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RESUMEN

Una opcidn para el manejo sustentable de plagas es la utilizacion de una combinacion de dos
tipos de agentes de biocontrol para alcanzar mayor efectividad en el control, reducir los
costos mediante menores dosis de aplicacion e incrementar la consistencia del control. En
este contexto, los hongos y los nematodos patogenos de insectos (HEP y NEP,
respectivamente) poseen muchos atributos positivos como agentes de control bioldgico de
importantes plagas de insectos, y su uso conjunto presenta un gran potencial.

Durante las Ultimas décadas se han realizado gran cantidad de estudios para tratar de
comprender los efectos del uso conjunto de NEP y HEP, y determinar su potencial en el
control biol6gico de plagas, pero no se encuentra disponible material actualizado que recopile
y organice la informacion. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue conocer el estado del
arte con relacién a las interacciones que HEP y NEP establecen al ser utilizados
conjuntamente en el control biologico de insectos.

Los resultados obtenidos del presente trabajo fueron variables, lo cual puede ser explicado
por numerosos factores. Sin embargo, generalmente la utilizacion combinada de ambos
organismos produce efectos aditivos o sinérgicos sobre la mortalidad (40,8% y 37,2% del
total de efectos recopilados, respectivamente). Por ende, en la mayoria de los casos una
aplicacion combinada produce efectos (mortalidades) iguales 0 mayores que la suma de las
aplicaciones de HEP y NEP por separado. No obstante, también existe evidencia que HEP y
NEP pueden interactuar antagonicamente dadas ciertas condiciones. Cabe destacar, que la
utilizacion de ambos organismos produce efectos nocivos sobre su reproduccion en la
mayoria de los estudios que fueron evaluados, por lo que es un factor para considerar en
dichas aplicaciones.

Por otra parte, de acuerdo con la literatura consultada, los mecanismos que conducen a estos
resultados permanecen desconocidos, especialmente para los casos de los efectos aditivos y
sinérgicos. Es imprescindible profundizar en estas interrogantes para explicar estas
inconsistencias.

Palabras clave: control bioldgico, Hypocreales, Steinernematidae, Heterorhabditidae,
aplicaciones duales.



ABSTRACT

Entomopathogenic nematodes and fungi (EPN and EPF, respectively) have many positive
attributes as biological control agents of important insect pests. One approach within the
options of sustainable management practices of pest control is the use of a combination of
two types of biocontrol agents to improve the effectiveness, reduce costs due to lower
application rates, and increase control consistency.

During the last decades, many studies have been carried out to understand the effects of the
combinations of EPN and EPF, and to determine their potential role in the biological control
of pests, but no updated material is available that gathers and organizes the information.
Therefore, the objective of this work was to know about the state of the art of the interactions
between EPN and EPF when applied together in the biological control of insects.

The results obtained from the present work were variable, which can be explained by
numerous factors. However, generally, the use of both organisms produces additive or
synergistic effects on pest mortality (40,8% and 37,2% of total effect, respectively).
Therefore, an application of both agents combined would yield results greater than or equal
to the sum of both agents applied separately. Nevertheless, there is also evidence that EPF
and EPN can interact antagonistically under certain conditions. It should be noted that the
use of both organisms produces harmful effects on their reproduction in most of the studies
that were evaluated, so it is a factor to consider in such applications.

On the other hand, according to the literature consulted, the mechanisms that lead to these
results remain unknown, especially in the case of additive and synergistic effects. It is
essential to further investigate these questions in order to explain these inconsistencies.

Keywords: biological control, Hypocreales, Steinernematidae, Heterorhabditidae, dual
applications.



INTRODUCCION

En la agricultura existe un gran interés en reducir el uso de insecticidas sintéticos por el riesgo
que suponen a la salud humana, al medio ambiente, a la fauna benéfica y al desarrollo de
resistencia en plagas. Frente a esta situacion, una alternativa que ha sido explorada en las
ultimas décadas a nivel mundial es el uso de organismos entomopatdgenos como agentes de
biocontrol, ya que son considerados seguros para el ser humano y su especificidad minimiza
el impacto en organismos benéficos y en el medio ambiente (Lacey et al., 2015).

Existe un grupo de hongos referidos como hongos entomopatdgenos (HEPS), los cuales son
capaces de atacar insectos u otros artropodos como &caros y causarles enfermedades y la
muerte (Chandler et al., 2000; Chandler, 2017). Muchos HEPs son relativamente comunes,
encontrandose asociados a practicamente todos los 6rdenes de insectos que habitan diversos
ambientes, incluyendo los de agua dulce, suelos y localizaciones aéreas (Hajek y St. Leger,
1994). También son capaces de inducir epizootias, lo que les confiere un rol importante en
la regulacion de poblaciones de insectos en la naturaleza (Hajek y St. Leger, 1994).
Consecuentemente, estos organismos manifiestan un gran potencial y han sido ampliamente
estudiados para su uso en el control de una variedad de insectos nocivos para la agricultura
(incluyendo horticultura, fruticultura, silvicultura y ganaderia) (Lacey et al., 2015). Se estima
que existen entre 750 a 1000 especies y méas de 100 géneros de HEPs, distribuidos en los
grupos taxonémicos Blastocladiomycota, Basidiomycota, Ascomycota, Microsporidia y
Entomophthoromycota (ahora conocido como Zoopagomycota) (Vegaet al., 2012; Spatafora
et al., 2017). Los principales grupos utilizados en el control bioldgico de plagas y los mas
abundantes en términos de especies lo constituyen los Hypocreales y los
Entomophthoromycota (Chandler, 2017).

Un segundo grupo de organismos son los neméatodos entomopatogenos (NEPs), los cuales
corresponden a un linaje Unico de nematodos, parasitos letales de insectos, que forman
relaciones mutualistas con bacterias, provocando la muerte de sus hospederos dentro de cinco
0 menos dias desde la infeccion (Dillman et al., 2012). Esta asociacion mutualista se basa en
una relacion, donde la bacteria depende del nematodo para protegerse del ambiente externo,
transportarse entre hospederos, penetrar en el hemocele e inhibir proteinas antimicrobiales
del hospedero. A su vez, el nematodo requiere de la bacteria para matar rapidamente a su
hospedero, degradar los tejidos de éste, servir como alimento a nuevas generaciones de NEP
y suprimir el desarrollo de organismos competidores mediante la produccion de antibidticos
para el optimo crecimiento del neméatodo (Shapiro et al., 2017). Los grupos utilizados en el
control biol6gico corresponden a las familias Steinernematidae y Heterorhabditidae (Shapiro
etal., 2017).

Por otra parte, existe evidencia que el uso combinado de distintos agentes de biocontrol puede
aumentar la eficacia del control cuando se produce una interaccion sinérgica o un efecto
aditivo entre los organismos (Ansari et al., 2008; Wu et al., 2014; Ibrahim et al., 2019).
Ademas, las interacciones sinérgicas podrian reducir los costos de aplicacién debido a que
cada agente seria usado en dosis menores (Ansari et al., 2006). Una aplicacion combinada



puede incrementar la susceptibilidad del insecto hospedero a través de la modulacién de su
sistema inmune, prolongando las etapas de desarrollo o por la accion de los tratamientos en
diferentes componentes de la poblacién plaga (Lacey et al., 2015).

Sin embargo, la interaccion puede también conducir a efectos antagonicos (Barbercheck y
Kaya, 1990; Shapiro et al., 2004; Molina et al., 2007). Segun Shapiro et al. (2004), este
antagonismo podria deberse a toxinas producidas por los entomopatdgenos después de
iniciada la infeccion. En el mismo sentido, Molina et al. (2007) observaron antagonismo,
como resultado de competencia por la obtencién de los nutrientes necesarios para
reproducirse exitosamente, siendo el NEP el mas virulento de los agentes utilizados,
suprimiendo el desarrollo del HEP. Finalmente, el tipo de interaccion que se tenga como
resultado dependera de las especies que estan siendo combinadas, el insecto hospedero y
parametros de aplicacion (Ansari et al., 2004).

Debido a su distribucién ubicua en ecosistemas naturales y agricolas, HEP y NEP a menudo
coexisten, lo que se traduce en oportunidades para el desarrollo de interacciones entre ambos
organismos. Conocer estas interacciones es fundamental para comprender sus implicancias
en el ecosistema y sus potenciales usos en la agricultura (Zhang et al., 2020b).

En la literatura existe una gran cantidad de estudios en los cuales se evalla la eficacia de
control de HEP y NEP de manera combinada, sin embargo, no se encuentra disponible
informacion actualizada que consolide y sistematice esta informacién de forma clara y
precisa. Por lo tanto, el objetivo de esta monografia se orienta a establecer el estado del arte
en relacion a las interacciones entre NEP y HEP como controladores biolégicos, con la
finalidad de definir el potencial de control de plagas cuando ambos tipos de microorganismos
son utilizados conjuntamente.



Objetivo general

Establecer el estado del arte en relacion con las interacciones que ocurren entre NEP y
HEP al ser utilizados conjuntamente para el control de insectos plagas.

