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Susceptibilidad de Tityus carrilloi (Scorpiones: Buthidae) a Steinernema rarum (OLI) y
Heterorhabditis bacteriophora N842 (Nematoda: Steinernematidae, Heterorhabditidae)

en condiciones de laboratorio.

Resumen

Los escorpiones de interés toxicoldgico en medicina humana pertenecen mayoritariamente
a la familia Buthidae. Tityus carrilloi, es la especie de esta familia que registra mas casos de
picaduras y muertes por animales ponzofiosos en Argentina. Los nematodos
entomopatégenos (NEPs) se emplean en el manejo de plagas. En este trabajo se evalud la
accién de dos aislados autdctonos de NEPs, Steinernema rarum (OLl) y Heterorhabditis
bacteriophora N842, sobre T. carrilloi. Se realizaron dos ensayos: En el primero, para
evaluar la mortalidad, se seleccionaron 50 individuos de T. carrilloi y se formaron 5 grupos
experimentales de 10 ejemplares. Se probaron dos dosis: 3500 JIs y 7000 JIs de cada aislado
de nematodo/escorpidn y un grupo control. Se evalud también la infectividad de los Jls
producidos a partir de escorpiones en 3 larvas de Galleria mellonella y en un individuo de
T. carrilloi. En el segundo ensayo, para observar el desarrollo de nematodos, se utilizaron
20 escorpiones inoculados con 3500 JIs de S. rarum (OLI). Al comparar la supervivencia de
los escorpiones se evidencié que S. rarum (OLI) fue mas letal que H. bacteriophora N842.
El mayor porcentaje de mortalidad final, 80%, se observé con la dosis baja de S. rarum (OLI).
Se demostro la infectividad de los JIs emergidos de T. carrilloi. En la diseccién post mortem
de los escorpiones, se hallaron hembras, con o sin huevos, machos y JIs. Se concluye que T.
carrilloi es susceptible a S. rarum (OLI) y que el nematodo completa su ciclo reproductivo

en el escorpion.

Palabras clave: Tityus carrilloi, Steinernema rarum (OLI), Heterorhabditis bacteriophora

N842, susceptibilidad.



Summary

Scorpions of toxicological interest in human medicine belong mainly to the family Buthidae.
Tityus carrilloi is the species of this family with the highest number of cases of stings and
deaths by poisonous animals in Argentina. Entomopathogenic nematodes (ENPs) are used
in pest management. In this work, the action of two native isolates of ENPs, Steinernema
rarum (OLl) and Heterorhabditis bacteriophora N842, on T. carrilloi was evaluated. Two
trials were carried out: In the first one, to evaluate mortality, 50 individuals of T. carrilloi
were selected and 5 experimental groups of 10 specimens were formed. Two doses were
tested: 3500 JIs and 7000 JIs of each isolate of nematode/scorpion and a control group. The
infectivity of JIs produced from scorpions was also evaluated in 3 larvae of Galleria
mellonella and 1 individual of T. carrilloi. In the second trial, 20 scorpions inoculated with
3500 JIs of S. rarum (OLI) were used to observe nematode development. Comparison of
scorpion survival showed that S. rarum (OLI) was more lethal than H. bacteriophora N842.
The highest final mortality rate, 80%, was observed with the low dose of S. rarum (OLI). The
infectivity of the emerged JIs of T. carrilloi was demonstrated. In post mortem dissection of
the scorpions, females, with or without eggs, males and JIs were found. It is concluded that
T. carrilloi is susceptible to S. rarum (OLI) and that the nematode completes its reproductive

cycle in the scorpion.

Keywords: Tityus carrilloi, Steinernema rarum (OLI), Heterorhabditis bacteriophora N842,

susceptibility.



1. INTRODUCCION

Los escorpiones de interés toxicoldgico en medicina humana pertenecen en su
mayoria a la familia Buthidae. De las 2743 especies descritas en el mundo, sélo 126 son
comprobadamente peligrosas para el ser humano (Chippaux & Goyffon, 2008; Rein, 2017).
Se estima que anualmente hay al menos 1.5 millones de casos de envenenamiento por
escorpiones con 2600 muertes (Chippaux, 2012). En América, la totalidad de los
escorpiones de importancia médica pertenecientes a esta familia corresponden a dos
géneros: Centruroides Marx 1889 en Centroamérica y Norteamérica, y Tityus Koch 1836 en
Centroamérica y Sudamérica (Biicherl, 1971; Chippaux & Goyffon, 2008). En Argentina, la
familia Buthidae tiene una distribucion local restringida al centro y norte del pais,
registrandose hasta el momento tres géneros: Zabius Thorell 1894, Ananteris Thorell 1891
y Tityus.

El género Tityus incluye todas las especies de importancia médica del sur de
Sudamérica, siendo responsable de varias muertes cada afio en esta regién (Ministerio de
Salud de la Nacion, 2011; de Roodt, 2014; Blanco et al., 2016). Este género ha sido muy
estudiado y recientemente, gracias al analisis de colecciones de especimenes de Argentina
y Paraguay, se ha redefinido la identidad y posicién filogenética de Tityus trivittatus
Kraepelin 1898. Estos analisis han determinado que la especie identificada como T.
trivittatus, distribuida en el centro y norte de Argentina, corresponde a la nueva especie,
Tityus carrilloi Ojanguren-Affilastro, 2021 (Ojanguren- Affilastro et al., 2021). Si bien los
analisis moleculares y filogenéticos confirmaron la separacién taxondmica, T. trivittatus y
T. carrilloi pueden diferenciarse por caracteristicas morfolégicas como el patrén de
pigmentacion presente en los terguitos | a VI. Ambas especies ademds presentan otras
diferencias, no tan notables a simple vista, en las carenas, los espiraculos y los pedipalpos
de los machos (Ojanguren-Affilastro et al., 2021).

