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Abstract:	  

	   The	  purpose	  of	  this	  experiment	  is	  to	  highlight	  and	  determine	  the	  infectivity	  and	  survivability	  of	  
the	  alginate	  balls,	  the	  product	  in	  Pot	  Popper™.	  	  The	  entomopathogenic	  nematode,	  Steinernema	  
carpocapsae,	  and	  Heterorhabditis	  bacteriophora,	  can	  reduce	  larval	  populations	  of	  white	  Grubs	  in	  soil.	  	  
Efficacy	  of	  entomopathogenic	  nematodes,	  however,	  may	  be	  affected	  by	  freezing	  and	  thawing	  of	  soil	  
placed	  in	  retail	  bags	  that	  are	  sold	  in	  retail	  along	  with	  commercial.	  	  This	  field	  experiment	  will	  measure	  the	  
nematodes	  viability	  of	  freezing	  and	  thawing	  of	  the	  Pot	  Popper™	  alginate	  balls	  in	  soil	  in	  field	  test.	  	  Field	  
experiments	  were	  conducted	  using	  only	  fresh	  Pot	  Popper™	  balls	  and	  fresh	  soil	  supplied	  by	  a	  company.	  	  
This	  will	  be	  achieved	  by	  conducting	  a	  series	  of	  tests,	  the	  first	  test	  will	  determine	  if	  the	  nematodes	  can	  
survive	  in	  the	  alginate	  balls	  in	  frozen	  soil	  by	  placing	  bags	  filled	  with	  soil	  in	  different	  location	  will	  be	  
effected	  by	  weather.	  	  The	  bags	  are	  opened	  and	  14.4	  grams	  of	  alginate	  balls	  are	  placed	  and	  mixed	  into	  
the	  soil	  of	  each	  bag	  and	  taped	  closed.	  	  The	  bags	  are	  place	  in	  different	  location,	  one	  in	  a	  shed	  with	  not	  
heat,	  second	  two	  bags	  were	  placed	  outside	  on	  the	  ground	  one	  bag	  place	  on	  top	  of	  other	  bag,	  as	  if	  it	  
were	  stored	  outside	  in	  a	  garden	  centre	  or	  greenhouse	  for	  the	  winter	  months,	  one	  bag	  placed	  on	  cement	  
as	  if	  it	  were	  store	  in	  a	  parking	  lot	  or	  outside	  at	  a	  gradient	  centre	  and	  one	  bag	  placed	  in	  a	  garage	  away	  
from	  outside	  weather	  at	  a	  warmer	  condition.	  The	  second	  test	  will	  determine	  if	  the	  nematodes	  can	  
survive	  in	  the	  alginate	  balls	  in	  27	  degree	  Celsius	  soil	  by	  putting	  effected	  Galleria	  into	  small	  petri	  dishes	  
into	  an	  incubator.	  As	  a	  control,	  2	  small	  petri	  dishes	  with	  soil	  and	  alginate	  balls	  were	  left	  in	  room	  
temperature.	  The	  third	  and	  final	  test	  will	  determine	  the	  effectivity	  of	  the	  alginate	  balls	  in	  soil.	  This	  will	  
be	  accomplished	  by	  placing	  10	  Galleria	  mellonella	  (Wax	  worms)	  into	  300	  gram	  of	  soil	  taken	  from	  each	  
bag	  and	  allowed	  to	  set	  in	  a	  dark	  location	  at	  22	  degree	  Celsius	  for	  three	  days	  to	  see	  if	  the	  Galleria	  gets	  
infected.	  	  	  

Materials	  and	  Method:	  

First	  test:	  potting	  soil	  bag	  with	  alginate	  nematodes	  mixed	  inside	  

•   Soil	  used	  was	  HILLVIEW	  POTTING	  SOIL	  by	  Premier	  Tech	  
•   Soil	  was	  placed	  into	  4	  different	  location	  	  

o   Inside	  a	  shed	  with	  no	  heat	  
o   On	  the	  ground	  outside	  with	  mix	  sun	  and	  shade	  
o   On	  cement	  ground	  outside	  in	  full	  sun	  
o   Inside	  garage	  out	  of	  exterior	  weather	  condition	  but	  not	  a	  heat	  garage.	  

•   Each	  bag	  of	  soil	  had	  14.4	  grams	  of	  alginate	  nematodes	  mixed	  inside	  Steinernema	  carpocapsae,	  
filled	  alginate	  balls	  



•   The	  bags	  of	  52L	  of	  soil	  were	  taped	  closed	  and	  the	  weather	  condition	  were	  observed	  for	  6	  
months.	  