Objetivos especificos

Describir los tipos de interacciones que ocurren entre NEP y HEP en aplicaciones
combinadas para el control de insectos plaga.

Describir los factores que afectan la compatibilidad de las combinaciones entre NEP y
HEP y los procedimientos estadisticos comUnmente utilizados para determinar sus
efectos.

Compilar informacion de la literatura nacional e internacional en relacion con las
aplicaciones duales de HEP y NEP vy sus efectos sobre la mortalidad de insectos plaga.



MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se llevo a cabo durante los meses de septiembre del 2020 y abril del 2021
via remota. El proceso de recopilacion de informacién se realizd entre los meses de
septiembre y diciembre. Posteriormente, se procedio al andlisis de la informacion y a la
redaccion de la memoria.

Para la recopilacion de la informacion se realiz6 una busqueda exhaustiva de literatura
cientifica entre los afios 1990 y 2021, priorizando la seleccion de material lo mas actual
posible. Para lo anterior, se consultd libros, memorias, tesis y articulos de revistas nacionales
e internacionales publicadas en diversos servicios de informacion cientifica tales como ISI -
Web of Science, Science direct, Wiley, entre otras. Para ello se utilizaron palabras claves en
inglés y espafiol como sinergismos, interacciones NEP-HEP y control bioldgico, entre otras.

En cuanto a los pasos a seguir, en primer lugar, se realizd una revision bibliografica sobre
los principales grupos de agentes utilizados en el control biolégico de plagas (agroforestales
y ornamentales) de HEP (Orden: Hypocreales) y NEP (Familias: Steinernematidae y
Heterorhabditidae), enfocandose en aspectos generales como su biologia, ecologia,
clasificacion y procesos infectivos. Esto se realiz6 con la finalidad de entregar antecedentes
que ayuden a la organizacion de la informacion y la comprension de los objetivos de la
monografia por parte del lector. Ademas, lo anterior se acompario de figuras y esquemas para
reforzar conceptos y destacar aspectos relevantes.

Posteriormente, se presentd informacion sobre discusiones y resultados en torno a la tematica
de los efectos de la combinacion entre NEPs y HEPs sobre insectos plaga. Se describieron
los tipos de efectos y se elabor6 un cuadro resumen basado en una recopilacién de 32 estudios
de efectos entre HEP/NEP. Para cada estudio, se registro las especies de organismos
evaluadas, el/los tipos de efectos presentados, las condiciones experimentales y los tiempos
de aplicacion.

Finalmente, se presentaron las reflexiones finales con relacion a las aplicaciones duales de
HEP y NEP para el control de insectos plaga.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Hongos entomopatdgenos (HEP): Hypocreales
Biologia & Ecologia

Los hongos son organismos eucariontes, heterétrofos y como tales su nutricién se basa en la
absorcion de sustancias elaboradas por otros seres vivos. Los hongos pueden reproducirse
via sexual y/o asexual y en la literatura existen varios términos para describir estos tipos de
reproduccion como, anamorfo (asexual) o teleomorfo (sexual) (Vega et al., 2012).
Tipicamente, poseen cuerpos ramificados, compartimentados, de forma tubular,
denominados hifas, cuyas células estan envueltas en paredes de quitina y glucano. Un
conjunto de hifas se conoce como micelio y constituye la parte del crecimiento vegetativo
del hongo, aunque existen formas unicelulares de crecimiento como las exhibidas por las
levaduras (Vega et al., 2012; Chandler, 2017).

Hypocreales es un orden dentro de la clase Sordariomycetes (phylum Ascomycota,
subphylum Pezizomycotina) que comprende un diverso grupo de hongos que utilizan
recursos animales, vegetales y flngicos, pudiendo actuar como saprétrofos, enddfitos,
simbiontes como levaduras, patdgenos de nematodos y microinvertebrados, patégenos de
plantas, micoparasitos y entomopatdgenos (Chandler, 2017). Algunos géneros que destacan
dentro de este orden corresponden a Beauveria, Metarhizium, Lecanicillium, Nomuraea,
Aschersonia, Isaria y Hirsutella (Wang y Wang, 2017).

Varias especies de HEP dentro de los Hypocreales son habitantes ubicuos de los suelos,
encontrandose distribuidos en diversos ecosistemas naturales y agroecosistemas a nivel
mundial. Beauveria bassiana s.I y Metarhizium anisopliae s.I son ejemplos de lo anterior,
siendo colectados en una amplia gama de zonas geogréficas, climaticas y agroecoldgicas
distintas (Lacey et al., 2015), incluyendo el Artico y la Antartica (Mahaney et al., 2001;
Meyling et al., 2012). La distribucion natural depende de varios factores como la
disponibilidad y densidad de hospederos, el tipo de habitat, la presencia de fuentes
alternativas de nutricion y las condiciones ambientales (Chandler, 2017). Por otra parte, las
poblaciones de estos microorganismos se ven influenciadas por las practicas agricolas,
incluyendo el tipo de sistema de labranza (convencional vs de conservacién) y el uso de
plaguicidas (Mietkiewski et al., 1997; Hummel et al., 2002). Existe una marcada relacion
entre el tipo de habitat y la ocurrencia del modo reproductivo (sexual o asexual). Las especies
teleomorfas del orden Hypocreales son mayoritariamente encontradas en habitats libres de
interferencia humana, especialmente en areas tropicales y subtropicales del este y sudeste
asiatico (Sung et al., 2007), mientras que las formas anamorfas se encuentran particularmente
en regiones templadas (Chandler et al., 1997; Keller et al., 2003), pudiendo esta relacion
estar asociada a las formas de dispersion de las esporas. Los teleomorfos producen ascosporas
de descarga activa desde estromas, que pueden permanecer en los cadaveres de hospederos
por muchos meses y por ende son mas vulnerables a las perturbaciones del ambiente
(Boomsma et al., 2014). Por otra parte, los anamorfos producen grandes cantidades de



conidias desde los cadaveres de los insectos, que son dispersadas pasivamente por un tiempo
relativamente corto, usualmente unos pocos dias (Chandler, 2017).

Dependiendo del sustrato, las especies entomopatdgenas de Hypocreales pueden producir
diversos tipos de propagulos infectivos, los cuales difieren en sus propiedades adhesivas y
caracteristicas morfoldgicas (Holder y Keyhani, 2005). Estos pueden ser conidias aéreas,
conidias sumergidas, blastosporas y microesclerocios (Jackson et al., 2010). Por ejemplo, las
conidias aéreas son producidas en sustratos sélidos, liquidos o en el exterior de insectos, las
conidias sumergidas son producidas en sustratos liquidos bajo condiciones limitadas en
nutrientes y las blastosporas son producidas en el hemocele de insectos o en cultivos liquidos
alto en nutrientes (Holder y Keyhani, 2005; Jaronski y Mascarin, 2017). Adicionalmente,
algunas especies de HEP pueden producir microesclerocios, estructuras de sobrevivencia
formadas por agregados de hifas melanizadas, altamente tolerantes a la desecacién y que al
rehidratarse producen grandes cantidades de conidias (Jackson y Jaronski, 2009). Los
microesclerocios han sido producidos en sustratos liquidos bajo condiciones nutricionales
especificas (Jackson y Jaronski, 2009).

El rango de hospederos de los anamorfos varia de acuerdo al género o especie fungica en
particular. Géneros como Lecanicillium y Aschersonia son especialistas, mientras que
géneros como Metarhizium representan un continuo y contienen especies especialistas,
generalistas o de rangos intermedios (Chandler, 2017). La mayoria de los teleomorfos
funcionan como paréasitos obligados de artropodos y tienen preferencias por Grdenes,
familias, géneros o incluso especies particulares (Kepler et al., 2012). El rango de hospederos
usualmente se correlaciona con la virulencia. Especies con rangos estrechos de hospederos
son altamente virulentas y obligadas. En contraste, las especies de rangos amplios de
hospederos son a menudo considerados de baja virulencia y facultativos (Goettel, 1995), es
decir que pueden sobrevivir en base a fuentes de nutrientes no obtenidos del hospedero vivo,
sino como saproétrofos en su fase no entomopatdgenica (Vega et al., 2009).

Algunos HEP funcionan en méas de un modo econutricional, utilizando diferentes recursos
dependiendo de su disponibilidad (Ownley, 2010). Ultimamente, ha cobrado gran notoriedad
un subconjunto de HEP que cumplen importantes roles ecoldgicos actuando como simbiontes
endofitos de plantas, colonizadores de riz6sfera, antagonistas de enfermedades y promotores
del crecimiento de plantas (Barelli et al., 2015). Estos roles emergentes potencian el
desarrollo de estos hongos en la agricultura sustentable y ademas de su funcion tipica en la
proteccidn de plantas, proveen de multiples nuevas oportunidades de uso (Jaber y Ownley,
2018).