Tityus carrilloi ocupa la mayor parte del centro y norte de Argentina y la mayoria de
los registros corresponden principalmente a poblaciones de hembras sinantrépicas vy
partenogenéticas. A partir de datos actuales e histdricos se supone que el area de
distribucién original de la especie, en la que se encuentran poblaciones con machos vy
hembras, estaria restringida a un sector del Chaco himedo argentino con limite norte en
el Rio Bermejo. La capacidad invasiva de T. carrilloi y su adaptabilidad a ambientes

antropizados permitid que la especie llegara a zonas con climas muy diferentes a los de
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origen, habiendo extendido su drea de distribucion un 300% en 70 afios (Ojanguren-
Affilastro et al., 2021).

En Argentina, las picaduras por escorpiones son el accidente con animales
venenosos mas comunicado a las autoridades sanitarias (de Roodt, 2014; Blanco et al.,
2016). En las ultimas décadas se han incrementado considerablemente las notificaciones
por alacranismo y los casos de muerte por especies del género Tityus, estando
principalmente involucrado T. carrilloi y en menor medida, T. confluens (de Roodt, 2015).
En el afo 2018 se registraron 5536 casos confirmados de alacranismo en el pais y las
provincias con mayor numero de casos fueron Cordoba, Tucuman, Catamarca y Santiago
del Estero (Ministerio de Salud de la Nacién, 2020).

El incremento de casos de escorpionismo provocado por T. carrilloi ha generado
campanas de difusion orientadas al reconocimiento de especies de importancia médica, asi
como a medidas de prevencion de accidentes y pautas de accién en caso de picadura
(Ministerio de Salud de la Nacién, 2011). Sin embargo, el problema es abordado sdlo desde
el punto de vista sanitario sin considerar la expansién poblacional que registra T. carrilloi
desde los grandes centros urbanos (Murua et al., 2002; Fernandez Campodn & Lagos Silnik,
2009; Blanco et al., 2012; de Roodt, 2014). Si no se controla el aumento de la densidad
poblacional, el problema de escorpionismo provocado por esta especie puede agravarse
con el tiempo (Martinez et al., 2017). En Mendiolaza, provincia de Cérdoba, en el afio 2018,
una inusitada abundancia y concentracién de T. carrilloi, expuso a la sociedad el riesgo de
no considerar el crecimiento descontrolado de la poblacién de esta especie y los factores
ambientales que lo favorecen (Dellatorre, 2018; Redaccién Clarin, 2018).

Para controlar esta especie, habitualmente se recomienda la fumigacién con
piretroides solos o combinados con carbamatos (Ministerio de Salud de la Nacion, 2017).
Sin embargo, se conoce que el empleo de productos quimicos provoca resistencia en la
especie a controlar. Una alternativa al uso de pesticidas en el manejo de especies plaga es
la utilizaciéon de agentes bioldgicos, como los nematodos entomopatégenos (NEPs)
pertenecientes a las familias Steinernematidae y Heterorhabditidae. Estos organismos se
emplean como agentes de control de insectos perjudiciales y tienen ventajas respecto de
los productos quimicos, ya que no son contaminantes y se reproducen dentro del insecto

hospedador, manteniendo asi su efecto a largo plazo. Por tales razones el uso de NEPs



representa una alternativa ambientalmente segura para el manejo de plagas (Fimbres
Cubillas & Flores-Lara, 2016).

El ciclo de vida de los NEPs se caracteriza por poseer un Unico estadio de vida libre
en el suelo, representado por juveniles infectivos (JIs), que son los encargados de localizar
y penetrar en el cuerpo del hospedador. Cuando los JIs de Steinernema spp. vy
Heterorhabditis spp. penetran en el insecto, se dirigen al hemocel, donde liberan bacterias
simbiontes que llevan en su intestino. Estas se multiplican rapidamente dando lugar a una
septicemia que causa la muerte del hospedador. El desarrollo de los nematodos continua
dentro del insecto hasta alcanzar el estado adulto. En la Familia Steinernematidae, tanto la
12 como la 22 generacién de nematodos adultos estdn constituidas por hembras y machos
y la reproduccién es anfimictica (reproduccién sexual en la que los gametos masculinos y
femeninos proceden de dos individuos, macho y hembra, respectivamente). En la Familia
Heterorhabditidae, en cambio, los machos no estdn presentes en la 12 generacion y los
individuos son hermafroditas, por lo cual ocurre autofecundacién. La 22 generacion de
adultos es dioica y la reproduccién anfimictica, tal como sucede en Steinernematidae. En
ambas Familias, a partir de las 2 generaciones de adultos se forman nuevos JIs que
abandonan el cadaver del insecto en busca de otro hospedador (Adams & Nguyen, 2002,
Lewis & Clarke, 2012).

Las Familias Steinernematidae y Heterorhabditidae han demostrado ser eficientes
como agentes de control biolégico (Sdenz, 2005; Pérez et al., 2010; Labaude y Griffin, 2018)
y varias especies han sido comercializadas para su empleo contra diferentes insectos plaga
(Hazir et al., 2003). En la provincia de Cérdoba, aln no se han realizado ensayos a campo
con estos nematodos, aunque si se han llevado a cabo numerosas experiencias en
laboratorio contra diferentes especies de insectos. A modo de ejemplo, recientemente se
ha encontrado que Steinernema rarum (OLI) causé mortalidades de 67% y 89% en
Periplaneta americana, por lo que se plantea como una posible estrategia de control de
esta plaga (Aguirre Varela et al., 2021). Otros insectos presentes en la Provincia de Cérdoba
han demostrado ser susceptibles al parasitismo por distintos aislados de Steinernema
rarum (Doucet, 1986) y Heterorhabditis bacteriophora Poinar, 1976 (Cagnolo & Almirén,
2010; Cagnolo et al., 2011; Ulvedal et al., 2012; Bertolotti et al., 2013; Gianfeliciet al., 2014;
Cagnolo & Bertolotti, 2016).