Control	  test:	  Room	  temperature	  alginate	  balls	  

•   Soil	  was	  put	  into	  2	  small	  petri	  dishes	  
•   Each	  petri	  dish	  contained	  zero	  to	  7	  balls	  Steinernema	  carpocapsae	  and	  Heterorhabditis	  

bacteriophora	  filled	  alginate	  balls	  
•   The	  dishes	  were	  sealed	  with	  Para	  film	  and	  left	  in	  room	  temperature	  

Third/final	  test:	  Alginate	  ball	  effectivity	  

•   Each	  bag	  was	  opened	  and	  300	  grams	  removed	  and	  placed	  into	  large	  zip	  lock	  bag	  and	  10	  Galleria	  
mellonella	  were	  added.	  

•   Two	  samples	  of	  each	  bag	  were	  taken	  and	  the	  zip	  lock	  bags	  containing	  soil	  and	  10	  Galleria	  were	  
placed	  into	  a	  dark	  place	  at	  a	  room	  temp	  of	  22	  degree	  Celsius,	  and	  left	  for	  3	  days.	  

•   After	  3	  day	  the	  sample	  were	  check	  to	  see	  if	  any	  of	  the	  galleria	  was	  effected	  with	  nematodes	  
•   Counted	  the	  infected	  galleria	  and	  remove	  them	  for	  the	  soil	  samples.	  
•   The	  soil	  was	  lightly	  damped	  to	  allow	  nematode	  movement	  
•   They	  were	  placed	  into	  petri	  dish	  along	  with	  the	  galleria	  were	  sealed	  with	  Para	  film	  and	  put	  into	  

an	  incubator	  at	  27	  Celsius.	  	  

Results:	  

Throughout	  the	  six	  month	  the	  soil	  bags	  were	  examined	  for	  hardness	  and	  also	  if	  ice	  or	  snow	  had	  
accumulated	  on	  the	  bags	  in	  the	  outside	  environment.	  	  The	  one	  bag	  located	  in	  the	  shed	  was	  hard	  to	  the	  
tough	  just	  like	  the	  soil	  bags	  left	  on	  the	  ground	  in	  the	  environment.	  	  All	  the	  bags	  were	  hard	  at	  the	  end	  of	  
December	  from	  the	  cold	  the	  only	  bag	  that	  we	  never	  frozen	  was	  the	  one	  bag	  that	  was	  placed	  in	  the	  
garage	  away	  from	  the	  external	  weather	  conditions.	  

In	  past	  experiment	  and	  testing	  the	  alginate	  balls	  with	  nematodes	  can	  be	  observed	  that	  the	  nematodes	  
surrounding	  the	  outer	  shell	  of	  the	  alginate	  ball	  died,	  due	  to	  the	  direct	  cold	  temperature.	  Although,	  the	  
nematodes	  that	  were	  inside	  the	  cellulose	  shell	  and	  those	  deep	  within	  the	  alginate	  ball	  were	  not	  affected	  
by	  the	  freezing	  temperature.	  	  

	   The	  heated	  sample	  is	  aging	  faster	  than	  the	  control	  since	  it	  is	  at	  a	  higher	  temperature;	  this	  
method	  is	  called	  accelerated	  aging.	  In	  theory,	  the	  heated	  sample	  should	  predict	  the	  expiration	  date	  but	  
due	  to	  the	  product	  being	  alive	  the	  temperature	  cannot	  exceed	  27	  degrees	  Celsius	  thus,	  impeding	  a	  
faster	  acceleration	  process.	  	  

	   The	  final	  test	  determined	  the	  effectivity	  of	  the	  alginate	  balls	  in	  soil.	  After	  the	  six	  month	  time	  
frame	  the	  galleria	  was	  placed	  into	  the	  soil	  to	  see	  if	  the	  nematodes	  could	  would	  affect	  the	  galleria	  and	  in	  
fact	  they	  were	  they	  turned	  grey	  tint	  to	  them	  and	  died.	  The	  following	  images	  give	  a	  better	  representation	  
of	  the	  wax	  worms:	  



	   The	  weather	  condition	  for	  the	  six	  month	  as	  per	  Government	  of	  Canada	  climate	  data	  below:	  