Proceso infectivo de Hypocreales y Barreras a la infeccion

Los mecanismos de infeccion de HEP tales como Metarhizium y Beauveria estan
ampliamente estudiados y comprendidos (Ortiz y Keyhani, 2013; Butt et al., 2016). Los HEP
y sus insectos hospederos han coevolucionado en una constante ‘“carrera armamentista”,
donde el hongo ha desarrollado mdltiples estrategias para evadir o superar las respuestas



defensivas del hospedero (Shuang y Wang, 2018) y los insectos han evolucionado en barreras
anatomicas, fisioldgicas y mecanismos de defensa inmunes que los protegen contra la
invasion de microorganismos. Los mecanismos inmunes innatos abarcan respuestas
humorales y celulares. Las primeras consisten en la sintesis de moléculas de defensa. Entre
ellas estan las especies reactivas del oxigeno y nitrogeno y los péptidos antimicrobianos (Jian
et al., 2010). Las segundas respuestas se basan en células de la hemolinfa de los insectos, los
hemocitos, los cuales capturan “intrusos” en nddulos o capsulas, o los engullen en un proceso
de fagocitosis (Lavine y Strand, 2002).

Probablemente, la forma mas efectiva que poseen los insectos de sortear el dramatico impacto
de los HEP es la evasion conductual, la cual depende del estado de desarrollo y de la especie
del hospedero en particular (Baverstock et al., 2010). Estos comportamientos incluyen el
acicalamiento (individual o social) o el consumo de compuestos con efectos antipatogénicos
(Ugelvig y Cremer, 2007; Tragust et al., 2013). También eventos, como una rapida ecdisis
pueden ser un factor determinante en las aplicaciones de HEP (Kim y Roberts, 2012), debido
al desprendimiento de las conidias junto con la cuticula mudada. Los insectos que recién han
mudado son particularmente vulnerables debido a que la nueva cuticula es blanda y no
completamente esclerotizada (Liu et al., 2014). La susceptibilidad a la infeccion puede
depender fuertemente de la etapa de desarrollo del insecto, siendo los estados pupales mas
resistentes que los adultos (Butt y Goettel, 2000).

La mayoria de los HEP infectan a sus hospederos mediante penetracion mecanica y accion
enzimatica esencialmente en cualquier sitio de la cuticula, aunque se han detectado sitios
preferenciales en algunos insectos (Ortiz y Keyhani, 2013). Lo anterior implica que son los
principales patdgenos de los insectos succionadores (como afidos 0 mosquitos) porque no
poseen requerimientos de ingestion a diferencia de bacterias o virus (Wang y Feng, 2014).

La cuticula es la primera y mas importante barrera a los HEP (Butt et al., 2016) y esta
conformada por la epicuticula y procuticula. La epicuticula es una capa delgada (1-5 um) y
externa, que esta conformada por una diversa gama de lipidos y otros compuestos (Nelson et
al., 1995). Por su parte, la procuticula se divide en las capas exo-, meso- y endo-cuticulares,
y esta constituida de quitina y proteinas esclerotizadas (Ortiz y Keyhani, 2013).

Dentro de la cuticula existen componentes bioquimicos tales como lipidos toxicos y fenoles,
inhibidores de enzimas, proteinas y otros componentes de defensa que los entomopatogenos
deben superar para una virulencia exitosa (Pedrini et al., 2013). Asimismo, los HEP deben
lidiar con barreras hidrofobicas, cargas electrostaticas, baja humedad relativa, bajos niveles
de nutrientes, flora endogena microbial, proteinas reticuladas que contribuyen a la rigidez de
la cuticula (St. Leger, 1991). Ademéas de los componentes anteriormente sefialados, los
patogenos deben superar otras barreras bioldgicas de la epicuticula tales como el grosor de
la cuticula, mineralizacion, esclerotizacién, melanizacion, inhibidores de proteasas y
péptidos antimicrobiales (Butt et al., 2016).
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Los pasos claves del ciclo de vida de un HEP se resumen ordenadamente en: adhesion de las
esporas (conidias o blastosporas), la germinacion, diferenciacion en estructuras de infeccién
(apresorios y épices de penetracion), la penetracion cuticular, colonizacion del hemocele,
emergencia del hospedero y finalmente la esporulacion (Butt et al., 2016) (Figura 1).

Apresorio Conidia

a

Blastosporas

Hifas de B. bassiana

/ con acrosporas

Figura 1. Modelo simplificado que ilustra las rutas de
infeccion del HEP Beauveria bassiana en el insecto
Galleria mellonella. Después de la unién del propagulo
fangico a la cuticula, forma un apresorio y crece a través
de la cuticula formando una hifa de penetracion. Durante
este paso, el hongo secreta enzimas que digieren los
tejidos del huésped (a). En la hemolinfa, B. bassiana crece
en forma de células individuales (b). El cuerpo del
hospedero muerto y melanizado esté cubierto de hifas de
hongo productoras de esporas (c) (adaptado de Wojda,
2017).

La patogénesis inicia con la adhesion e interaccion de esporas con la epicuticula del insecto,
las cuales germinan dadas ciertas condiciones ambientales. Esta etapa es critica en el proceso
de infeccion y se ve influenciada por factores tanto intrinsecos del hospedero como
ambientales (humedad relativa, radiacién solar, la temperatura, microbios antagonistas entre
otros) (Butt et al., 2016).

Las esporas (generalmente conidias) entran en contacto con el hospedero primariamente via
corrientes de aire, agua libre y crecimiento saprofito sobre sustrato habitado por insectos
(Boucias y Pendland, 1991). Secundariamente, se ha reportado el transporte de conidias por
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otros organismos, como insectos (Meyling et al., 2006), colémbolos (Dromph, 2003) y
lombrices de tierra (Shapiro-Ilan y Brown, 2013).

Las formas anamorfas requieren un nimero umbral de conidias, generalmente alto, para
causar la infeccion. Debido a que la mortalidad depende de la dosis, es vital que se adhieran
la mayor cantidad de conidias posibles (Butt y Goettel, 2000), ya que multiples sitios de
penetracion permiten una rapida colonizacion, una dominacion de los sistemas defensivos
del hospedero y la prevencion de infecciones por organismos oportunistas (Altre y
Vandenberg, 2001).

La adhesion de las conidias a la superficie del hospedero ocurre por medio de mucilagos y
proteinas adhesivas (Wang and St Leger, 2007). Esta etapa involucra dos eventos: la
adsorcion de la espora a la superficie del hospedero y la consolidacion de la unién (Ortiz y
Keyhani, 2013). Las conidias aéreas de la mayoria de los Hypocreales poseen en su superficie
una capa “rodlet” compuesta de proteinas denominadas hidrofobinas, las cuales facilitan la
adhesion pasiva a superficies hidrofobicas y en menor grado a hidrofilicas. Por el contrario,
las blastosporas, carecen de dichas proteinas, uniéndose débilmente a superficies
hidrofobicas, pero exhibiendo gran afinidad por sustratos hidrofilicos (Holder y Keyhani,
2005).

A continuacién de la adhesion ocurre la germinacion de la espora y la diferenciacion en
estructuras especializadas de infeccién, es decir apresorios y/o &pices de penetracion que
permiten la penetracion del integumento del hospedero (Ortiz y Keyhani, 2013). Algunas
especies de HEP no producen apresorios y pueden penetrar directamente. Tanto la
germinacion como la diferenciacién estan influenciados por factores quimicos, fisicos y
nutricionales (Vega et al., 2012). La germinacién ocurre en presencia de oxigeno y agua, y
se caracteriza por una rapida imbibicién por osmosis, seguido por la formacion de un tubo
germinativo (Chandler, 2017).

La mayoria de las especies de HEP producen apresorios, ya sea directamente desde conidias
o lateralmente desde hifas o al final de tubos germinativos (Butt et al., 2016). Cada apresorio
produce un estrecho apice de penetracién que ancla el hongo a la cuticula para contrarrestar
la presién hacia abajo generada por la hifa. Por el contrario, las blastosporas pueden producir
un apice de penetracion a partir de apresorios a lo largo de la longitud o la punta de la
blastospora (Schreiter et al., 1994).

De acuerdo a lo anteriormente sefialado, los HEP liberan una extensa mezcla de enzimas
degradativas y utilizan fuerza mecanica para penetrar el integumento del insecto. El hongo
acumula altas concentraciones de glicerol en el apice de penetracién (Vertyporokh et al.,
2019), aumentando la presion de turgencia y secreta enzimas, incluyendo lipasas, proteasas,
quitinasas, fosfolipasa C y catalasa para degradar la cuticula (Santi et al., 2010; Schrank y
Vainstein, 2010). Cuando la epicuticula se rompe, el progreso del apice de penetracion a
través de la cuticula puede ser via penetracion directa o extension lateral del crecimiento de
las hifas produciendo placas de penetracion (Hajek y St. Leger ,1994).
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Una vez alcanzado el hemocele, el hongo se propaga como cuerpos parecidos a levaduras,
denominados blastosporas, que le permiten una mejor asimilacion de nutrientes y evadir el
reconocimiento por parte del hospedero, en virtud de una mayor relacion superficie volumen
y una menor cantidad de epitopes de carbohidratos en su superficie, respectivamente
(Boomsma et al., 2014).