En relacién a los escorpiones, se conocen escasos reportes de parasitismo en la
naturaleza por nematodos de las familias Mermithidae y Oxyuridae (Poinar & Stockwell,
1988; Baru$ & Koubkovd, 2002). En el caso de las familias Steinernematidae vy
Heterorhabditidae no existen registros de asociaciones naturales con estos aracnidos y sélo
se conoce un estudio en una especie de la familia Buthidae realizado en Estados Unidos en
la Universidad de Arizona (Gouge & Snyder, 2005). Los resultados de dicho estudio
muestran que Centruroides exilicauda Wood 1863, especie de importancia médica en el sur
de Estados Unidos y México, es susceptible a Steinernema glaseri (Steiner, 1929), S.
riobrave Cabanillas, Poinar & Raulston, 1994, Heterorhabditis bacteriophora y H. marelatus
Liu & Berry, 1996. En Argentina, aun no se han realizado estudios para evaluar el
comportamiento de aislados autéctonos de este grupo de nematodos frente a las especies
de escorpiones de interés médico y se desconoce la susceptibilidad de T. carrilloi a los
mismos.

En razén del desconocimiento acerca de este aspecto, la necesidad de plantear
soluciones alternativas al control de plagas tradicional, el crecimiento notorio de la
poblacion de T. carrilloi en ambientes antrépicos y el incremento de las consultas por
hallazgos y/o accidentes provocados por esta especie, en el presente trabajo se propuso
evaluar, por primera vez, la accion de dos aislados autéctonos de NEPs, Steinernema rarum
(OLI) y Heterorhabditis bacteriophora N842, sobre este artrépodo. La utilizacién de S.
rarum (OLI) se fundamenta en que es, hasta el presente, el aislado de la provincia de
Cérdoba mas virulento de todos los evaluados oportunamente (Cagnolo et al., 2004).
Respecto a H. bacteriophora N842, es un aislado que ha sido probado solamente contra
una especie de coledptero, Botanochara octoplagiata y con resultados satisfactorios
(Echeverria, 2018). Debido al conocimiento previo sobre la virulencia y efectividad de estas
especies de NEPs sobre otros artréopodos se espera que Tityus carrilloi sea susceptible al

parasitismo por Steinernema rarum (OLI) y Heterorhabditis bacteriophora N842.
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2. OBJETIVOS
Objetivo general:

e Evaluar la susceptibilidad de Tityus carrilloi a dos aislados de nematodos
entomopatégenos Steinernema rarum (OLI) y Heterorhabditis bacteriophora N842
de la provincia de Cérdoba.

Objetivos especificos:

e Determinar la mortalidad de T. carrilloi bajo dos dosis de S. rarum (OLI) y H.
bacteriophora N842.

e Comparar la mortalidad de T. carrilloi provocada por cada aislado.

® Observar el desarrollo de S. rarum (OLI) y H. bacteriophora N842 en T. carrilloi.

3. MATERIALES Y METODOS:
3.1 Procedencia y mantenimiento de escorpiones

Se utilizaron 71 escorpiones (hembras adultas) de la especie T. carrilloi (Fig. 1A)
provistos por el Centro de Zoologia Aplicada, Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y
Naturales, Universidad Nacional de Cérdoba. Los escorpiones fueron numerados, pesados
y mantenidos individualmente en recipientes plasticos de 250 ml con tapa, dentro de los
cuales se colocd un algodén hiumedo como bebedero. Se alimentaron cada 15 dias con
grillos Acheta domesticus (L.). Hasta el momento de la experiencia, los especimenes se
mantuvieron en el Laboratorio de Biologia Reproductiva y Evolucidn (Instituto de
Diversidad y Ecologia Animal, IDEA, CONICET — UNC), Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas

y Naturales, en condiciones de temperatura y humedad constantes (Fig. 1B).

|

Figura 1. Tityus carrilloi. A: Hembra adulta. B: Almacenamiento de escorpiones.
EscalaA=0.5cm.
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3.2 Procedencia, multiplicacion y mantenimiento de nematodos

Los aislados de nematodos usados fueron Steinernema rarum (OLI), procedente de
la localidad de Oliva (Cagnolo et al., 2004) y Heterorhabditis bacteriophora N842, detectado
a 6 km de la localidad de Quilino (Cagnolo & Bertolotti, 2011), ambos de la Provincia de
Cérdoba. Estos aislados son multiplicados en forma periddica y almacenados en el
Laboratorio de Parasitologia de la FCEFyN de la UNC. La multiplicaciéon de los nematodos
para obtener los JIs de tercer estadio, destinados a la infeccién de los escorpiones, se
realizd por cultivo in vivo sobre larvas del lepidéptero Galleria mellonella L. La cria de este
insecto se realiz6 sobre dieta artificial segun técnicas convencionales (Kaya & Stock, 1997).

Para la multiplicacién de los aislados se utilizaron capsulas de Petri de 5 cm de
diametro provistas de dos discos de papel de filtro. Sobre el disco superior se dispuso 1 ml
de suspension acuosa conteniendo JIs del nematodo y luego se agregaron 5 a 7 larvas de
G. mellonella. Las cédpsulas se incubaron a 25 2C durante 6 a 10 dias. La recoleccién de JIs
se realizé mediante trampas White (Fig. 2A) (Kaya & Stock, 1997). Se recogio la suspension
de JIs y se renovo el agua en la trampa para una segunda recoleccién a los 4 dias. Los
cultivos de nematodos se almacenaron en cajas plasticas de 15x10x3 cm y se mantuvieron
en heladera a 10 2C o0 a temperatura ambiente, segun se tratase de H. bacteriophora N842
ode S. rarum (OLI), respectivamente, ya que bajo dichas condiciones se ha observado una

mayor supervivencia de estos aislados (Cagnolo, comunicacién personal) (Fig. 2B).