Government	  of	  Canada	  Climate	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  
Daily	  Data	  Report	  for	  October	  2015	  
"Oshawa	  Ontario"	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  

Latitude:	   	  	   43	  55'22.000	  N	   	  	   Longitude:	  	   78	  53'00.041	  W	   Elevation	  	   139.90	  M	  

	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  

Number	  of	  days	   	  	   Max	  temp	   Min	  temp	   Mean	   Total	  Rain	  
Total	  
Precip	   	  	  

31	   	  	   21.1	   -‐4.7	   	  	   	  	   113	   	  	  

Avg.	   	  	   13.6	   3.5	   8.6	   	  	   	  	   	  	  

	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  
Daily	  Data	  Report	  for	  November	  
2015	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  

30	   	  	   19.2	   -‐8.5	   	  	   	  	   21.9	   	  	  

Avg.	   	  	   10.4	   -‐0.4	   5	   	  	   	  	   	  	  

	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  
Daily	  Data	  Report	  for	  December	  
2015	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  

31	   	  	   14.9	   -‐7.4	   	  	   	  	   34.8	   	  	  

Avg.	   	  	   6.8	   -‐0.3	   3.3	   	  	   	  	   	  	  

	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  

Daily	  Data	  Report	  for	  January	  2016	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  

31	   	  	   8.9	   -‐17.9	   	  	   	  	   43.6	   	  	  

Avg.	   	  	   -‐0.1	   -‐8.6	   -‐4.4	   	  	   	  	   	  	  

	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  
Daily	  Data	  Report	  for	  February	  
2016	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  

29	   	  	   12.1	   -‐27.1	   	  	   	  	   36.7	   	  	  

Avg.	   	  	   1.2	   -‐8.2	   -‐3.5	   	  	   	  	   	  	  

	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  

Daily	  Data	  Report	  for	  March	  2016	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  

31	   	  	   15.4	   -‐16.6	   	  	   	  	   76	   	  	  

Avg.	   	  	   5.7	   -‐4	   0.9	   	  	   	  	   	  	  

	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  

Daily	  Data	  Report	  for	  April	  2016	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  

7	   	  	   10.3	   -‐10	   	  	   	  	   9.9	   	  	  

Avg.	   	  	   3.4	   -‐4.9	   -‐0.7	   	  	   	  	   	  	  

	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  

	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  

	  

	  	  

	  

	  

	  



Photo	  of	  soil	  bag	  supplied	  by	  customer:	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

300	  grams	  of	  soil	  from	  each	  of	  five	  bags	  two	  sample	  for	  each	  bag	  of	  soil:	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  



10	  galleria	  placed	  into	  each	  soil	  sample	  bags.	  	  Once	  this	  was	  done	  all	  the	  soil	  sample	  bags	  were	  placed	  
into	  a	  dark	  area	  to	  let	  the	  nematodes	  find	  the	  galleria:	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

After	  3	  day	  of	  the	  soil	  sample	  being	  placed	  in	  the	  dark	  location	  the	  soil	  samples	  were	  show	  that	  the	  
galleria	  was	  infected	  by	  the	  nematodes:	  

	  

	  

	  

	  	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  



Infected	  galleria	  count	  from	  each	  soil	  sample	  10	  bags	  in	  all:	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Galleria	  counts	  per	  bag	  of	  300	  grams	  of	  soil	  
	  
Sample	  #	   	  	   ALIVE	   INFECTED	  
#1	  a	   	  	   3	   5	  
#1	  b	   	  	   4	   5	  
#2	  a	   	  	   1	   6	  
#2	  b	   	  	   4	   7	  
#3	  a	   	  	   8	   2	  
#3	  b	   	  	   5	   2	  
#4	  a	   	  	   5	   4	  
#4b	   	  	   6	   4	  
#5	  a	   	  	   2	   8	  
#5	  b	   	  	   2	   8	  
	   	   	   	  

	  

Results:	  

We	  had	  infected	  larvae	  in	  all	  bags	  of	  soil	  samples.	  

•   #1	  was	  placed	  in	  an	  outside	  shed	  with	  no	  heat	  but	  no	  direct	  contact	  with	  weather	  
•   #2	  place	  outside	  on	  ground	  and	  on	  top	  of	  each	  other	  we	  had	  good	  results	  from	  the	  bottom	  bag	  
•   Bag	  #3	  on	  the	  top	  had	  lower	  counts	  
•   #5	  was	  place	  in	  an	  unheated	  garage	  away	  from	  the	  outdoor	  elements	  but	  was	  also	  warmer	  than	  

the	  shed	  due	  to	  the	  heat	  from	  the	  home.	  	  #5	  also	  had	  good	  results.	  
	  