Cuando los nutrientes merman, el hongo induce crecimiento hifal y se produce la
esporulacién en el exterior del hospedero (Butt et al., 2016). La produccion de esporas y el
crecimiento externo dependen de condiciones ambientales de temperatura y humedad
favorables (Arthurs y Thomas, 2001). Bajo condiciones secas o frescas, los cadaveres
permanecen intactos como momias, emergiendo y esporulando una vez que se reanuden las
condiciones apropiadas para el crecimiento y conidiacion (Goettel y Inglis, 1997).

La muerte del hospedero ocurre entre los 3-20 dias desde la inoculacién (Chandler, 2017),
producto de una combinacion de obstruccion fisica de la circulacion de la hemolinfa, invasion
de d6rganos por el crecimiento del hongo, agotamiento de nutrientes y toxicosis (Goettel y
Inglis, 1997). En la mayoria de los casos, la muerte del hospedero se produce anterior a la
produccidn de esporas, pero no siempre ocurre asi (Hajek y St. Leger, 1994). Finalmente, las
esporas son liberadas y deben sobrevivir a hasta entrar en contacto con un nuevo hospedero.
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Nematodos entomopatogenos (NEP): Steinernematidae y Heterorhabditidae
Clasificacion & Ecologia

Dentro de este grupo, destacan los NEPs de las familias Steinernematidae y
Heterorhabditidae, los cuales han sido producidos comercialmente para controlar una
variedad de insectos plaga de cultivos, principalmente del suelo, pese a que también han sido
aplicados foliarmente y en habitats cripticos (Arthurs et al., 2004). A la fecha se han descrito
101 especies de la familia Steinernematidae, de las cuales 100 corresponden al género
Steinernema y una al género Neosteinernema. La familia Heterorhabditidae, es menos
numerosa y solo la constituye el género Heterorhabditis con 21 especies descritas a la fecha
(Shapiro et al., 2018; Bhat et al., 2020). No obstante, entre los NEPs, solo 8 especies del
género Steinernema y 5 Heterorhabditis sp. han alcanzado desarrollo comercial, aplicacion
y venta (Lacey et al., 2015).

Los NEPs son organismos comunes de los suelos, donde se distribuyen espacial y
temporalmente a menudo de forma irregular (Stuart et al., 2015). Han sido aislados en todos
los continentes con excepcion a la Antartica, y algunas especies parecen ser cosmopolitas
(e.g. Steinernema feltiae y Steinernema carpocapsae) (Hominick et al., 1996). Sin embargo,
existe considerable variabilidad en diversidad y distribucion entre habitat, temporada y
region geografica (Stuart et al., 2015). Adicionalmente, la disponibilidad de hospederos, la
textura y el contenido de humedad del suelo son importantes factores que afectan las
distribuciones locales (Griffin et al., 2005). Los NEPs son capaces de desplazarse
activamente en el suelo hasta 90 cm vertical y horizontalmente dentro de 30 dias (Kaya,
1990). Por otra parte, pueden dispersarse de forma pasiva a través del agua, viento, actividad
humana, hospederos infectados y también mediante foresis, lo que puede explicar su
distribucion global (Hazir et al, 2003).

El rango de hospedero permanece aun desconocido para muchas especies de NEPs (Shapiro-
llan et al., 2018), no obstante son capaces de infectar una gran variedad de érdenes de
insectos e incluso otros artropodos (&caros e isopodos) (Helmberger et al, 2017),
especialmente en laboratorio, donde las condiciones ambientales son dptimas, el contacto
con el hospedero es seguro, y las barreras ecoldgicas y de comportamiento son inexistentes
(Hazir et al., 2003). Sin embargo, en campo, el rango de hospedero es mas limitado, debido
a la ecologia del neméatodo y de sus potenciales hospederos (Koppenhofer et al., 2020).
Existen también especies de rangos estrechos de hospederos como Steinernema scarabaei,
especifico de Scarabaeidae o Steinernema scapterisci, especifico de Orthoptera (Shapiro-Ilan
etal., 2018).

Un importante factor que afecta el rango de hospederos es el comportamiento de forrajeo de
los NEPs que se divide en 2 categorias extremas, pero con la mayoria de las especies situada
en algun lugar a lo largo de este espectro, considerandose de comportamientos intermedios
(e.g. Steinernema riobrave y S. feltiae) (Hazir et al., 2003). La primera categoria corresponde
a los nematodos emboscadores o “ambushers” (e.g. S. carpocapsae y S. scapterisci) que se
caracterizan por una baja movilidad en su entorno y tendencia a permanecer cerca de la
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superficie del suelo, infectando principalmente hospederos mdéviles que cruzan su area de
ataque. La segunda categoria, se denominan los navegantes o “cruisers” (e.g. Steinernema
glaseri y Heterorhabditis bacteriophora), los cuales poseen alta movilidad y se distribuyen
a mayores profundidades en el suelo, siendo mas efectivos que los emboscadores en
encontrar hospederos sedentarios y aquellos que habitan capas inferiores del suelo
(Koppenhofer et al., 2020).

Proceso infectivo de Steinernematidae y Heterorhabditidae

El ciclo de vida de un NEP consta del estado huevo, 4 estados juveniles y el adulto. El tercer
estado juvenil (J3), conocido como juvenil infectivo (JI) o dauer, es el Unico estado de vida
libre capaz de infectar a su hospedero en el suelo. Utilizan diversas sefiales quimicas y fisicas
del ambiente e insectos para localizar y reconocer potenciales hospederos, siendo capaces de
responder a exudados de raices de plantas, COz, vibraciones generadas por el movimiento o
la alimentacion de insectos entre otros, modificando sus comportamientos de forrajeo
(Shapiro-Ilan et al., 2018).

El JI entra a través de aberturas naturales (espiraculos, ano, cavidad bucal) o areas delgadas
de la cuticula (e.g. membranas intersegmentales) para reanudar su fase entomopatdgenica
(Koppenhofer et al., 2020). En el hemocele de su hospedero, liberan bacterias por
regurgitacion o defecacion que almacenan en vesiculas especializadas en la parte anterior del
intestino (Steinernema spp.) o en la valvula pre-intestinal (Heterorhabditis spp.)
(Koppenhofer et al., 2020). Cada especie de los géneros Steinernema y Heterorhabdtis, se
asocia con una especie bacteriana especifica del género Xenorhabdus o Photorhabdus
(ambas Morganellaceae), respectivamente, sin embargo, una especie de bacteria puede estar
asociada con multiples especies de nematodos (Adeolu et al., 2016; Shapiro-llan et al., 2018).

Las bacterias proliferan rapidamente y cooperan con el neméatodo para matar al hospedero,
usualmente en menos de 48 horas (Kaya y Gaugler, 1993). El nematodo se alimenta de los
tejidos degradados de su hospedero y de las células bacterianas por 1-3 generaciones, hasta
que los recursos se agoten para luego emerger del cadaver en el suelo como JI e infectar
nuevos hospederos (Hazir et al., 2003) (Figura 2).
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Figura 2. El ciclo infectivo de los NEPs (DiIIman etal., 2012).

La mayoria de las especies de Steinernematidae se reproducen en forma anfimictica (machos
y hembras intervienen), a diferencia de las especies de Heterorhabditidae que son
hermafroditas en la primera generacion y posteriormente producen individuos macho,
hembray hermafrodita (Hazir et al., 2003). La ovoposicion ocurre en el medio del hospedero,
pero en algunos casos se produce el fendmeno de endotoquia matricida, el cual consiste en
la eclosion de los huevos al interior del progenitor, seguido por el consumo de los tejidos
parentales por los juveniles en desarrollo (Griffin, 2012).

Factores que afectan la eficacia

La sobrevivenciay, por ende, el éxito de los programas de control biolégico en base a NEPs,
estan influenciados por factores intrinsecos (genética, caracteristicas fisiologicas y de
comportamiento) y extrinsecos (bidticos y abidticos) (Curran, 1993) que varian de acuerdo a
la especie y cepa especifica. Dentro de los factores abioticos, es posible sefalar la
temperatura, radiacién UV y los pardmetros del suelo (textura, pH, humedad, entre otros).
Tipicamente los rangos Optimos de temperatura fluctdan entre 5 y 35°C, sin embargo,
normalmente el suelo ejerce un efecto amortiguador que evita las temperaturas extremas
(Kung et al., 1991). El contenido de humedad del suelo es otro factor preponderante, ya que
los NEPs son altamente sensibles a la desecacion y requieren de una pelicula de agua para
dispersarse a través del suelo (Kung et al., 1991). Las texturas pesadas son menos
conducentes para la infeccion, debido a que el menor tamarfio de poros conlleva bajos niveles
de oxigeno y restricciones al movimiento de los nematodos (Shapiro et al., 2000;
Koppenhofer y Fuzy, 2006). El pH afecta el funcionamiento de los NEPs (<4 y >8) (Kung et
al., 1990), pero generalmente en niveles fuera de lo que se encontraria en un suelo agricola
comun. Ademas, al ser aplicados al follaje, la radiacion UV afecta negativamente a los NEPs,
pudiendo matarlos dentro de unos pocos minutos (Gaugler et al., 1992). Con respecto a los
factores bioticos, cabe destacar los efectos directos e indirectos de los antagonistas. En este
sentido, los NEPs interactian con otros organismos del suelo, algunos de los cuales pueden



16

depredarlos, tales como hongos nematdfagos, colémbolos, &caros, tardigrados y nematodos
depredadores o ademéas competir con ellos por recursos (Shapiro-llan et al., 2018). La
eleccion de la tasa de aplicacion de NEPs es otro factor critico, requiriendo un minimo de 25
JIs por cm? para compensar las pérdidas de longevidad (Koppenhofer et al., 2020).
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RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién, se describen los efectos que se producen entre HEPs y NEPs, los factores
que influyen en el tipo de interaccion y los métodos estadisticos cominmente utilizados para
evaluarlas. Ademas, se incluye un cuadro resumen en base a distintos trabajos publicados a
la fecha, el cual aportara en el conocimiento de las relaciones entre ambos organismos.