Figura 2. Nematodos entomopatdgenos. A: Larvas de Galleria mellonella en trampa
White. B: Juveniles infectivos recolectados a partir de trampa White. Escala B = 0.5 mm.
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3.3 Bioensayo (Figs. 3, 4)

Se utilizaron JIs que no superaban los 30 dias de emergidos de las larvas de G.
mellonella. Los inéculos se prepararon 24 horas antes de comenzar con los bioensayos. Se
probaron dos dosis (D): baja, con 3500 JIs y alta, con 7000 JIs de cada aislado de nematodos
por escorpion y se considerd un grupo control. Estas dosis se determinaron a partir de
observaciones y experimentos previos realizados en el laboratorio (Bertolotti, datos no
publicados; Aguirre Varela et al., 2021). Para obtener dichas dosis, se extrajo una solucién
concentrada de JIs de las cajas de almacenamiento y se agregd agua hasta un volumen
conocido. De cada solucién se tomaron 0.5 ml con micropipeta y se contabilizaron los
nematodos bajo lupa binocular. El procedimiento se realizé tres veces. Se promediaron los
resultados de los 3 recuentos y se calculd la concentracién de JIs por ml para
posteriormente estima, por regla de tres simple la cantidad de solucién necesaria para

conformar cada dosis.

3.3.1 Primer ensayo para determinar mortalidad (Fig. 3)

Para determinar la mortalidad de T. carrilloi a S. rarum (OLI) y H. bacteriophora
N842, se considerd al escorpidn como “muerto por nematodos” cuando mostraba
inmovilidad, flacidez, ausencia de respuesta al ser estimulado con una aguja, y se
corroboraba posteriormente, la presencia de nematodos en las trampas White o en las

disecciones.

Protocolo

Para el primer ensayo se seleccionaron 50 individuos. El rango de pesos de los
individuos usados fue de 0.35 a 1 g. Los tratamientos se llevaron a cabo en capsulas de Petri
de 90 mm de diametro. En cada una se dispuso un disco de papel de filtro, en el que
previamente se filtré el inéculo conteniendo la dosis establecida, haciéndolo pasar por el
papel plegado sobre embudos de vidrio de borosilicato (Kaya & Stock, 1997) (Fig. 4A). Para
el grupo control, sélo se filtré un volumen de agua hervida equivalente al que contenia la
dosis, sin nematodos. Por ultimo, se colocd un escorpidn en el centro de la capsula. Las
capsulas se taparon y sellaron con cinta adhesiva de papel y fueron mantenidas en estufa
a 25 2C con el fin de proporcionar a los escorpiones una temperatura dptima para

mantenerlos activos (Fig. 4B). Por cada aislado de nematodo y por cada dosis se evaluaron
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10 escorpiones. El grupo control también contd con 10 individuos. Como control positivo
de la infectividad de los indculos utilizados se realizé el mismo procedimiento, sobre larvas
de G. mellonella (n=5).

Se realizaron observaciones cada 24 horas durante 10 dias a fin de registrar cambios
cualitativos en el comportamiento o motilidad, coloracion, aspecto de las membranas
intersegmentales, aparicidon de pustulas y muerte de los individuos (Gouge & Snyder, 2005).
Se registré el dia de muerte de los escorpiones y se los mantuvo en sus cdpsulas de Petri
por un periodo de entre 5y 6 dias. Luego de este periodo los escorpiones se enjuagaron
con agua destilada para desprender los JIs que pudieran estar adheridos a la superficie de
su cuerpo y se colocaron individualmente en trampas White (Fig. 4C). Estas trampas se
examinaron cada 24 h por el término de 10 dias para esperar la emergencia de Jls. Aquellos
escorpiones en los que no se advirti6 emergencia de JIs en este periodo fueron
diseccionados con el fin de observar la presencia de nematodos en su interior y constatar
asi, que la mortalidad fue causada por estos organismos.

Los JIs que emergieron en este periodo se recolectaron y almacenaron en un
recipiente plastico para posteriormente probar su infectividad sobre un individuo de T.
carrilloi y tres individuos de G. mellonella. Para ello, se siguid el protocolo antes explicado,

y se registré la mortalidad de los invertebrados.

Dias
Inoculacion | l | | | I | | II
ERULZILE Fin de la
éHerm s bacte — Muerte examinacion
+{ Diosia boja: 3800 41 | =10 |_|_H_H| Trampa | | | | | 1 | |11 |||
whie | | T T T T TTTTTH
g ESrclnr.-rmnur:irumiOLl:n Mo s encieniran | & " Sa encuaniran
g '| Dirsis bajac 3500 JIs: | n=10 WMW r-rnalmm:-mlm'mi
S : .
Coninol negativg =il Dseccion de Almacenage para
| S T g it

Figura 3. Esquema representando metodologia utilizada. A: Primer ensayo para
determinar mortalidad de individuos de Tityus carrilloi bajo distintos tratamientos con

nematodos
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Figura 4. Bioensayo. A: Instrumental para protocolo de infeccion con nematodos
entomopatdgenos. B: Escorpiones inoculados con nematodos entomopatdgenos en
estufa a 25 oC. C: Tityus carrilloi en trampa White.

3.3.2 Segundo ensayo para observar el desarrollo de los nematodos (Fig. 5)

Ante los resultados del primer ensayo, que revelaron una mayor mortalidad de
escorpiones con S. rarum (OLI) D3500, sélo se usd este tratamiento para observar el
desarrollo de los nematodos en los escorpiones. Se seleccionaron 20 ejemplares de T.
carrilloi con pesos entre 0.30y 1 g. Se realizé el mismo protocolo descrito previamente para
evaluar mortalidad (3.3.1). Sin embargo, en este caso, luego de registrar la fecha de muerte,
los individuos fueron diseccionados a diferentes tiempos post-mortem. Previo a la
diseccién, cada individuo muerto fue enjuagado con agua destilada para eliminar
nematodos de la superficie de su cuerpo, tal como se indicé en el primer ensayo (3.3.1). En
las disecciones se examind la presencia de estadios juveniles y adultos de nematodos y se

verificd de este modo su desarrollo dentro de los aracnidos.
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Figura 5. Esquema representando metodologia utilizada. Segundo ensayo para observar
el desarrollo de los nematodos en individuos de Tityus carrilloi inoculados con
Steinernema rarum (OLI) D 3500. Lineas rojas representan muerte potencial, flechas
grises en B representan disecciones en cada uno de los dias.

