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RESUMEN ABSTRACT
Los nematodos entomopatdégenos (NEP) Encapsulation of entomopathogenic

del género Heterorhabditison utilizados para nematodes in polymer-based materials

el control biolégico de insectos plaga, la mayoriaand their effect on Galleria mellonella

de las aplicaciones de estos organismos involuThe entomopathogenic nematodes (EPN)
cran el uso de abundante agua y no cuentan cddeterorhabditisare used for the biological control
proteccion contra condiciones ambientales desfaof insect pests, most of the applications of these
vorables, por lo que existe la necesidad del-desarganisms involve the use of abundant water and
rrollo de formulaciones que faciliten la aplicacion do not involve protection against unfavorable
y extiendan la vida Util de estos organismos. Laenvironmental conditions; for this reason, there
técnica de encapsular nematodos en hidrogeldas a need to develop formulations that facilitate
0 capsulas es una alternativa prometedora patthe application and extend the life span of these
aumentar la viabilidad de Heterorhabdiss. Se  organismsEncapsulating nematodes in hydrogels
evaluaron 23 formulaciones a partir de los-bio or capsules is a promising alternative to increase
polimeros pectina, carboximetilcelulosa (CMC), the viability of Heterorhabditissp. Twenty-
alginato y gelatina, 15 de las cuales formarorthree different formulations from biopolymers
capsulas, se eligieron los hidrogeles preparadogectin, carboxymethylcellulose (CMC), alginate
a partir de alginato al 2,0%, pectina al 4,2%and gelatin were evaluated; 15 of these formed
y CMC al 2,2%, ya que presentaron las mejo capsules. Hydrogels prepared from 2.0% alginate,
res condiciones respecto a forma, capacidad dé.2% pectin and 2.2% CMC were chosen since
retener nematodos y dureza de las capsulas. Dbey presented the best conditions regarding
estos materiales se escogio el alginato por sushape, ability to retain nematodes and consistency.
caracteristicas de viabilidad de los nematodos Ylginate was chosen from these materials because
ausencia de contaminacion. Se evalud la reterof its characteristics of viability of the nematodes
cién y viabilidad de los juveniles infectivos (JI) a and absence of contamination. The retention and
concentraciones de alginato al 2%, 3% y 4%, ewviability of infective juveniles (JI) were evaluated
el que las capsulas de alginato al 2% presentaraat 2%, 3% and 4% alginate concentrations, with
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los mejores resultados. Cuando se determiné lalginate capsules at 2% showing the best results.
capacidad de estas capsulas para infectar lavwhen the ability of these capsules to infect larvae
vas deGalleria mellonellase encontré que un of Galleria mellonellawas determined, it was
aumento en la concentracion (It la dosis  found that an increase in the concentration (JI.
(Cépsulas.larvy causé un aumento en el poreen ml?) and the dose (Capsules.latyacaused an
taje de infeccion. Finalmente, se determind que lancrease in the percentage of infection. Finally, it
DL50% correspondié a 2,9 capsulas.lakva was determined that the LD50% corresponded to
2.9 capsules.larva