Efectos de la aplicacion combinada de HEP y NEP sobre insectos plaga

Los organismos pueden interactuar de multiples maneras, directa o indirectamente y a través
de distintos mecanismos. Estas interacciones producen combinaciones de efectos positivos,
negativos o neutrales sobre ellos mismos.

Por otra parte, hongos y nematodos pueden interactuar produciendo enfermedad y muerte en
insectos. La combinacion de dos agentes de biocontrol puede resultar en efectos antagonicos,
sinérgicos o aditivos en la mortalidad y velocidad de muerte de una plaga en particular
(Koppenhofer y Grewal, 2005).

La combinacion de ambos agentes permite alcanzar un mayor control de una plaga cuando
ambos interacttan de forma aditiva o preferentemente sinérgica sobre la mortalidad de la
plaga (Koppenhofer y Grewal, 2005). Junto con lo anterior, la utilizacién de agentes de
control bioldgico posee la ventaja de que elimina el uso de los cuestionados insecticidas
sintéticos de amplio espectro y también podria aumentar el periodo de control debido a sus
habilidades de reproduccidn bajo condiciones de campo.

Efectos sinérgicos

Las interacciones sinérgicas ocurren cuando la combinacidon de los agentes produce un efecto
mayor que la suma de sus efectos separados. El sinergismo provee la oportunidad de
incrementar la eficacia general de la estrategia de control, y al mismo tiempo, reduce los
costos asociados al permitir menores dosis de aplicacion (Ansari et al., 2008).

Existen varios ejemplos de interacciones sinérgicas, particularmente en condiciones de
laboratorio (Ansari et al., 2004; Anbesse et al., 2008; Correa et al., 2016; Wakil et al., 2017;
Dlamini et al., 2020). Por ejemplo, en experimentos de Wakil et al. (2017) contra larvas de
segundo estadio de Rhynchophorus ferrugineus O. (Coleoptera: Curculionidae), obtuvieron
en la tercera semana después de la aplicacion del HEP mortalidades promedio iguales a
20,4%, 17,34% y 29,59% para los HEP B. bassiana, M. anisopliae y el NEP H.
bacteriophora, respectivamente. En cambio, las aplicaciones combinadas y secuenciales
(intervalos de aplicacion de 1 y 2 semanas) produjeron efectos sinérgicos con mortalidades
entre 64,94% y 88,65% (tercera semana).

En campo, una combinacion de una formulacién comercial del NEP H. bacteriophora
(Nema-green®) y del HEP M. anisopliae produjo efectos sinérgicos sobre la mortalidad de
larvas de Hoplia philanthus F. (Coleoptera: Scarabaeidae) cuando eran aplicados
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subsuperficial y secuencialmente (NEP aplicado 3 semanas después de HEP) (Ansari et al.,
2006). En el primer ensayo, después de 7 semanas de la aplicacion del HEP, el tratamiento
HEP+NEP produjo cerca de un 90% de mortalidad y los individuales cerca de un 35% y 40%
de mortalidad para NEP y HEP, respectivamente. La combinacion de ambos agentes produjo
mortalidades estadisticamente iguales a un tratamiento subsuperficial de clorpirifos (Ansari
et al., 2006).

Otra ventaja del uso combinado de agentes, es que se produzca un efecto de aceleracion en
el tiempo de mortalidad (Barbercheck y Kaya, 1990; Molina et al., 2007; Bacca y Lagos,
2014). En experimentos de laboratorio de Molina et al. (2007) el NEP H. bacteriophora y
aislados de mediana o alta virulencia del HEP M. anisopliae eran inoculados separados o
juntos (secuencial o simultdneamente). La aplicacion del NEP por si solo provoc6 100% de
mortalidad a los 5 dias. El aislado de HEP de alta virulencia causé 100% de mortalidad dentro
de 7 dias, comparado con el aislado de mediana virulencia que solo ocasion6 60% de
mortalidad en un periodo de 9 dias. La aplicacion simultanea del NEP y el aislado de alta
virulencia de HEP provocé 100% de mortalidad a los 6 dias. En cambio, cuando el NEP era
aplicado simultdneamente con el aislado de mediana virulencia, se observo el tiempo de
mortalidad mas corto (4 dias) entre todos los tratamientos.

Mecanismos claves de los efectos sinérgicos

Los mecanismos de las interacciones sinérgicas son poco comprendidos (Ansari et al., 2008).
Se piensa que la aplicacién inicial de un agente actGa como un estresor que altera el
comportamiento (e.g., alimentacion o movimiento) del insecto, debilitindolo y por ende
haciéndolo més susceptible a la penetracién y colonizacion posterior por el otro agente
(Ansari et al., 2008). Ademas, es posible que insectos estresados emitan mayor cantidad de
COo, lo que permite que organismos tales como nemétodos puedan localizarlos con mayor
facilidad, aumentando la eficacia del control (Ansari et al., 2008). Asimismo, las aplicaciones
combinadas pueden hacer al hospedero mas susceptible mediante la supresion del sistema
inmune, la prolongacion de los estados de desarrollo o por la accion de ambos tratamientos
en diferentes componentes de la poblacion plaga (Park y Kim, 2011; Wakil et al., 2017,
Lacey et al., 2015; Mc Namara et al., 2017).

La posible habilidad de transporte de esporas del HEP por el NEP (o foresis) es otro potencial
mecanismo de aumentar la eficacia de control de insectos plaga (Wu, 2013; Simi et al., 2018;
Moreira et al., 2020; Nermut’ et al., 2020). Por ejemplo, Wu (2013), determind que las
conidias de M. anisopliae son capaces de germinar formando hifas que se adhieren a la
cuticula externa de los Jls, sin causarles dafio aparente pero que luego se desprenden junto
con la cuticula al momento de la muda.

De acuerdo con los resultados de diversos estudios, son numerosos los factores que afectan
la eficacia de diseminacion de HEPs por NEPs, tales como el suelo (textura y profundidad),
la arena experimental, tipo de esporas fungicas y las especies de NEPs y HEPs evaluadas
(Wu, 2013; Simi et al., 2018; Nermut et al., 2020).
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En experimentos de Nermut’ et al. (2020), el NEP H. bacteriophora fue més efectivo que el
NEP S. feltiae en propagar el HEP Isaria fumosorosea, lo cual puede ser explicado, segln
los autores, por la presencia y persistencia de la cuticula de segundo estado y/o por los
diferentes mecanismos de forrajeo de los neméatodos. Ademaés, las blastosporas fueron
diseminadas més efectivamente que las conidias, debido probablemente a diferencias en sus
propiedades de adherencia. Finalmente, utilizando tres distintos tipos de arenas
experimentales y sustrato de arena como barrera al movimiento, observaron una influencia
negativa sobre la diseminacion del hongo dada por la heterogeneidad de la arena
experimental, lo cual podria deberse a la remocion de las esporas de la cuticula del nematodo
por el rozamiento con las particulas de arena (Nermut’ et al., 2020).

También, las distribuciones de los agentes podrian verse afectadas por los factores de textura
y profundidad del suelo. Wu (2013) observo presencia de menor cantidad de conidias a
mayores profundidades de suelo y éstas se distribuyeron mas uniformemente en suelos
arenosos que franco-arenosos debido a las diferencias en el tamafio de poros. El autor también
observo que estos factores afectan la movilidad de los neméatodos, puesto que mas Jls fueron
recuperados a una profundidad menor a 5 cm en suelos franco-arenosos que a 10 cm en suelos
arenosos.

Otros trabajos evaluaron la capacidad de los NEPs de asistir en el movimiento vertical de
HEPs en diferentes profundidades de suelo (Wu, 2013; Simi et al., 2018). Por ejemplo, el
NEP Steinernema brazilense fue capaz de transportar conidias del HEP B. bassiana hasta 7-
10 cm de profundidad, sin embargo, cuando se utiliz6 el HEP M. anisopliae en lugar del HEP
B. bassiana, las esporas solo alcanzaron los 0-4 cm de profundidad, lo cual puede ser
explicado por los diferentes tamafios de esporas (B. bassiana poseen menor tamafio que M.
anisopliae) (Simi et al., 2018).