3.4 Analisis estadisticos

Los datos fueron analizados con el software estadistico R version 3.6.1 (R Core
Team, 2018). Se efectuaron exploraciones iniciales de los datos y luego se realizé un
modelo generalizado simple (GLM) para comparar la supervivencia entre tratamientos. La
variable respuesta fue numérica: “nimero de dias de supervivencia” de cada individuo
durante 10 dias y se adiciond el tratamiento como efecto fijo, con 5 factores: H.
bacteriophora D3500, H. bacteriophora D7000, S. rarum D3500, S. rarum D7000, control
negativo; y el peso como covariable, asi como la interaccién entre el peso y el tratamiento.
La distribucion de esta variable fue analizada previamente para verificar si se cumplian los
supuestos de normalidad, homogeneidad de las varianzas y sobre-dispersién de forma
grafica y con el paquete fitdistrplus (Delignette-Muller & Dutang, 2015). Se considerd que
la distribucion que mejor ajustaba a los datos y con un menor valor de AIC (criterio de
informacién de Akaike) fue la Binomial Negativa, por lo que se utilizé la funcién “glm.nb”
del paquete MASS (Ripley et al., 2013) y “Anova” del paquete car para calcular la
significancia estadistica (Fox et al., 2007). Para comparaciones a posteriori de medias se
utilizo el test de Tukey mediante el paquete multcomp (Hothorn et al., 2016).

Adicionalmente, se realizaron test de proporciones multiples o pruebas de bondad
de ajuste Chi-cuadrado para comparar las proporciones de supervivencia en diferentes dias
(dia 3, dia 6, dia 9) entre tratamientos y entre dias de un mismo tratamiento con la funcién
“prop.test” del paquete stats (Zar, 1999). Para la visualizacién de los datos y resultados de

los residuos de los modelos ajustados se utilizé el paquete ggplot2 (Wickham, 2009).
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Se realizaron curvas Kaplan-Meier de supervivencia (Kaplan & Meier, 1958) con el
paquete survival y se graficaron con survminer (Therneau & Lumley, 2015). Se asigné el
valor 1 a la muerte observada o 0 a la muerte no observada en el periodo considerado. Se
utilizé un modelo de regresion de Cox (Proportional hazards model) para examinar el efecto
del tratamiento sobre la supervivencia de los escorpiones. Se calculd la tasa media de
muerte para cada tratamiento y las diferencias estadisticas para el tiempo con el 50% de

mortalidad entre tratamientos.

4. RESULTADOS
4.1 Primer ensayo para determinar mortalidad

Durante el primer ensayo, y en el lapso de los 10 dias de observacién, el 28% de los
escorpiones tratados presentaron alteraciones en sus patrones comportamentales y
locomotores, mostrando signos de irritacién (marcha con pinzas abiertas y levantadas) y/o
marcha con elevacidn del cuerpo, evitando el contacto con el sustrato. En relacién a las
otras variables cualitativas evaluadas, en ninguin caso se observé cambio de coloracién,
expansion de las membranas intersegmentales ni pustulas en la superficie del cuerpo antes

de la muerte.

4.1.1 Infeccion con Heterorhabditis bacteriophora N842

En el grupo experimental tratado con la dosis baja sobrevivieron todos los
individuos, mientras que con la dosis alta sélo se observé la muerte de un escorpion el dia
6, que no fue puesto en trampa White por presentar una descomposicidon avanzada (Tabla
1; Figs. 6A, 7). Sin embargo, en la diseccién, se encontraron JIs muertos. Al comparar los
porcentajes de sobrevida a los 3 y 6 dias, con 100% y 90% de supervivencia,

respectivamente, no se encontraron diferencias significativas (Tablas 2, 3; Fig. 7).
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Tabla 1. Mortalidad de Tityus carrilloi por Heterorhabditis bacteriophora N842 y

Steinernema rarum (OLI).

Grupo experimental

Control

Heterorhabditis bacteriophora N842
D3500

Heterorhabditis bacteriophora N842
D7000

Steinernema rarum (OLI)
D3500

Steinernema rarum (OLI)
D7000

N° de Mortalidad
individuos al dia 10

%

10 0

10 0

10 10

10 80

10 50

N° de
Trampas
White
con
emergencia
dells
0

N2 de
disecciones
con
presencia
de
nematodos
0

Tabla 2. Porcentaje de supervivencia de Tityus carrilloi en tratamientos con

Heterorhabditis bacteriophora N842 y Steinernema rarum (OLI) en un periodo de 10 dias

(se reporta estado al dia 3,6y 9).

Grupo experimental
Control Negativo

Heterorhabditis bacteriophora N842
D3500
Heterorhabditis bacteriophora N842
D7000
Steinernema rarum (OLI)
D3500
Steinernema rarum (OLI)
D7000

Dia3
100%

100%

100%

70%

80%

Supervivencia

Dia 6
100%

100%

90%

20%

50%

Dia 9
100%

100%

90%

20%

50%



Tabla 3. Comparacién de proporciones de supervivencia entre distintas dosis de

tratamientos con nematodos sobre adultos de Tityus carrilloi. A: Dentro de cada

tratamiento entre diferentes dias de examinacion. B: Entre tratamientos en diferentes

dias de examinacion.

Grupo experimental
Control Negativo

Heterorhabditis bacteriophora N842 D3500
Heterorhabditis bacteriophora N842 D7000
Steinernema rarum (OLI) D3500

Steinernema rarum (OLI) D7000

Grupo experimental
Heterorhabditis bacteriophora N842 D3500 vs
Steinernema rarum (OLI) D3500

Heterorhabditis bacteriophora N842 D7000 vs
Steinernema rarum (OLI) D7000

Heterorhabditis bacteriophora N842 D3500 vs
Heterorhabditis bacteriophora N842 D7000