INTRODUCCION Los NEP poseen un ciclo de vida complejo
en el cual s6lo un estadio denominado juvenil
El uso excesivo de plaguicidas en la agri infectivo (J1) habita fuera del insecto, esta bien
cultura causa serios dafios en los suelos, aguasyfiaptado para la sobrevivencia en el ambiente
seres vivos, por lo que es necesario el desarrollge| syelo, no se alimenta y presenta la capacidad
de alternativas ambientalmente amigables parge |ocalizar e infectar a su presa. El JI se forma
el control de plagas. Los nematodos entomopagdespués de que el nematodo se reproduce dentro
tégenos (NEP) de los géneros Heterorhabditis de |a larva y como respuesta a la disminucion
Steinernemgpueden ser utilizados eficazmente ge fuentes de alimento, asi como a condiciones
como agentes de control biolégico, ya que sorpdversas en el entorno (Stock etl®99, Nguyen
parasitos obligados de larvas de insectos plaga Hunt 2007). Jacas y Caballero (2007) observa
de gran importancia econémica. Los NEP estaron que una vez en el suelo, los nematodos de H.
blecen una relacion mutualista con bacterias d@acteriophorase movilizan en capas profundas
la familia Enterobacteriaceae, las cuales requieque van de 8 a 35 cm. Ademas, pueden estar
ren de este hospedero para obtener proteccionifimgviles y atacar en emboscada al posible hos-
lograr diseminarse de un insecto a otro (Georgipedero o mantenerse siempre en movimiento.
1992, Boemare 2002, Shapiro et 2006, Vas Los NEP son aplicados a nivel de campo
histhet al. 2013). mediante el uso de pulverizadores presurizados,
El complejo nematodo bacteria elimina los electrostaticos o aéreos, nebulizadores y el-siste
hospederos rapidamente, no causa dafios a plantag de riego, estas formas de aplicacién generan
y vertebrados, ni efectos negativos sobre el medipérdidas de estos individuos (Ngogtaal. 2016).
ambiente. Pueden reproducirse in vivo e in vitroAdemas, cuando se aplican de forma inundativa o
y su aplicacion es sencilla mediante el uso deor el sistema de irrigacion, se utilizan concentra
equipo convencional. Estos organismos no se vepgiones de 2,5 mil millones de Jl.HH@ara poder
afectados seriamente por plaguicidas quimicos yontrarrestar los efectos de los factores bioticos y
tienen un amplio rango de hospederos, cuyas fasebidticos y hacer un buen control, por lo cual el
larvarias viven en el suelo, como lepidopterosrequerimiento de agua para aplicar estos organis-
dipteros y coledpteros, el desarrollo de resistencieos es muy alto (Gowen y Hague 2002).
es poco probable, debido a la coevolucién existen En Costa Rica se ha utilizado con éxito
te entre el nematodo y el insecto plaga (Gardner ¢ cepa Heterorhabditisp. en el control de P
al. 1994, Burnell y Stock 2000, Ehlers 2001, Hazirelenans (Rodriguez et al.2009) y Cosmopo
et al.2004, Gulcu et ak014, Amador et aR015, lites sordidus (Amador et aR015) a nivel de
Rumbos y Athanassiou 2017). invernadero, sin embargo, para su uso a nivel de
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campo, el nematodo debe enfrentarse a condiciaambientales adversas (Goetal. 2010, Rumbos
nes ambientales tales como radiacién, humedayg Athanassiou 2017). La carboximetilcelulosa
y temperatura, que pueden disminuir su eficacigCMC) o goma de celulosa es un producto con
como controlador biolégico, por lo que el uso degran potencial para ser utilizado con organismos
formulaciones que los protejan de estas condiciobiol6gicos, es un biopolimero lineal de unidades
nes adversas puede mejorar su aplicacionysobreGH JOXFRVD DQKLGUD j FDGD J
vivencia en el campo (Bilgrami y Gaugler 2007, 3 grupos hidroxilo, los cuales se acomplejan
Goudet al. 2010, Hegazi et aR012, Shapiro-llan con iones trivalentes (&1, CP*, F&") para for
et al. 2012). mar geles (Reyes et aR011, Mussinovitch y
Generalmente las formulaciones de NEPHirashima 2013). Este biopolimero se obtiene al
estan compuestas por un ingrediente activo (JIjntroducir grupos carboximetilo (CGOOH) en
un acarreador (sélidos, liquidos, geles y cadaverda estructura de la celulosa y posterior neutraliza
de insectos infectados) y aditivos (absorbentes;ién de los grupos carboxilo con NaOH, lo que
adsorbentes, emulsionantes, surfactantes,- espk hace soluble en agua (Reyes et2éll1). Una
santes, humectantes, dispersantes, antimicrobi@le sus principales caracteristicas es que tiene
nos y protectores contra rayos UV) (Grewal 2002Ja capacidad de retener agua (Mussinovitch y
Cruz-Martinezt al.2017). Asimismo, los JI pue Hirashima 2013).
den aplicarse activos como en las formulaciones La pectina es un biopolimero que se extrae
acuosas y en los cadaveres de insectos infectada® la cascara de citricos y de la pulpa de manza
parcialmente deshidratados en un material comoa; tiene la capacidad de gelificarse cuando se
arcilla o vermiculita, o protegidos en un hidrogel mezcla con cationes divalentes como el calcio
mediante la técnica de encapsulamiento. EstéHelgerudet al. 2010). Es una macromolécula
metodologia se utiliza para resguardar sustarbiodegradable que se utiliza para encapsular
cias de condiciones ambientales desfavorables groductos farmacéuticos y biolégicos en micro
hacerlas mas persistentes al reclutar el eneapsoapsulas de hidrogel (Crouse et 2015). Esta
lado en una matriz polimérica (Madziva et al. IRUPDGD SRU iFLGR " IJDODFWXU
2005, Hussein y Abdel-Aty 2012, Cruz Martinez HQODFHV JOXFRVtIGLFR HO iF|
et al. 2017). La encapsulacion facilita laborestiene algunos grupos carboxilicos metilados, y
como almacenamiento, transporte y aplicacion dgpueden presentar cadenas laterales de arabinosa,
estos microorganismos, protege al nematodo dgalactano, arabinogalactano, glucosa, manosa,
condiciones ambientales adversas, permite-realy xilosa, lo cual depende del material vegetal
zar aplicaciones localizadas, reducir el consumaitilizado (Costas et al2008). Por su parte, la
de agua y extender su vida Util (Kaya y Nelsengelatina es un biopolimero natural de origen
1985, San Blas 2013, Hiltpold 2015). animal formado por proteinas y utilizado en la
Entre los materiales utilizados para elformulacion de alimentos; esta ha sido utilizada
encapsulamiento de NEP se encuentra el alginatpara la encapsulacién de probiéticos (Kumar y
biopolimero que se extrae a partir de algas comélarjinder 2007).
Lessonia nigrescensly. trabeculata(Cabanéet Se pueden preparar capsulas de centro
al. 2011). Las matrices de alginato encapsularmgelificado o centro liquido; en ambos casos,
las células vivas, las cuales forman pequefiala superficie de la gota se solidifica y forma
esferas al gotear la mezcla de alginato de sodiana estructura tridimensional por el entrecru
y células sobre una solucion con cationes multizamiento de las cadenas del polimero, debido
valentes como CGa(Mujica 2006). Su éxito para a enlaces coordinados entre el cation y los gru
encapsular NEP se debe a que al inmovilizar @os carboxilicos de dichas cadenas. Cuando se
estos controladores, les prolonga la vida y a qugotea la disolucién del biopolimero sobre la del
la matriz de alginato los protege de condicionesation, la mayor movilidad de los cationes con
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respecto al biopolimero hace que los iones s&eleccion de materiales de encapsulamiento
difundan de afuera hacia el centro de las capsu . y i i
las, lo cual forma una capsula con el centro-soli Se evalug la formacion de capsulas median
dificado. Mientras que al goteda disolucién te la cor_nblna_clon de 4 plopollmgros: Pectina (sal
del catién sobre la del polimero, los cationesd® S0dio), Sigma Aldrich; alginato de sodio,
difunden desde el centro de las capsulas hacigigma Aldrich; carboximetilcelulosa (CMC, sal

afuera y forman capsulas con centro lqui g? 5(;((3!0)8, BDIj:_y“geIaItlna plllfa_Sln sabor marca
do (Hiltpold 2015). iet.X". Se utilizaron las soluciones catiénicas

cloruro de calcio al 4,4%, cloruro de hierro (llI)

Hiltpold (2015) indica que con ambos . A
procedimientos al utilizar alginato y cloruro de alci'io/:icflﬂg’rlhlglfslﬁ de poli(@lilamina) (PAA-

calcio se puede encapsular NEP para aplieacio 2 . o
. S La elaboracion de las capsulas se realiz6 al
nes en el campo. La presente investigacion busca 1y,
) . . mezclar 5 ml de una suspension de los nematodos
evaluar el uso de diferentes biopolimeros para el . .
. -.. con 5 ml de las diferentes concentraciones 2X (m/V)
encapsulamiento del nematodo Heterorhabditis . .