Efectos aditivos

Los efectos son aditivos cuando los agentes actian independiente unos de otros, es decir
cuando no ocurre interaccion (Koppenhofer y Grewal, 2005). Esto se traduce en que el efecto
combinado (% mortalidad) es igual a la suma de los efectos individuales. La mayoria de las
interacciones entre HEP y NEP producen efectos aditivos sobre la mortalidad de insectos
(Koppenhofer y Grewal, 2005). Sin embargo, los efectos aditivos no supondrian una
reduccion en las dosis de aplicacion y por ende en los costos, por lo cual no serian de
beneficio para los agricultores (Hennessy, 2012).

Efectos aditivos han sido reproducidos en campo sobre la mortalidad de Conotrachelus
humeropictus F. (Coleoptera: Dryophthoridae) al combinar el HEP B. bassiana y el NEP S.
brazilense (Simi et al., 2018). Todos los tratamientos en base a distintas dosis del NEP (1, 3,
9y 27 JIs/cm?) y una dosis de HEP (10 kg/ha) produjeron efectos aditivos, pero en la mayoria
de los casos no se observaron diferencias significativas comparado con el HEP y NEP por si
solos. Los niveles de control de las aplicaciones individuales de NEP en su dosis mas alta y
HEP fueron respectivamente 60% y 15,6% de mortalidad, mientras que la aplicacion
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combinada no supero el 65,6% de mortalidad (Simi et al., 2018).

En otro estudio, los HEPs Isaria javanica y Metarhizium brunneum fueron examinados en
un bioensayo de laboratorio que incluyo los NEPs S. carpocapsae y S. riobrave y pupas de
Rhagoletis pomonella W. (Diptera: Tephritidae) (Usman et al., 2020). Se detecto efectos
aditivos para todas las combinaciones HEP-NEP, sin embargo, la aplicacion combinada de
S. riobrave y I. javanica provoco la menor emergencia de adultos de R. pomonella (3%) a la
cuarta semana y correspondio al Unico tratamiento que fue significativamente diferente a las
aplicaciones individuales de sus agentes respectivos (Usman et al., 2020). Los autores
concluyeron que las aplicaciones combinadas de NEP y HEP tienen el potencial de suprimir
poblaciones de R. pomonella, pero debido a que los efectos son aditivos (en vez de sinérgicos)
es posible gue aplicaciones a mayores dosis del NEP por si solo sean igualmente de efectivas
en reducir la emergencia. Por lo tanto, la relacion costo-beneficio y la demanda del mercado
seran factores decisivos al momento de elegir el tipo de enfoque a usar (Usman et al., 2020).

Mecanismos claves de los efectos aditivos

Al igual que los efectos sinérgicos los mecanismos que generan los efectos aditivos son poco
comprendidos (Ansari et al., 2008). Sin embargo, aspectos relacionados a sus biologias
podrian minimizar interacciones en la naturaleza. Existe evidencia que NEPs tienden a
preferir hospederos sanos a aquellos infectados con HEPs (Barbercheck y Kaya, 1991b;
Bacca y Lagos, 2014). No obstante, también se ha observado que ambos organismos pueden
existir en el mismo hospedero (Tarasco et al., 2011; Hussein et al., 2016). Ademas, HEPs y
NEPs podrian poseer distintas condiciones ambientales 6ptimas de crecimiento y desarrollo
ocupando distintos nichos ecolégicos. Por ende, factores como la temperatura, textura del
suelo y potencial hidrico podrian afectar la competencia entre ambos organismos y ser
mecanismos que evitan la colonizacion de un mismo hospedero (Barbercheck y Kaya, 1990;
Barbercheck y Kaya, 1991a; Wu et al., 2014).

Efectos antagdnicos

El antagonismo se produce cuando la suma de los efectos (% mortalidad) que ejercen los
agentes de manera combinada es menor a la suma de sus efectos individuales (Koppenhofer
y Grewal, 2005). Diferentes trabajos evidencian relaciones antagénicas entre HEPs y NEPs
(Barbercheck y Kaya, 1990; Shapiro et al., 2004; Ansari et al., 2005; Tarasco et al., 2011;
Correa et al., 2016).

Por ejemplo, una aplicacion de dos aislados del NEP H. bacteriophora y un aislado de HEP
de Beauveria pseudobassiana y Metarhizium pingshaense fueron evaluadas en todas las
posibles combinaciones de parejas y ordenes de inoculacion (73 h de separacion entre cada
agente) contra Phyllophaga polyphylla B. (Coleoptera: Scarabaeidae), una importante plaga
de cultivos en México (Martinez et al., 2015). De acuerdo con reportes previos, P. polyphylla
es una plaga altamente resistente a las infecciones por NEPs y HEPs cuando son aplicados
por separado. En el primer experimento, se detectaron interacciones antagénicas entre NEPs
y HEPs, no obstante, la mortalidad de la aplicacion combinada fue superior (13%) a las
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mortalidades de los agentes por separado (8%) (Martinez et al., 2015). En un segundo
experimento, se evaluo diferentes drdenes de inoculacion, pero se incluyd una separacion de
2 semanas entre la inoculacion de cada agente para determinar si un intervalo de aplicacion
mas largo podria resultar en una mayor mortalidad. Sin embargo, los efectos fueron
antagonicos en todas las combinaciones, excepto cuando B. pseudobassiana era inoculado
primero, seguido por el aislado HbB de NEP (Martinez et al., 2015).

Un aspecto negativo mencionado frecuentemente en la literatura se refiere a que la
combinacion de HEPs y NEPs, puede afectar adversamente la produccion de juveniles
infectivos (JIs) y la esporulacion del hongo (Barbercheck y Kaya, 1990; Bacca y Lagos,
2014; Ansari et al., 2004; Ansari et al., 2005; Molina et al., 2007; Ansari et al., 2008; Tarasco
et al., 2011; Hussein et al., 2016; Wu et al., 2014). Los resultados de Bacca y lagos (2014)
sefialan que una vez establecido el NEP Steinernema sp., éste no es tan susceptible de ser
afectado con posteriores aplicaciones del HEP B. bassiana, sin embargo, cuando el Gltimo
esta establecido con anterioridad no es posible o es muy dificil la penetracion y reproduccion
del NEP dentro del mismo hospedero. Por el contrario, Shaurub et al. (2016) indican que
para alcanzar los maximos rendimientos de JIs es mejor exponer larvas de Spodoptera
littoralis (Lepidoptera: Noctuidae) a B. bassiana primero y después aplicar los nemétodos S.
riobrave o H. bacteriophora. Los resultados de Molina et al. (2007), concuerdan con Bacca
y Lagos (2014), ya que las producciones de JIs mas altas se alcanzaron cuando el nematodo
H. bacteriophora era inoculado individualmente o 48 h antes de un hongo de mediana
virulencia. En cambio, cuando dicho hongo se aplicaba simultaneamente o 48 antes al
nematodo se reducia significativamente la produccién de Jls. Similarmente, Ansari et al.
(2008) observaron que la infeccion por M. anisopliae influencid la produccién de nematodos
después de 2 semanas de incubacién, pero la produccién no fue afectada cuando los NEP se
aplicaron junto con, o una semana después del hongo, lo que sugiere que durante etapas
finales de la infeccion fangica, el ambiente interno del hospedero no es favorable para el
desarrollo de NEPs. Otros trabajos como Ansari et al. (2004), vieron inhibida la produccion
de Heterorhabditis megidis por larva solo cuando se utilizaron altas concentraciones de M.
anisopliae simultaneamente (1 x 108 conidias/g de suelo) en laboratorio. Mientras que al
utilizar la menor concentracion de HEP en la aplicacion dual (1 x 10° conidias/g de suelo),
se alcanzaron las mayores producciones de nematodos por larva, siendo estadisticamente
igual al tratamiento de H. megidis por si solo. No obstante, la reproduccion de los nematodos
puede verse inhibida, la combinacién de los agentes todavia puede inducir efectos sinérgicos
sobre la mortalidad de plagas (Shaurub et al., 2016).

Mecanismos claves de los efectos antagdnicos

Los modos de accion de las interacciones antagonicas entre microorganismos estan basados
en el parasitismo, la competencia directa y la antibiosis (Singh y Faull, 1988). Sin embargo,
solo se ha reportado estos dos Gltimos mecanismos para HEPs y NEPs.

En sus estudios, Shapiro et al. (2004) sugieren que el antagonismo puede ocurrir como
resultado de interacciones antes o durante la infeccion, o a toxinas producidas por los
entomopatogenos después de iniciada la infeccion. Tanto HEPs como NEPs y sus bacterias
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asociadas producen varios tipos de metabolitos secundarios y enzimas (Li et al., 1997; Gulcu
etal., 2012; Zhang et al., 2020a), algunas de las cuales podrian inhibir el desarrollo de otros
organismos.