Steinernema rarum (OLI) D3500 vs
Steinernema rarum (OLI) D7000

Steinernema rarum (OLI) D3500 vs
Control Negativo

Steinernema rarum (OLI) D7000 vs
Control Negativo

Heterorhabditis bacteriophora N842 D3500 vs
Control Negativo

Heterorhabditis bacteriophora N842 D7000 vs
Control Negativo

A

Dia 3 vs Dia 6

x?=1.053
p-valor=0.305

x>=5.051
p-valor=0.025

x?=1.978
p-valor=0.159

Dia3
¥?=3.529
p-valor=0.060

X?=2.222
p-valor=0.136

x?=0.267
p-valor=0.606

X?=3.529
p-valor=0.060

X?=2.222
p-valor=0.136

Dia3vsDia9

x?=1.053
p valor=0.305
X>=5.051
p-valor=0.025
x’=1.978
p-valor=0.159

Dia 6
x*=13.333
p-valor<0.005
X? =3.809
p-valor=0.051
x>=1.053
p-valor= 0.305
X>=0.267
p-valor=0.159
x?=13.333
p-valor<0.005
X?=6.667
p-valor=0.009

X?=1.053
p-valor=0.305

Dia 6 vs Dia 9

Dia 9
x2=13.333
p-valor<0.005

X?= 3.8095
p-valor =0.051

x?=1.053
p-valor= 0.305

x?=0.267
p-valor=0.159

x*>=13.333
p-valor<0.005

X?=6.667
p-valor=0.009

X?=1.053
p-valor=0.305

Se presenta estadistico y p-valor, tipografia en negrita indica diferencias estadisticamente significativas (p-
valor<0.05) y tipografia en italica, diferencias marginalmente significativas entre proporciones (0.05<p-
valor<0.1). Celdas sin valor indican comparaciones entre proporciones iguales (no existen diferencias

significativas entre las mismas).
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Figura 6. Curvas Kaplan-Meier de supervivencia de Tityus carrilloi en funcion del tiempo

con distintos tratamientos de exposicion a nematodos entomopatégenos. A:

Probabilidad de supervivencia bajo dosis alta y baja con Heterorhabditis bacteriophora

N842 y Steinernema rarum (OLI) y control negativo. B: Probabilidad de supervivencia bajo

dosis alta y baja con Steinernema rarum (OLI). Se indican referencias a la derecha,

intervalos de confianza (95%) y significancia estadistica (p-valor) entre tratamientos para

el 50% de supervivencia.

20



DIiA 3 DiA 6

40 801

(%)

30 60

201

40

201

Porcentaje de mortalidad (%)

Porcentaje de mortalidad

(=)
o

= g £ s s 2 g =2 T 2
© 8 © a © £ a © 3 ©
=] @ N o @ 2 o @ 2 B
2 2 g 3 g £ g S 3 S
5 ] o o a] = A 0 a o
= =

c - = "

8 H. bacteriophora S. rarum S8 H. bacteriophora S. rarum

Figura 7. Porcentaje de mortalidad al dia 3 y al dia 6 de Tityus carrilloi bajo cada
tratamiento con nematodos entomopatdégenos.

4.1.2 Infeccion con Steinernema rarum (OLI)

El grupo experimental tratado con la dosis baja registréo una mortalidad del 80%,
siendo el tratamiento que causé el mayor niumero de muertes (Tabla 1; Fig. 7). De los
escorpiones muertos el 50% fueron puestos en trampa White y sélo en una de ellas se
observé emergencia de JIs (n=396). En la diseccion posterior de todos los individuos se
encontraron nematodos (Tabla 1). Bajo este tratamiento, entre el dia 11y 14, murieron los
escorpiones restantes y en las disecciones se hallaron JIs vivos en uno de ellos y machos y
hembras en el otro. Dado que estas muertes se produjeron pasados los diez dias de
observacién previstos, no se indicaron en la Tabla 1 y tampoco se tuvieron en cuenta para
el andlisis de datos. La supervivencia fue de un 70% hacia el dia 3 disminuyendo
significativamente hasta un 20% hacia el dia 6 y manteniéndose en este valor hasta el final
de la prueba (Tablas 2, 3).

En el grupo experimental tratado con la dosis alta, se registré6 una mortalidad del
50% (Tabla 1; Fig. 7). Los escorpiones muertos fueron puestos en trampa White y se
observé emergencia de JIs en 4 de ellas. En la diseccidon posterior de los escorpiones

muertos restantes, en los que no hubo emergencia de Jls, se hallaron nematodos muertos
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en el interior de uno de ellos (Tabla 1). Para este tratamiento la supervivencia fue de un
80% para el tercer dia, pasando al 50% para el dia 6 y 9, aunque esta disminucién no fue
estadisticamente significativa (Tablas 2, 3).

El registro de muertes de los escorpiones con los dos aislados de nematodos, mostré
gue las mismas ocurrieron entre el 12 y el 52 dia a partir del inicio del tratamiento (Fig. 6A,

B).

4.1.3 Controles

En el grupo control no se produjo ninguna muerte durante el periodo en el que se
extendio el ensayo (Tablas 2, 3; Figs. 6A, 7). Por el contrario, en las larvas de G. mellonella,
grupo control positivo de infectividad, la mortalidad fue del 100%.

La prueba de infectividad en nuevos organismos se llevd a cabo sélo con los JIs de
S. rarum (OLI). Se usaron los que emergieron a partir de un escorpion inoculado con D3500.
Estos JIs resultaron infectivos para las tres larvas de G. mellonella y el individuo T. carrilloi
evaluados. Los hospedadores murieron pasados los 3 dias desde la puesta en contacto con
los nematodos, y en las disecciones posteriores, realizadas a los 6 dias a partir de la muerte,

se encontraron Jis.

4.1.4. Comparacion entre tratamientos

Se encontraron diferencias estadisticas entre el nUmero de dias que sobrevivieron
los individuos en los diferentes tratamientos (x?=39.975, Df=4, p-valor<0.005) (Fig. 8). Los
tratamientos con H. bacteriophora N842 no fueron significativamente diferentes entre si
ni con el control negativo. El tratamiento con la dosis baja de S. rarum (OLI) fue
significativamente diferente a los tratamientos con H. bacteriophora N842 y al control
negativo, mientras que la dosis alta, no mostré diferencias significativas de los tratamientos
con H. bacteriophora N842 y con el control negativo. Al comparar los tratamientos con S.
rarum (OLI) se hallaron diferencias marginalmente significativas entre las dosis alta y baja,
presentando el de la dosis baja una tendencia a tener menos dias de supervivencia
promedio que el de la dosis alta. No se encontrd efecto del peso de los individuos sobre los
dias de supervivencia ni interaccién entre el peso y el tratamiento.