CIA-NEO7 de los polimeros. La mezcla se gote6 sobre la solu
sP- ’ cion de cationes (Figura 1) con el fin de conformar
las siguientes preparaciones: Pectina 1,2%-Ca,

MATERIALES Y METODOS Pectina 2,7%-Ca, Pectina 4,2%-Ca, Pectina 4,8%-
Ca, Pectina 5,5%-Ca, Pectina 6,0%-Ca, Pectina
Se utiliz6 el nematodo Heterorhabdip. 1 296-Fe, Alginato 1,2%-Ca, Alginato 2,0%-Ca,
CIA-NEOQ7 de la coleccion de cepas del Labora Alginato 2,4%-Ca, Alginato 3,0%-Ca, Alginato-
torio de Microbiologia Agricola del Centro de Fe 1,2%, Alginato-1,2%MgG| CMC 1,1%-Fe,
Investigaciones Agronémicas, asi como larvas d&MC 1,7%-Fe, CMC 2,2%-Fe, CMC1,1%-Ca,
Galleria mellonellapara el cultivo de los nema CMC-PAAHCI 1,1%-Ca-Fe, Gelatina 1,2%-HCI,
todos. Los juveniles infectivos se almacenaronGelatina 1,8%-HCI, Gelatina 2,2%-HCI. Ademas,
en botellas de vidrio con solucién Ringer porse evalué la formacién de capsulas inversas al
un periodo no mayor a 30 dias (Rodriguez et algotear la solucién catiénica sobre el biopolimero:
2009, Amador et ak015). Ca-Alginato 1,2%, PAAHCI-Ca-Fe-CMC 1,1%.
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Fig. 1. Encapsulamiento de nematodos entomopatégenos: a: Juveniles infectivos suspendidos en el polimero polianionico
y goteados sobre la disolucién de catién o polimero policatiénico, b: Representaciéon de una capsula con nematodos
basada en biopolimeros polianiénicos gelificados.

Las sales de sodio de los biopolimerosEvaluacion de tres materiales de
alginato, pectina y CMC producen disolucionesencapsulamiento
acuosas con pH ligeramente superiores al valor
pH neutro (7.00-7.50), dado que los grupos car Se prepararon capsulas de pectina, algina
boxilicos se comportan como &cidos débilesto Y CMC, y se determind, al seguir el protocolo
Con estos valores de pH, la forma predominantéitilizado por Solérzano (2014), la dureza de las
de los biopolimeros es la polianidnica, en dondee@psulas al utilizar un texturometro digital (TA-
la mayor parte de los grupos carboxilicos sel X Plus Texture Analyzer, Stable Micro Systems
encuentran desprotonados (con carga negativa) D, Godalming, Reino Unido). Se evaluaron 30
por lo tanto, son susceptibles de entrecruzar lagapsulas de cada material, se utilizo una punta
cadenas poliméricas mediante coordinacion déilindrica de 3 mm de diametro que penetré a 2
estos grupos funcionales con cationes. mm de profundidad en cada capsulay a una velo

Para cada combinacién biopolimero-solu cidad de 1,5 mm la fuerza de ruptura expre
cion catidnica se evalud si se formaban capsulasada en N mrhse obtuvo a partir del calculo del
la forma de las mismas y si retenian nematodosirea bajo la curva, la cual inici6 desde la penetra
Se eligié para los ensayos posteriores una formwcion, hasta alcanzar el pico maximo de ruptura.
lacion de cada uno de los materiales que fueron La viabilidad de los nematodos encapsu
capaces de formar capsulas a fin de evaluar ledos se evalu6 al colocarse 10 capsulas de cada
viabilidad de los nematodos en las mismas. material en placas Petri de 5 cm de diametro,
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se les afiadi6 2 ml de citrato de sodio 0,5M +de 250 Jl.nt. En el primer ensayo se evalud la
0,1% Triton x-100 (Goud et aR010). Para opti  liberacion de los nematodos a partir de las cap
mizar la elaboracion de las capsulas de pectinaulas, en un tubo de eppendorf de 2 ml se-colo
se utilizé el biopolimero autoclavado en polvo ycaron 5 cdpsulas y 1 ml de agua desionizada.
en solucion. Con respecto al CMC, se evalu6 eSe utilizd 5 repeticiones por tratamiento. Se
uso de FeClal 2,8% y AIC} en lugar de FeGl realizaron evaluaciones a las 24 horas y cada 7
al 5,0%, ademas, se traté de incrementar el pH déias hasta la semana 5, los tubos se incubaron
las soluciones mediante la adicion de NaOH. Para 25°C, después de 24 horas de transferidos
los ensayos posteriores se eligioé el material quevH WRPy XQD DOtFXRWD-GH
presento las mejores condiciones de formacién denind, mediante lectura con un estereoscopio,

capsulas y viabilidad de nematodos. el nidmero de JI vivos y muertos presentes en

el agua. Se utilizé un disefio irrestricto en un
Evaluacion de capsulas preparadas con arreglo factorial. Se calculdé el area bajo la
diferentes concentraciones de alginato curva (ABC) y se analiz6 a través del anélisis

de varianza (ANOVA) y LSD fisher, con la wuti
Determinacion de la dureza de las capsulas  lizacion del programa Infostat version 2016. El
nivel de significancia se definié al 5%.