Plate	  infected	  galleria:	  	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

After	  3	  day	  the	  plate	  had	  so	  much	  white	  mold	  it	  was	  impossible	  to	  have	  the	  galleria	  release	  any	  
nematodes.	  	  	  

	  

	  

Nematodes	  were	  found	  in	  the	  soil:	  

	  

	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Super	  female	  in	  soil	  



	   	   Nematode	  in	  soil	  

	   	  Nematodes	  found	  in	  all	  bags	  of	  soil	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  IJ	  nematode	  found	  in	  soil	  sample	  #2	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  IJ	  nematode	  found	  in	  soil	  sample	  #5	  



	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Nematode	  found	  in	  soil	  sample	  #1	  

Nematodes	  of	  all	  different	  stages	  found	  in	  soil	  sample	  taken	  for	  all	  bags.	  	  The	  highest	  count	  was	  bag	  #5	  
in	  the	  unheated	  garage.	  	  Also	  the	  Galleria	  had	  the	  most	  infected	  amount.	  

These	  photos	  confirm	  that	  the	  nematodes	  were	  able	  to	  breach	  the	  alginate/cellulose	  barrier	  and	  
successfully	  live	  through	  a	  Canadian	  winter	  this	  testing	  will	  continue	  till	  July	  the	  heat	  of	  the	  summer.	  	  

	  

Conclusion:	  

	   With	  the	  freezing	  and	  thawing	  of	  alginate/cellulose	  ball	  had	  no	  effect	  of	  the	  survival	  of	  the	  
nematodes	  this	  product	  can	  be	  placed	  into	  soil	  in	  bags	  and	  go	  through	  high	  and	  low	  temperatures	  and	  
the	  nematodes	  are	  still	  effective	  to	  kill	  larvae	  in	  soil.	  	  Once	  the	  nematodes	  are	  in	  soil	  this	  soil	  can	  be	  
used	  in	  landscaping	  to	  repair	  grub	  damage	  and	  also	  be	  used	  to	  place	  the	  nematodes	  into	  soil.	  	  This	  soil	  
can	  be	  used	  as	  a	  potting	  soil	  that	  can	  stop	  insect	  from	  infecting	  the	  soil.	  	  You	  can	  used	  this	  soil	  in	  
gardening	  to	  control	  insect.	  	  Also	  having	  the	  nematodes	  in	  the	  soil	  before	  selling	  the	  product	  this	  can	  
stop	  insect	  being	  shipped	  in	  soil	  and	  also	  kill	  unwanted	  larvae	  is	  the	  bag	  of	  soil.	  	  

The	  calculation	  for	  each	  a	  litre	  of	  soil:	  	  	  

1	  alginate	  ball	  contains	  approximately	  2000	  nematodes	  in	  20	  ml	  of	  soil.	  10	  alginate	  balls	  in	  1	  L	  of	  soil	  
that	  contains	  approximately	  20,000	  nematode	  per	  ball	  of	  Sc/Hb	  nematodes	  or	  Sf.	  

52	  L	  of	  soil	  in	  bag	  would	  need	  520	  balls	  per	  bag	  approximately	  14.4	  grams	  of	  1,400,000	  nematodes	  to	  be	  
effective.	  	  

Extra	  benefits:	  

The	  alginate	  balls	  are	  food	  grade	  and	  slowly	  biodegrade	  slowly	  releasing	  the	  nematodes	  into	  the	  soil.	  

With	  all	  soil	  insect	  larvae	  can	  be	  found,	  the	  nematodes	  will	  have	  a	  food	  source	  to	  breed	  and	  keep	  
growing	  over	  one	  season.	  	  This	  also	  means	  that	  the	  soil	  will	  have	  less	  unwanted	  insects	  in	  the	  retail	  bag.	  	  
This	  same	  process	  can	  be	  done	  with	  different	  nematodes	  for	  different	  soil	  mixtures	  for	  example	  potting	  
soil	  for	  fungus	  gnat,	  cut	  worm	  and	  other	  insect	  larva.	  

The	  alginate	  retains	  moisture,	  each	  time	  water	  is	  added	  to	  soil	  it	  holds	  the	  moisture	  for	  48	  hours.	  