De acuerdo con Barbercheck y Kaya (1990), en individuos de Galleria mellonella L.
(Lepidoptera: Pyralidae) infectados por el hongo B. bassiana y los nematodos S. feltiae o H.
heliothidis, usualmente solo uno de los organismos es capaz de desarrollarse y reproducirse.
Los neméatodos o sus bacterias inhibieron el crecimiento de B. bassiana cuando eran
aplicados dentro de 24 horas después de la aplicacion del hongo, y el hongo reprimio el
desarrollo de los nematodos cuando fue aplicado més de 48 horas antes (Barbercheck y Kaya,
1990). Adicionalmente, las bacterias simbiontes X. nematophilus y P. luminescens asociadas
a NEPs inhibieron el crecimiento de las blastosporas de B. bassiana in vitro. No obstante,
extractos de medios de crecimiento liquidos del cultivo de blastosporas de B. bassiana no
lograron reprimir el crecimiento in vitro de Xenorhabdus y Photorhabdus (Barbercheck y
Kaya, 1990).

En experimentos realizados por Ansari et al. (2005) los efectos mutuos entre las bacterias P.
luminescens y X. poinarii, y HEPs fueron investigados in vitro. Sus resultados demostraron
que solo P. luminescens inhibe el crecimiento y la produccion de conidias de M. anisopliae,
B. bassiana, Beauveria brongniartii y Paecilomyces fumosoroseus. Al mismo tiempo, los
HEPs inhibieron el crecimiento de las bacterias, aunque solo a altas concentraciones (1000
ug/ml). Finalmente, el efecto del extracto crudo de M. anisopliae fue evaluado sobre la
dispersion de Jis de S. glaseri y H. megidis pero no se observaron efectos sobre la movilidad
de los nematodos.

En estudios de Correa et al. (2016), al combinar los HEPs B. bassiana Bb9205 o M.
anisopliae Ma9236 con la bacteria simbionte P. luminescens, encontraron inhibicion del
crecimiento radial de los HEPs por metabolitos secundarios de la bacteria. No obstante, a
diferencia de Ansari et al. (2005), P. luminescens no fue inhibida por los extractos de los
hongos en ninguno de los tratamientos (10, 100, 1000 ug extracto crudo).

Tarasco et al. (2011), evaluaron la accion combinada del NEP S. ichnusae y del HEP B.
bassiana en G. mellonella bajo distintas concentraciones e intervalos de aplicacion.
Posteriormente, investigaron los efectos mutuos entre la bacteria simbidtica del NEP X.
bovienii y B. bassiana. Sus resultados indican que existe un claro antagonismo entre el NEP
y HEP provocado por competencia de espacio y recursos alimenticios en la hemolinfa del
insecto. En concordancia con resultados de Ansari et al., (2005), observaron inhibicién del
crecimiento del HEP por el simbionte X. bovienii en forma proporcional a la dosis utilizada
de bacteria. De la misma forma, el crecimiento de X. bovienii se vio inhibido por compuestos
con efectos antibacteriales producidos por B. bassiana. Sin embargo, el tiempo es un factor
clave, ya que el efecto inhibitorio depende de alcanzar una concentracién de compuestos
antibidticos suficiente en la hemolinfa como para afectar el crecimiento bacteriano.

Por dltimo, estudios demuestran que algunos compuestos organicos volatiles (COVs)
producidos por el HEP Metarhizium brunneum pueden afectar la sobrevivencia y
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comportamiento de los NEPs H. bacteriophora, S. carpocapsae y S. feltiae, siendo la
mortalidad dosis dependiente. Al mismo tiempo, estos COVs pueden reducir la infectividad
de los NEPs al reducir su nimero de generaciones dentro del hospedero, pero son incapaces
de afectar el crecimiento de la bacteria simbionte, Photorhabdus kayaii (Hummadi et al.,
2021).

Factores y procedimientos estadisticos utilizados en la evaluacion de las interacciones
entre HEP y NEP

Las interacciones pueden variar dependiendo de las especies y al mismo tiempo verse
afectadas en su magnitud y tipo por factores ambientales (Ragozzino y D’Errico, 2011). Por
otra parte, existen métodos para el célculo expresado en valores numéricos de la toxicidad
conjunta de varias mezclas de insecticidas u organismos de control biolégico que son
utilizadas para diferenciar entre el antagonismo, sinergismo y efectos independientes.

Factores

La interaccion entre HEP y NEP depende de las especies o cepas de organismos
controladores (Molina et al., 2007; Ruiz et al., 2020), la especie de hospedero (Wangui,
2019) y los parametros de aplicacion, especificamente la dosis de aplicacion (Shapiro et al.,
2004; Ansari et al., 2004; Ansari et al., 2008), intervalo de aplicacion entre ambos agentes
(Ansari et al., 2004; Abdolmaleki et al., 2017) y la temperatura (Barbercheck y Kaya, 1990).
Ademas, el tipo de efecto sobre la mortalidad depende del tiempo de evaluacién de los efectos
(Ansari et al., 2006; Anbesse et al., 2008).

En algunas instancias los resultados de la combinacion HEP/NEP fueron complejos y
dificiles de interpretar debido a la variabilidad en resultados. Hennessy (2012) evalué los
efectos de la combinacion entre distintos HEPs y NEPs sobre la mortalidad de Hylobius
abietis L. (Coleoptera: Curculionidae) y Otiorhynchus sulcatus F. (Coleoptera:
Curculionidae) en condiciones de laboratorio y campo. En su estudio de las interacciones
contra H. abietis, los resultados no eran consistentes cuando los experimentos fueron
repetidos bajo las mismas condiciones. Ademas, no logré reproducir los resultados de
investigaciones previas realizadas en contextos similares. Estas discrepancias enfatizan que
las interacciones dependen fuertemente de los aspectos mencionados antes, especialmente
del tiempo de aplicacion, y la edad larval (Hennessy, 2012). El autor sugiere que la
inconsistencia observada puede ser atribuida a numerosos factores como los diferentes sitios
de colecta de los insectos, la edad de los insectos, la manipulacion y el almacenaje de los
insectos, factores asociados a la calidad de los NEP y HEP, entre otros. También es posible
que inconsistencias en los resultados se deba a la sensibilidad de los organismos a la
temperatura (Ansari et al., 2010; Wu, 2013).

Agentes de control bioldgico

Los resultados de estudios realizados por Molina et al. (2007), determinaron que la eleccion
del aislado fungico es importante al momento de obtener efectos aditivos en aplicaciones
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duales de HEP y NEP. Asimismo, en experimentos de Ruiz et al. (2020), cuando M.
anisopliae y S. glaseri eran inoculados en combinacion, las interacciones eran aditivas,
mientras que en la aplicacion combinada de M. anisopliae y S. carpocapsae, la interaccion
fue antagonica y la mortalidad disminuyo.

Hospedero

La especie de hospedero puede incidir sobre el tipo de efecto sobre la mortalidad plagas. En
estudios de interacciones entre M. anisopliae y NEPs sobre larvas de hospederos, G.
mellonella era dos veces mas susceptible a NEP y HEP que Tenebrio molitor L. (Coleoptera:
Tenebrionidae). Mientras tanto, Tipula paludosa L. (Diptera: Tipulidae) requirié la mayor
concentracion de patégeno para que ocurriera la mortalidad (Wangui, 2019). La mayor
mortalidad de larvas de G. mellonella puede relacionarse a su suave cuticula, mayor area de
superficie y espiraculos desprotegidos. Por otro lado, larvas de T. molitor y T. paludosa
poseen cuticulas mas resistentes y dificiles de penetrar por los nematodos (Wangui, 2019).

Dosis de aplicacion

El resultado de la interaccion entre S. carpocapsae y B. bassiana o M. anisopliae dependié
de las dosis de aplicacién. Cuando B. bassiana y S. carpocapsae eran aplicados a razon de
0,5x (4 x 10* conidias viables/cm? y 20 Jis/cm?) la interaccion era antagdnica pero cuando
eran aplicados al doble de dicha dosis los efectos eran aditivos. Por el contrario, cuando M.
anisopliae y S. carpocapsae fueron aplicados a 0,5x los efectos eran aditivos, pero cuando
los organismos eran aplicados al doble los efectos eran antagonicos (Shapiro et al., 2004).

Tiempo de evaluacion

En ensayos en campo entre M. anisopliae y H. bacteriophora contra H. philanthus se observé
sinergismo cuando el tiempo de evaluacion del efecto era 7 semanas después de la aplicacién
del hongo, sin embargo, el efecto era aditivo cuando se realizé una segunda observacion un
afio después de iniciado los ensayos (Ansari et al., 2006). La razén pudo haber sido que
después de un afio, los tratamientos individuales ya habrian causado una mortalidad alta
debido a la produccién de progenie del HEP y NEP, lo que no permitié que el sinergismo se
expresara (Ansari et al., 2006).