Se prepararon capsulas de alginato al 2, En el segundo ensayo se determiné la
3y 4%, se adicion6 5 ml de una suspension deobrevivencia de los nematodos en capsulas
nematodos de una concentracion de 500 3J.anl con diferentes concentraciones de alginato.
5 ml de cada una de 3 soluciones acuosas de algdbe cada concentracion se colocé 5 capsulas
nato (4%, 6% y 8%), para una concetracion finalen un tubo eppendorf de 2 ml, lo cual consti
de 250 JI.mt. Las suspensiones fueron goteadaguyé la unidad experimental. Para determinar
sobre una solucion de cloruro de calcio al 4,4%el nimero de JI presentes en las cépsulas se
Las capsulas se almacenaron en agua a tempemaodificé la metodologia de Goud et §010)
tura ambiente durante 24 horas. Se determiné lde la siguiente manera: las capsulas se lavaron
dureza de las capsulas al utilizar un texturémetra@on agua destilada, se colocaron en un tubo
digital en la forma previamente descrita. conico de 15 ml y se les afadio 0,5 ml de

citrato, se agitd en el vortex por 15 segundos,
Determinacion de la cantidad de JI presentes gg dejaron reposar por 1 hora, transcurrido este
en capsulas obtenidas a partir de diferentes tiempo se agité en el vortex por 30 segundos
concentraciones de nematodos y se dejo reposar por una hora, finalmente, se

. . it6 | 5
Se prepararon capsulas a partir de sus‘:jlgllto manualmente y se le agrego 0,5 mi de

. : : agua desionizada para que la solucién resul

pensiones nematodo-alginato correspondlenteg , o
. ante fuera mas clara, y se realiz6 el conteo y
a 250, 500 y 1000 JI.m| posteriormente, las -
. L ; o ?bservamon de los nematodos.
capsulas se disolvieron con citrato y se realiz6 e e U .
- : Se utilizé un disefio irrestricto en un

conteo y observacion de los nematodos a fin de

. . ) arreglo factorial con 5 repeticiones por-tra
determinar la cantidad presente en las mismas. ; . .
tamiento por tiempo. Se realizaron 5 evalua

Liberacion y sobrevivencia de nematodos ciones una vez por semana. Para analizar los
encapsulados datos obtenidos se calculd el area bajo la curva
con el fin de hacer comparaciones entre trata
Se realizaron 2 experimentos para determientos, los datos se analizaron mediante el
minar la capacidad de capsulas de diferenteanalisis de varianza (ANOVA) y LSD Fisher,
concentraciones de alginato para retener lose utilizd el programa Infostat. El nivel de
nematodos viables al utilizar una suspensiorsignificancia se definié al 5%.
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Evaluacion de la infectividad de los mejores resultados en los ensayos previos.
nematodos encapsulados Se evaluaron las siguientes dosis 0, 1, 2, 3,
4 y 5 capsulas.larva Para asegurar que los

nematodos estaban viables se implementé un
blanco que consistio de 5 larvas por plato petri
al que se adiciond 1 ml de una suspension de

Se realizaron 2 ensayos en los que 500 JI.mft, se utilizaron 6 repeticiones por
estudio el efecto de diferentes concentraciones déatamiento. Los platos se incubaron a 25°C
nematodos y dosis de capsulas sobre G. mellonglurante 6 dias. Se realiz6 la evaluacion del
lla, en un primer ensayo se evaluaron 3 dosis deorcentaje de infeccion al sexto dia después de
capsulas preparadas con una concentracion deoculacion. Los datos obtenidos se analizaron
250 JI.mi sobre el porcentaje de infeccion de G.mediante ANOVA 'y LSD Fisher para determi
mellonella La unidad experimental consistio en Nar el porcentaje de infeccion al dia 6 y una
5 larvas colocadas en un plato petri de 8,5 cm dEegresion de Probit para cuantificar la dosis
didmetro con doble papel filtro, a las que se aplical€t@! (DL50%) o dosis requerida para infectar
ron 3 cantidades de capsulas; 2, 10 y 20 Cépsma%! 50% de las larvas. Los analisis se hicieron a
larva?, se utilizaron 5 repeticiones por tratamiento.través del uso de Infostat.

Los platos se incubaron a 25°C durante 15 dias.

En un segundo experimento se evaluo el efecto de RESULTADOS Y DISCUSION

3 dosis de capsulas (2, 5y 10 capsulas.ldjvas

2 concentraciones 500 y 1000 Jtnall seguir la y ) )
metodologia descrita anteriormente. El porcentaje€leccion de materiales de encapsulamiento

de larvas muertas (%) se determiné a los dias 2, 8,
10y 15. Los datos se analizaron mediante ANOVAtina
y LSD Fisher utilizando el programa Infostat. '

Evaluacion de la infectividad de las capsulas de
nematodos a diferentes concentraciones y dosis

Se logr6 formar @psulas a partir de pec
alginato y CMC, para un total de 15 com
binaciones biopolimero-cation que difirieron en
Determinacién de la DL50 la forma y dureza de las mismas, y que fueron

