosoma cruzi(*)

(*) Parasitosperjudiciales para la salud de los seres humanos
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