Estos resultados son coincidentes al comparar las proporciones de supervivencia (%

de individuos vivos respecto del total) entre tratamientos a lo largo de diferentes dias
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(Tabla 3). Al comparar las dosis bajas (D3500) de los distintos aislados de nematodos se
encontré que para el dia 3 ambos tratamientos muestran una igual proporciéon de
supervivencia, aunque S. rarum (OLI) tiene una tendencia marginal a ser menor. Ya para el
dia 6 y 9 esta tendencia se afirma, y el tratamiento con la dosis baja de S. rarum (OLI)
presenta una mayor efectividad para producir la muerte de los individuos. En Ia
comparacion de las dosis altas (D7000) no se encontraron diferencias entre S. rarum (OLI)
y H. bacteriophora N842 en el tercer dia, aunque para el dia 6 y 9 se observd una tendencia
marginalmente significativa de mayor mortalidad con el tratamiento de S. rarum (OLI)
(Tabla 3).

Los tratamientos con dosis alta y baja de S. rarum (OLI) no mostraron diferencias
significativas en la proporcion de supervivencia a lo largo de los dias. Los tratamientos con
dosis altay baja de H. bacteriophora N842 tampoco mostraron diferencias en la proporcién
de supervivencia a lo largo de los dias (Tabla 3).

El tratamiento con dosis baja de S. rarum (OLI) fue siempre significativamente
diferente al control negativo, mientras que el tratamiento con dosis alta de S. rarum (OLI)
fue diferente al control solo en el dia 6 y 9, no presentando diferencias con el control para
el dia 3. En cambio, los tratamientos con H. bacteriophora N842 no se diferenciaron

estadisticamente del control negativo en ninguno de los dias evaluados (Tabla 3).

g | Dosis baja - I b
w =
.a S
L & :
(] Dosis alta - ab
=
o
c D
2 2| Dosis baja a
E 8
SRS
g 3 _
— 8| Dosis alta a
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Namero de dias de supervivencia

o4

Figura 8. Numero medio y desvio standard de los dias de supervivencia de Tityus
carrilloi bajo cada tratamiento con nematodos entomopatogenos. Letras distintas
indican diferencias significativas entre tratamientos (p-valor<0.05).
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4.2 Segundo ensayo para observar el desarrollo de los nematodos

Durante el segundo ensayo, tampoco se observaron cambios en las membranas
intersegmentales ni pustulas en la superficie del cuerpo de los escorpiones. La mortalidad
hasta el dia 10 a partir de la infeccidn fue del 90% y en las disecciones de los escorpiones
se encontraron nematodos en distintos estadios de desarrollo (Tabla 4). En las disecciones
se encontraron hembras de 12 y 22 generacion, algunas con huevos (Fig. 9A), machos (Fig.

9B) y JIs vivos y/o muertos.

Tabla 4. Estadios de desarrollo de Steinernema rarum (OLI) observados en las disecciones
de Tityus carrilloi.

Dias post Cantidad de Estadios de desarrollo observados
mortem disecciones
1 2 Hembras, machos y juveniles
2 2 Hembras, hembras con huevos y machos
3,4,5,6 7 Juveniles vivos y muertos, una Larva 4y un
macho
8 2 Hembras 12 y 22 generacion, un macho
9, 10,11, 12 5 Hembras muertas, machos muertos y JIs
muertos

Fig. 9. Adultos de Steinernema rarum (OLI) observados en disecciones de Tityus carrilloi.

A: Hembra con huevos (detalle en recuadro superior izquierdo). B: Macho. EscalaA=1
mm, B=0.1 mm
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5. DISCUSION

Como se sefiald previamente, respecto al parasitismo de escorpiones por
nematodos solo existen pocos reportes (Poinar & Stockwell, 1988; Baru$ & Koubkov3,
2002; Gouge & Snyder, 2005). Este trabajo evalla por primera vez la susceptibilidad en
laboratorio de T. carrilloi a NEPs autdctonos de la Provincia de Cordoba, siendo una nueva
contribucién al conocimiento de la biologia de ambos invertebrados en Argentina y en
Sudamérica. Se destaca el efecto marcado de uno de los aislados evaluados, S. rarum (OLI)
en dosis baja, en la disminucion de la sobrevida de los escorpiones, provocando un 80% de
mortalidad en un periodo de 10 dias.

Los cambios comportamentales y locomotores observados en los individuos de T.
carrilloi infectados, como la irritacién y elevacién del cuerpo respecto al sustrato, pueden
ser interpretados como respuesta a la deteccion de nematodos e intento de evitar el
contacto con los mismos (Gouge & Snyder, 2005). A diferencia de lo que se observé con C.
exilicauda (Gouge & Snyder, 2005), en este estudio no se observaron ni expansion de las
membranas intersegmentales, indicativas del aumento corporal, ni pustulas en la superficie
del cuerpo, provocadas por expulsion de hemolinfa septicémica en ninguno de los grupos
experimentales.

El cambio de coloracién de los hospedadores, causado por la bacteria simbionte, no
fue observado en los escorpiones muertos por nematodos. Esto podria deberse a que el
color que naturalmente presentan estos aracnidos, haya encubierto dicho cambio, tal
como ha sido sugerido que ocurre en P. americana (Aguirre Varela et al., 2021).