capaces de retener los nematodos (Cuadro 1). No
Para determinar la DL50 se utiliz6 la se obtuvierortdpsulas con la gelatinai con las
concentracion de nematodos que presentd loformulaciones inversas.
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Cuadro 1.Determinacion de la forma, consistencia y retencion de JI segun los materiales utilizados para encapsular.
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Formulacion Caracteristicas Ji
1. Pectina 1,2%-Ca Irregular, muy suaves +
2. Pectina 2,7%-Ca Irregular, suave +
3. Pectina 4,2%-Ca Regular, dura +
4. Pectina 4,8%-Ca Regular, dura +
5. Pectina 5,5%-Ca Regular, dura +
6. Pectina 6,0%-Ca Deformes, muy dura +
7. Pectina 1,2%-Fe Material amarillo -
8. Alginato 1,2%-Ca Regular, suave +
9. Alginato 2,0%-Ca Regular, dura +
10. Alginato 2,4%-Ca Regular, dura +
11. Alginato 3,0%-Ca Regular, dura +
12. Alginato 4,0%-Ca Regular, dura +
13. Alginato-Fe 1,2% Cépsulas aglomeradas +
14. Alginato-MgClI2 1,2% - -
15. CMC 1,1%-Fe Regular, suave +
16. CMC 1,7%-Fe Regular, dura +
17. CMC 2,2%-Fe Regular, dura +
18. CMC 1,1%-Ca - -
19. CMC 1,1%-PAAHCI-Ca-Fe Material amarillo -
20. Gelatina-HCI 1,2% - -
21. Gelatina-HCI 1,8% - -
22. Gelatina-HCI 2,2% - -
23. Ca-Alginato 1,2% - -
24. PAAHCI-Ca-Fe-CMC 1,1% - -

En el caso de la pectina, se produjerondisoluciones acuosas de®Falebido a la electro
capsulas en todas las concentraciones evaluadasestriccion ejercida por el cation trivalente sobre
sin embargo, los hidrogeles al 1,2% fueron muylas moléculas de agua de solvatacion. Este caracter
suaves, mientras que al 55% (Figura 2a) y 6%acido puede promover la protonacién de grupos
fueron deformes. Cuando se utiliz&Fee formé  carboxilicos en las cadenas de la pectina, lo cual
un material amarillo y pegajoso, esto se debe prodisminuye la capacidad de coordinacién de los
bablemente a que la reticulacién pectina-soluciérgrupos protonados con los cationes de hierro. En
catiénica se realiza conas fuerza en soluciones comparacion, las disoluciones acuosas dé*,Ca
catiénicas divalentes que trivalentes. Esto puedson mucho menos é&cidas que las d&, fer lo
relacionarse con el fuerte caracter acido de lague promueven menos la protonacion de grupos
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carboxilicos y preserva en mayor grado la capacitipo anién-cation). Segun Das et @011), para la
dad de coordinacion con cationes mediante fuertegeneracion de capsulas redondas a partir de pectina
interacciones electrostaticas carboxilato-calcio (deks indispensable la presencia de iones de calcio.

Fig. 2. Cépsulas de diferentes materiales: a: pectina 5,5%-Ca b: alginato 2,0%C0K; 2,2%-Fe, d: solucién de pectina
al 4,8% autoclavada.

Se obtuvo capsulas en todas las combinahierro |1y cloruro de calcio, los autores determi
ciones alginato-C4, las preparadas con alginato naron que los iones de Faumentan las fuerzas
al 1,2% resultaron muy suaves, mientras que de entrecruzamiento y generan estructuras mas
mayor concentracion de alginato aumento la-durefuertes en comparacién con los iones dé*Ca
za y firmeza de los hidrogeles (Cuadro 1, FiguraEstos hallazgos tienen relacién con los resulta
2b). Por otro lado, el uso de Fe al 1,2% produjados obtenidos en este estudio, ya que la CMC
capsulas duras y aglomeradas, mientras que conempleada al 2,2% solo produjo capsulas cuando
empleo de Mg no se logré fabricar capsulas. se utilizo FeC|. Esto puede deberse a la mayor

Cuando se utiliz6 CMC, se encontré quepresencia de grupos carboxilicos en el CMC,
todas las suspensiones goteadas sobre Fe-formaolimero derivado de celulosa, mediante carboxi
ron cédpsulas (Cuadro 1, Figura 2¢) y que, al igualacién intensiva de grupos hidroxilos en cada uni
que con el alginato, la dureza de las mismas sdad de glucosa (Kennedy et 4092), en relacion
incrementd con la concentracién del compuestogon la pectina, por lo que la protonacion inducida
sin embargo, no se obtuvo hidrogeles al goteapor las disoluciones acidas de hierro (I11) tiene un
CMC sobre C& y PAAHCI-Ca-Fe. Estos resul efecto menor en la disminucién de la capacidad
tados concuerdan con lo encontrado por Davidsode entrecruzamiento por coordinacion carbexila
et al (2013), quienes encapsularon fertilizanteto-hierro. Asi la mayor rigidez de las capsulas de
liquido al gotear CMC al 7% sobre una mezclaCMC-hierro (lll) puede explicarse por la capa
de soluciones de cloruro de hierro Il, cloruro decidad de coordinacién del carboxilato (carga=-1)
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con el hierro(lll) (carga=+3), en proporciones el material de almacenamiento (Grewal y Peters
de 3:1, al tener este catién una alta capacidad d&05). Con respecto a la viabilidad, las formula
entrecruzamiento de cadenas polianiénicas. ciones a base de alginato y pectina presentaron
Se eligieron los hidrogeles de pectinanematodos vivos, mientras que los nematodos
4,2%-Ca, alginato 2%-Ca y CMC 2,2%-Fe, yaencapsulados en CMC se encontraron muertos.
gue todas estas capsulas contaban con forma Si bien la pectina presentd caracteristicas
regular, consistencia dura, facilidad de manipu adecuadas para la formacién de capsulas, estas
lacion y lograron retener nematodos, caracteristimostraron contaminacién con hongos. Se ebser
cas deseables para la manipulacion del productgd que las capsulas al 2,7%, preparadas a partir
terminado. de pectina seca autoclavada, fueron muy suaves
e irregulares y mostraron contaminacion 7 dias
» _ mas tarde, mientras que no se lograron hacer
Evaluacion de tres materiales de capsulas a partir de la solucién de pectina al 4,8%
encapsulamiento autoclavada (Figura 2d). Costas al (2008),
indican que la pectina se extrae de diferentes

Al medir la fuerza de ruptura de las Gé.p vegetales, por lo que contiene azucares como

sulas se puede determinar la proteccién mecanicd@binosa, galactano, arabinogalactano, gluco

del encapsulado, debida al grado de entreeruza@ Manosa y xilosa que pueden ser utilizados
miento obtenido en las combinaciones pokime POT microorganismos. Segln Peters (2014), los
ro cation ensayadas, a mayor entrecruzamientghicroorganismos contaminantes en las formu

mayor es la dureza de la capsula, la resistencigciones de NEP afectan de manera negativa a
que debe vencer el encapsulado para liberard@s Jl, por lo cual Ias.sustanmas utilizadas para
y el paso de nutrientes a través de los poros ddacer dichas formulaciones no deben promover el

complejo biopolimero-solucién catiénica (Selor crecimiento de los mismos.
zano 2014). Con respecto a las céapsulas de CMC se
Cuando se determiné el punto de rupturadeterminé que los JI suspendidos en este bio
de las capsulas de pectina 4,2%-Ca, a|ginat@olimero se encontraban viables y que fueron
2%-Ca y CMC 2,2%-Fe, al utilizar un texturd afectados cuando la suspension se goted sobre
metro digital, se observé que todas las capsulagl cloruro de hierro, esto debido a la acidez de
presentaron valores significativamente diferenteda solucion de FeGlal 5,5% con un pH = 0,81,
de resistencia (p<0,01), al ser las méas suaves ldgsultado que contrasta con el obtenido para la
de CMC, con un valor de 0,081+0,015 N.thm solucion de CaCl2 al 4,4% utilizada para hacer
seguidas por las de pectina con 0,479+0,12@8s capsulas de alginato-Ca (pH = 7,12), y al de
N.mnr! y las de alginato con un valor de fuerzala suspension de nematodos (pH = 8,12). Cuando
de ruptura de 1,149+0,168 N.mo que indica se disminuyo la concentracion de Fe@#l 5,5%
que los JI deben ejercer una mayor fuerza paré 2,8%, el pH fue de 0,90, mientras que con la
romper las capsulas de alginato y que se requiergustitucion de la solucion de FgQior AICI, el
una menor cantidad de este biopolimero que dgH fue de 2,7.
los otros materiales para generar capsulas de Asimismo, cuando se corrigio el pH de
forma y consistencia adecuada para encapsuld@s soluciones de cloruro de aluminio y cloruro
nematodos. de hierro, se encontrd que la adicion de 10 ml de
Entre los principales estudios que se debefaOH incrementé el pH a 1,4; en el caso de la
de realizar para corroborar la calidad de las forsolucion de AIC] al 5,2%, al agregar una mayor
mulaciones esta la evaluacion de cambios fisicosantidad de NaOH la solucién se torn6 café
y quimicos en el producto, la viabilidad de lososcura, mientras que el uso de 10 ml de NaOH
nematodos y la presencia de contaminantes eaumenté el pH de la solucion de Fedll5,5% a
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3,25, la adicién de tan solo 1 ml caus6 la suspercapsulas hechas con alginato al 3% necesitaron
sion de particulas en la solucion. Estos valores dana fuerza de (2,8+0,5) N.mhy las de alginato
pH se encuentran por debajo del rango de pH (4 al 2% (1,8+0,18) N.mrh Esto concuerda con
8) indicado por Vashistét al. 2013 para la sobre lo reportado por Mandal et a{2000), Saipra
vivencia de los NEP, por lo que se descarto el ussadet al. (2003) y Singh et al(2006), quienes
de CMC. Cuando se formula un bioplaguicida esencontraron al trabajar con semillas sintéticas de
de vital importancia que el polimero sea compadiferentes materiales vegetales, que al modificar
tible con los microorganismos que seran protela concentracion de alginato cambio la dureza de
gidos. Ademas, para mantener las caracteristicdas capsulas y con ella la capacidad de emergen
ambientales favorables para el bioplaguicida eia o germinacion de estas semillas, en el caso
fundamental que los otros componentes de fa forde los nematodos, la fuerza de ruptura se podria
mulacion, en nuestro caso el cation, sean tambiérelacionar con la dificultad que pueden tener los
compatibles (Wenzel et.a2017). JI para salir de las cdpsulas.
Debido a que el alginato goteado sobre o )
CaCl, present6 las mejores caracteristicas: pHPeterminacion de la cantidad de Jl presentes
adecuado, nematodos viables, ausencia de coffn capsulas obtenidas a partir de diferentes
taminacion, se decidio trabajar con este biopoconcentraciones de nematodos
limero, cabe mencionar que el alginato ha sido -
" e Los resultados indican que al aumentar la

utilizado con éxito para almacenar nematodos o o .

. . ~concentracion de la suspensién de Jl, aumento
entomopatdgenos por otros autores, quienes sefia

: -, significativamente el nimero de nematodos por
lan que la ventaja que presenta esta formulacion

es que es un material biodegradable y permite ICapsuIa (p<0,00001), asi la concentracion de

i - . . . 250 JI.mft genero capsulas con una cantidad de
liberacion paulatina de estos MICroorganismos, o~ » o -iodos. con 500 JHnde encontra
(Soleret al. 2003, Hiltpold 2015). Y ' )

ron 101+4,3 individuos por capsula y para 1000
Evaluacion de capsulas preparadas con J.mI se obtuvieron 246+10,7 JI por capsula.