Al comparar la supervivencia de escorpiones bajo los distintos tratamientos se
evidencio que las dosis, alta y baja de S. rarum (OLI) fueron mas efectivas en producir la
muerte de individuos que las mismas dosis de H. bacteriophora N842 y que el control
negativo. Estos resultados corroboran una vez mas la mayor virulencia del aislado (OLI) de
S. rarum (Cagnolo et al., 2004), tal como ha sido demostrado en numerosas pruebas de
infectividad contra diferentes especies de invertebrados (Cagnolo & Almirén, 2010;
Cagnolo et al., 2011; Ulvedal et al., 2012; Bertolotti et al., 2013; Gianfelici et al., 2014;
Cagnolo & Bertolotti, 2016; Aguirre Varela et al., 2021). El comportamiento de busqueda

del hospedador que presenta S. rarum (OLI), combinando estrategias de caza y de
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emboscada (Cagnolo & Gonzalez, 2017), podrian estar relacionadas con la mayor eficiencia
de este aislado.

Aunque la dosis menor de S. rarum produjo una mortalidad final mayor que la dosis
alta, no se encontraron diferencias significativas entre las curvas de supervivencia, pero la
tendencia en el numero de dias de sobrevida fue menor con la dosis baja. Futuros estudios
deberan realizarse para confirmar estas tendencias aumentando el tamafio muestral. Con
la dosis baja de S. rarum (OLI) la mortalidad aumentd significativamente desde el tercero
al sexto dia, pasando de 30% a 80%, es decir, que produjo una accidon mas rapida, situacion
gue no se observo con la dosis alta de este nematodo, en dénde la mortalidad aumenté de
20% a 50%, desde el dia 3 al dia 6. El mayor efecto en la sobrevida de los escorpiones con
la dosis mas baja de S. rarum (OLI), fue similar a lo observado en C. exilicauda con la especie
Steinernema glaseri, que provocd una mortalidad de aproximadamente el 80% en 12 dias
(Gouge & Snyder, 2005).

En relacién a H. bacteriophora N842, a diferencia de los resultados obtenidos en el
presente estudio, con sélo una muerte en el tiempo de exposicion examinado, en el trabajo
de Gouge & Snyder (2005) se observé una mayor mortalidad con H. bacteriophora e incluso
con dosis mas bajas (200, 400 y 800 Jls). Estas diferencias pueden deberse a variaciones en
la susceptibilidad interespecifica que puedan presentar los escorpiones por presiones
selectivas diferentes en los ambientes particulares de cada especie, o al grado de
infectividad intraespecifica de este nematodo, tal como ha sido sefialado en un estudio
contra plagas horticolas (Campos-Herrera et al., 2021). Ensayos futuros deberian examinar
la susceptibilidad de T. carrilloi a otros aislados de H. bacteriophora de la Provincia de
Cérdoba.

En cuanto al tiempo de exposicion, si bien los resultados se tuvieron en cuenta hasta
el dia 10, la observacion de muertes posteriores a este periodo registradas con la dosis
menor de S. rarum (OLI) sugieren que los nematodos enfrentaron en esos individuos una
mayor resistencia al parasitismo, que podria relacionarse con comportamientos defensivos
de los escorpiones, tal como fue observado en C. exilicauda (Gouge & Snyder, 2005). Estas
observaciones permiten sugerir que estudios futuros consideren periodos de observacidn
mas prolongados para abarcar muertes posteriores a 10 dias y evaluar de forma precisa la

efectividad de cada tratamiento.
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Los resultados del segundo ensayo también confirmaron un porcentaje de
mortalidad alto, 90%, de T. carrilloi inoculado con una dosis baja de S. rarum (OLI). Este
ensayo, si bien no se orienté a determinar de manera precisa el ciclo de vida de los
nematodos, permitié conocer que continuaron con su desarrollo dentro del escorpion. El
hallazgo de hembras de 12 y 22 generacidn, con o sin huevos y/o machos en casi la mitad
de los individuos disecados en el segundo ensayo y los JIs recolectados en las trampas
White del primer ensayo, indican que este aislado de S. rarum puede completar el ciclo
reproductivo en T. carrilloi, tal como se conoce que ocurre en G. mellonella y en otros
invertebrados (Cagnolo et al., 2004; Bertolotti et al., 2011; Aguirre Varela et al., 2021).

La cantidad de JIs de S rarum (OLI) que se produjeron a partir de T. carrilloi fue
bastante inferior a la que se ha registrado en P. americana (Aguirre Varela et al., 2021) y
Anticarsia gemmatalis (Gianfelici et al., 2014), aunque similar a la obtenida a partir de B.
octoplagiata (Cagnolo & Bertolotti, 2016). Sin embargo, se pudo comprobar que lograron
infectar a larvas de G. mellonella y a otro escorpidén, corroborando asi la infectividad de
estos Jls. Este es un dato importante desde un punto de vista aplicado, ya que permite la
planificacién de estrategias de control con nematodos, que ademas de matar, podrian
reciclarse dentro del hospedador, y de este modo, infectar a otros escorpiones que estén
en las proximidades, sin necesidad de nuevas aplicaciones. Los resultados del presente
trabajo constituyen una base para futuros estudios que permitiran conocer de manera
precisa las distintas variables bio-ecolégicas que pueden afectar la infectividad de los
nematodos. Sélo asi, serd posible determinar el potencial real de los NEPs autéctonos como

alternativa al control sanitario quimico de T. carrilloi en la regién.

6. CONCLUSIONES

e Tityus carrilloi es susceptible a nematodos entomopatégenos de la especie
Steinernema rarum (OLI) y sus JIs provocan la muerte de los escorpiones. La dosis
baja (3500/1) fue igual de letal que la dosis alta (7000/1), aunque la primera parece
tener una acciéon mas rapida que la segunda.

® Los JIs se desarrollan, en el interior de los escorpiones a los que matan, hasta el
estado adulto, generando nuevos JIs en condiciones de laboratorio.

e El hallazgo de JIs muertos en la diseccién del Unico escorpidon muerto con D7000 de

H. bacteriophora demuestra que el nematodo fue capaz de ingresar y matar a T.
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carrilloi aunque este dato puntual no es significativo y es necesario hacer mas
pruebas para determinar el grado de susceptibilidad de Tityus carrilloi a este
aislado.

Los resultados logrados alientan a continuar con nuevos estudios que permitan
definir el potencial de estos nematodos como agentes de control bioldgico de esta

especie de escorpion.
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