diferentes concentraciones de alginato . L . .
Liberacion y sobrevivencia de los nematodos

encapsulados

Determinacion de la dureza de las capsulas i
La mayoria de los nematodos permane

La resistencia de las capsulas a la ruptura&ieron viables en las capsulas en las diferentes
se incrementd significativamente (p<0,01) conconcentraciones de hidrogel (Cuadro 2), que no
la concentracion del biopolimero, las cdpsulasafectaronla concentracion del alginato y tam
con la concentracion mas alta fueron las mapoco la sobrevivencia de esos nematodos. Se
duras, esto se debe a que al aumentar la combservd una alta variabilidad en el nimero de JI
centracion del polimero, se incrementa el entreencapsulados, lo que se debe probablemente a que
cruzamiento y la red tridimensional formadalos Jl se sedimentan rapidamente, a pesar de que
adquiere una mayor resistencia mecanica, pola suspensién se agité manualmente de manera
lo que se requiere la aplicacion de una mayoconstante antes de gotear el alginato para formar
fuerza para romperlas (4,2+0,5) N.mamLas las capsulas.
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Cuadro 2.Numero y area bajo la curva de nematodos encapsulados vivos y muertos en alginato al 2%, 3% y 4% después de 28
dias de encapsulamiento.

Nematodos Concentracion Vivos ABC vivos Muertos ABC muertos

Encapsulados 2% 44+9* 33,8+3,1a 2+1 1,4+0,4a
3% 48+9 37,8+2,6a 2+1 1,2+0,5a
4% 3948 29,6+1,8a 2+2 4,2+2,5a

Valores con letras desiguales en la misma columna son significativamente diferentes con 95% de confianza. LSD Fischer.
*  Error estandar.

No se encontraron diferencias significativasy disminuyé a 24,5 y 35,48% después de 84 dias.
en el area bajo la curva (ABC) de Jl, encapsulaDebido a que la viabilidad varia entre cepas de
dos vivos entre capsulas de diferente concentranematodos, cada formulacion debe ser evaluada.
cién (Cuadro 2). Se observé, ademas, un ndmero Como se observa en el Cuadro 3, Unica
muy bajo de nematodos encapsulados muertospente en las capsulas al 2% se liberaron Jl vivos
lo que indica que estos sobrevivieron al procesy muertos. Con respecto al ABC de nematodos
de encapsulamiento y que el uso de este hidrogéberados vivos, las capsulas al 2% presentaron
es prometedor para aumentar la vida estante den valor de 9,6%+2 que fue significativamente
los nematodos (Cuadro 2). Estos resultados indimayor que los tratamientos al 3% y 4% (Cuadro
can que los nematodos permanecen encapsulad8s En el caso del ABC de nematodos liberados
viables en un periodo de al menos 28 dfds. muertos, se observa que el tratamiento al 2%
respecto, Hegasit al. (2012) encontr6 que 2 cepas tuvo un valor de 2,2%z1 y fue significativamente
de Heterorhabditissp. presentaron mayor sobre mayor que los tratamientos de 3% y 4%. Estos
vivencia en alginato que en vermiculita. La sebre resultados indican que a menor concentracion de
vivencia se mantuvo durante los primeros 21 diaslginato, mayor liberacion de JI.

Cuadro 3.NUmero y area bajo la curva de nematodos liberados vivos y muertos en alginato al 2%, 3% y 4% después de 28 dias
de encapsulamiento.

Nematodos Concentracion Vivos ABC vivos Muertos ABC muertos

Liberados 2% 11+4 9,6+2,0 b 3+2 2,2+£10b
3% 0£0 0+0 a 0£0 0+0 a
4% 0£0 0,6+0,6 a 0£0 0+0 a

Valores con letras desiguales en la misma columna son significativamente diferentes con 95% de confianza. LSD Fischer.
*  Error Estandar.

Los Jl no se alimentan, sino que meta como calor que debe ser disipado, todo esto se
bolizan lipidos y carbohidratos almacenados, lodebe considerar al formular estos microorganis-
cual genera desechos gaseosos como dioxido dros (Peters 2014). A pesar de que las cépsulas
carbono, amoniaco y sulfuro de hidrégeno, astle alginato son permeables (Cabanél. 2011),
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a mayor concentracién las capsulas son mag 20 capsulas no se diferenciaron significativa
duras, lo que puede reducir la permeabilidad ynente entre si y presentaron un incremento en
gue los JI se vean intoxicados con sus propiogl porcentaje de larvas infectadas desde los 2
materiales de desecho. Se eligi6 la concentraciodias después de inoculacion (ddi) hasta los 10
al 2% para los siguientes ensayos. ddi. El tratamiento de 2 capsulas.latyaesentd
mortalidad hasta el dia 10 con 4%z4, la cual se
mantuvo en ese nivel hasta el dia 15. Los tra
tamientos 10 y 20 céapsulas.latvaresentaron
infeccion de 12%+8 y 4%=*4 respectivamente
Evaluacion de la infectividad de las capsulas @l dia 2, al octavo dia se encontr6 un nivel de
de nematodos a diferentes concentraciones ~ /2%%8 y 48%%15, los valores de infeccion-fue
y dosis ron para estos mismos tratamientos de 76%=7,5
y 52%+13,5 para los dias 10 y 15. Las larvas
Se determin6 que las larvas de G. mello presentaron una coloracién roja y no se descom
nella inoculadas con cépsulas preparadas copusieron (Figura 4b), caracteristicas tipicas de la
una concentracién de 250 Jl:n(aprox. 40 infeccion por Heterorhabditi§Rodriguez et al.
Jl.capsuld), se infectaron a partir del dia 2 2009). Es importante destacar que la infeccion
(Figura 3), lo que indica que los nematodos fue de las larvas ocurri6é a pesar de la presencia de
ron capaces de salir de las cépsulas e infectda seda e incluso de la formacion de pupas de G.
las larvas (Figura 4a) os tratamientos de 10 mellonella(Figura 4c).

Evaluacion de la infectividad de los
nematodos encapsulados
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Fig. 3. Porcentaje de mortalidad de larvas de Galleria mellonella infectadas en un periodo de 15 dias con las dosis 2, 10 y
20 capsulas.larva elaboradas a una concentracion de 250 3i(#0 Jl.capsuld) (p=0,0086).
Barras corresponden al error estandar.
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Fig. 4. Infeccion deGalleria mellonellautilizando capsulas a: Capsulas de 250 J,mbn Galleriasvivas y muertas,
b: Larvas infectadas a 2ddi, c: Pupas infectadas.

Se observo que las mayores dosis (10 y 2@oncentracion de 500 Jl.thpresent6 el menor
capsulas.larvy tuvieron un mayor porcentaje de valor de infeccion (16%+7,5) sin diferenciarse
infeccion deGalleria que la dosis de 2 cépsulas. de los otros tratamientos a la misma concen
larval, debido a que no hubo diferencias en el usdracion. Con respecto a las capsulas con una
de 10 y 20 capsulas, se recomienda la dosis deoncentracion de 1000 Jl.Hl se observo
10 capsulas por su menor costo al utilizar menosjue el tratamiento de 2 capsulas.latvavo
capsulas y nematodos. el menor valor de infeccién de 44%=+16, sin

En la Figura 5 se observa el porcentajediferenciarse de los tratamientos con la misma
de larvas infectadas segun la concentraciémoncentracién. Mientras que el tratamiento
de nematodos utilizada (500 y 1000 Jtynl de 10 cépsulas.larvapresenté un valor de
y a 3 dosis diferentes (2, 5 y 10 capsulas72%z+15, significativamente mayor que todas
larva?l). La dosis de 2 capsulas.lafvde una las dosis de la concentracién de 500 Jkml

Agronomia Costarricense 42(2): 9-27. ISSN:0377-9424 / 2018



BOGANTESet al: Encapsulamiento de nematodos entomopatégenos 23

Fig. 5. Porcentaje de mortalidad de larvas@glleria mellonella a los 15 dias después de inoculacion con dosis de 2,5y
10 capsulas.larv elaboradas a concentraciones de 500 y 1000-9(18il y 246 Jl.capsufi.
Barras corresponden al error estandar.

Al parecer, la concentracion de Jl en las capincrementé la dosis de capsulas por larva. La
sulas tiene efecto sobre el porcentaje de infeccidrjosis de 0 y 1 cépsulas.lafvpresentaron un
asi, a mayor cantidad de individuos por capsulgorcentaje de mortalidad de 0% y 13%=+7, respec
mayor porcentaje de mortalidad de G. mellonella. tivamente, aspecto que expone una significacion

Las larvas infectadas presentaron unaestadistica menor que los demas tratamientos. A
coloracion rojiza desde los 2 ddi (Figura 4b) asy vez, las dosis de 2, 3 y 4 capsulas.thexpu
los 10 ddi, se observaron hembras en el interiogjeron resultados iguales y tuvieron valores de
de las larvas disectadas, a los 15 ddi las Gallemorta”dad de 47%=+10, 53%=*8 y 63%+10 para
rias de color café oscuro mostraron juveniles|as dosis sefialadas. Las aplicaciones correspon
emergiendo. dientes a 5 capsulas.larvpresentaron el mayor
porcentaje de infeccién 87%z+10, por lo que se
diferencié porcentualmente de forma importan

En la Figura 6 se observd un aumentote de los demés tratamientos, excepto de la dosis
en el porcentaje de mortalidad conforme sede 4 céapsulas.

Determinacién de la DL50
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Fig. 6. Porcentaje de larvas de Galleria mellonétfitectadas al dia 6 segtin dosis de 0, 1, 2, 3, 4 y 5 capsulas a 1060 JI.ml
Barras corresponden al error estandar.

En la Figura 7 se presenta el andlisis decondiciones en que se efectuo el ensayo, lo que
Probit, con el que se determiné que la dosisorresponde a 2,9 capsulas.latv@Asumien
requerida para infectar al 50% de la pebla do que cada capsula tiene aproximadamente
cion de larvas de G. mellonel@L50) es de 246 Jl.capsufd este valor corresponde a 713
14,45%0,37 para un 95% de confianza en ladl.larval.

Fig. 7. Proporcion des. mellonellainfectadas a 5, 10, 15, 20, y 25 capsulas a 10009(24b Jl.capsuly); modelo probit
ajustado y limite superior e inferior para un intervalo de confianza del 95%. Para PI= 0,5, x= 14,45 DL50
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Por su parte, Tofangsazi et @014) repor  sobre estos organismos y hacer de esta forma de
tan que la DL50 de Heterorhabditis indjdd.  control biolégico un sistema mas eficiente.
bacteriophoray H. megidisen suspensiéon para Es importante evaluar el uso de la-for
el control de larvas pequeﬁas de Herpetogrammﬁ]waci()n desarrollada en este trabajo en condi
phaeopteralisue de 387, 270 y 554 (JI.dlpor ~ ciones de invernadero y campo con diferentes
larva. Mahmoud (2014) reportaron que la DL50iNsectos plaga.
de H. bacteriophorasobre larvas de los olivos

Palpita unionalisa 25°C fue de 38,2 (30,9-47,2) AGRADECIMIENTOS
Jl.larval.
La DL, encontrada en este ensayo para la La investigacion fue financiada por los

cepaHeterorhabditissp. CIA-NEO7 fue més alta Pproyectos VI-733-B6-087 y VI 733-A1-821. Se
que la DL50 de 475 Jl.larvaa los 8ddi, observa agradece al Centro de Investigacion en Teenolo
da cuando esta cepa fue utilizada en suspensidﬁa de Alimentos de la Universidad de Costa Rica
por Rodriguez et a{2009) para infectar larvas de POr facilitar el uso del texturémetro.

L2 de P. elenanen vasos plasticos con 120 g de

suelo autoclavado y que la DL50 de 52 Jl.ldrva LITERATURA CITADA
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