Intervalo de aplicacion

Varios estudios evaltan aplicaciones simultaneas o secuenciales a diferentes intervalos de
tiempo entre ambos tipos de biocontroladores, siendo el HEP aplicado generalmente primero
que el NEP (Ansari et al., 2004; Ansari et al., 2008; Anbesse et al., 2008; Abdolmaleki et
al., 2017; Correa et al., 2016; Hussein et al., 2016; Ibrahim et al., 2019; Shaurub et al., 2016;
Wakil et al., 2017; Wu et al., 2014).

Se puede observar una consistencia entre el tipo de interaccion y el intervalo de tiempo de
aplicacion entre ambos agentes. Generalmente, cuando ambos agentes son aplicados
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simultaneamente o a menores intervalos de tiempo, los efectos aditivos o antagonicos son
predominantes, mientras que los sinergismos aumentan con un periodo de aplicacién entre
agentes mas prolongado (Ansari et al., 2004; Anbesse et al., 2008; Abdolmaleki et al., 2017;
Correaetal., 2016; Ibrahim et al., 2019; Wakil et al., 2017). Por ejemplo, Wakil et al. (2017),
observaron interacciones aditivas al aplicar simultdneamente B. bassiana o M. anisopliae y
H. bacteriophora, mientras tanto, registraron interacciones sinergicas cuando los nematodos
se aplicaron 1 6 2 semanas después de la aplicacion de esporas fangicas. En cambio, Ansari
et al. (2004) y Anbesse et al. (2008) determinaron que para obtener efectos sinérgicos mas
fuertes, las larvas debian ser expuestas al hongo por al menos 3 6 4 semanas antes de la
introduccion de los nematodos. Por otro lado, es posible obtener sinergismos en aplicaciones
simultaneas (Ansari et al., 2008; Shaurub et al., 2016; Wakil et al., 2017) o a intervalos cortos
(Abdolmaleki et al., 2017; Reda et al., 2018). Shaurub et al. (2016) evaluaron la infeccion
dual entre S. riobrave o H. bacteriophora y B. bassiana en aplicaciones simultaneas o
secuenciales, obteniendo como resultado interacciones sinérgicas en todas las parejas de
entomopatogenos independiente del momento de aplicacion. Por su parte, Abdolmaleki et al.
(2017) obtuvieron interacciones antagonicas cuando los NEPs eran aplicados
simultaneamente con B. bassiana, sin embargo, las aplicaciones de NEPs 24 h después de
los tratamientos con el hongo produjo efectos aditivos o sinérgicos.

Temperatura

La temperatura es un factor que afecta las habilidades competitivas relativas entre NEP y
HEP (Barbercheck y Kaya, 1990). En experimentos de infecciones duales, los neméatodos se
desarrollaron y produjeron progenie casi siempre excluyendo al hongo cuando estos eran
aplicados al mismo tiempo a 15° 22° y 30 °C de temperatura. En las aplicaciones
secuenciales, la temperatura influy6 en el resultado del patdgeno con mayores probabilidades
de desarrollarse en el hospedero con infeccion dual. En los primeros tratamientos
secuenciales, el hongo se desarrollé con mayores probabilidades excluyendo a los nematodos
a los 15°C, mientras que era mas probable que los neméatodos se desarrollaran en estos
tratamientos a 22° y 30 °C (Barbercheck y Kaya, 1990).

Procedimientos estadisticos

La determinacién del tipo de interaccién se basa en pruebas estadisticas, a menos que los
mecanismos de la interaccidn sean conocidos de antemano (Koppenhofer y Grewal, 2005).
Para ello se determinan si los efectos observados se deben a diferencias estadisticamente
significativas en relacion a un efecto aditivo. Al respecto, varios procedimientos han sido
utilizados (Finney, 1964; Mansour et al., 1966; McVay et al., 1977; Nishimatsu y Jackson,
1998). Por ejemplo, el método de Finney (1964), modificado por McVay et al. (1977)
consiste en la determinacion de la mortalidad proporcional aditiva esperada (Me) para la
combinacion NEP/HEP, dado por la ecuacion

ME = MNema + MFung (1 - MNema)

donde MnNema Y MFung corresponden a las mortalidades proporcionales observadas causadas
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por el nematodo y hongo por separado, respectivamente. Luego, se realiza una prueba chi-
cuadrado

¥? = (MNemaFung — ME)?/ ME

donde MNemaFung es la tasa de mortalidad observada para la combinacion nematodo-hongo.
El valor obtenido de la prueba chi-cuadrado es comparado con el valor tabla de chi-cuadrado
para 1 grado de libertad (p < 0,05). Si los valores calculados son mayores que el valor tabla,
hay razon para sospechar que los efectos no son aditivos (sinérgicos o antagonicos). Si la
diferencia MNemaFung — ME = D tiene un valor positivo, la interaccion es considerada
sinérgica, en cambio si el valor es negativo es antagonica.

Compilacion de efectos sobre la mortalidad de insectos plaga

En el cuadro 1, se exponen 32 trabajos acerca de los efectos de la combinacién entre HEPs y
NEPs sobre la mortalidad de plagas agroforestales y de ornamentales.

Para su elaboracion, se utilizaron todos los trabajos a pesar de no cumplir con la premisa
indicada por algunos autores, entre ellos Koppenhofer y Grewal (2005) y Hennessy (2012).
Dicha premisa consiste en que para determinar interacciones y particularmente sinergismos,
la mortalidad causada por los agentes individuales debe ser lo suficientemente baja como
para permitir mejoras estadisticamente significativas (Koppenhofer y Grewal, 2005).
Hennessy (2012) menciona que para detectar sinergismos es preferible que la concentracion
de cada agente por separado produzca mortalidades menores al 50%. Asimismo, tampoco se
desestimaron trabajos de acuerdo con el tipo de procedimiento estadistico utilizado para
calcular los efectos.

En algunos trabajos los tipos de efectos no fueron calculados por los autores y en el presente
trabajo tampoco fue posible determinarlos debido a la falta o inexactitud de los datos
entregados, sin embargo, esto no fue motivo para no incluirlos en el cuadro 1. Por ejemplo,
en los experimentos de Choo et al. (2002), no se incluyeron tratamientos de aplicaciones
individuales del NEP S. carpocapsae, lo que no permitié determinar el tipo de efecto entre
esta especie y el HEP B. brongniartii sobre la mortalidad de Exomala orientalis W.
(Coleptera: Scarabaeidae).

En la misma linea de lo anterior, algunos trabajos no explicitan los valores de mortalidad
producidos por los biocontroladores en las aplicaciones individuales y solo hacen alusion a
la utilizacion de una dosis letal, la que usualmente correspondi6 a la dosis letal media (LD50)
(Ansari et al., 2004; Anbesse et al., 2008; Ibrahim et al., 2019).

Se desprende del cuadro 1 que entre las combinaciones de HEP y NEP, los efectos aditivos
son mayoritarios en todas las condiciones experimentales con aproximadamente un 40,8%
del total de los efectos sobre la mortalidad. Lo anterior es concordante con los resultados en
Koppenhofer y Grewal (2005), los cuales también obtuvieron efectos aditivos en la mayoria
de las combinaciones NEP-HEP. Esto podria suponer que en general el uso conjunto de
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ambos organismos no conllevaria una real ventaja, al no existir un efecto de potenciacion del
nivel de control que permita una mayor eficacia junto con menores dosis de aplicacion. Sin
embargo, las interacciones sinérgicas son en segundo lugar las mas abundantes, con un
aproximado del 37,2% del total de efectos entre todas las condiciones experimentales. El
ultimo lugar, lo ocupan las interacciones antagonicas con un 21,9% de efectos. Cabe destacar
que el cuadro es un resumen que concentra diversos ensayos y tratamientos y que por ende
los porcentajes anteriormente sefialados solo son aproximaciones a la realidad.

Se puede observar que los experimentos desarrollados en laboratorio son los méas abundantes
entre todas las condiciones experimentales y que si bien la cantidad de trabajos que realizan
evaluaciones en campo son menores, los resultados obtenidos en dichas condiciones son
aditivos en su mayoria (nueve son aditivos, uno es sinérgico y uno es sin informacion).

Con respecto a los agentes evaluados, es posible notar que existe una escasa diversidad en
cuanto a especies, principalmente de hongos. Las especies de hongos utilizadas con mayor
frecuencia corresponden a diversas cepas/aislamientos de B. bassiana y M. anisopliae,
mientras que entre los NEPs, H. bacteriophora y S. carpocapsae son los mas comunes. La
mayor utilizacion de estas especies se relaciona probablemente a su disponibilidad comercial
(Faria'y Wraight, 2007; Koppenhofer et al, 2020). Se destaca que los hospederos de insectos
mas utilizados pertenecen a los érdenes Lepidoptera y Coleoptera con solo dos hospederos
pertenecientes al orden Diptera.
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A continuacion, se expone el cuadro resumen anteriormente mencionado.

Los NEPs presentados son: Ha: Heterorhabditis amazonensis. Hb: Heterorhabditis bacteriophora. Hd: Heterorhabditis downesi.
Hi: Heterorhabditis indica. Hm: Heterorhabditis megidis. Hz: Heterorhabditis zealandica. Sh: Steinernema brazilense. Sc:
Steinernema carpocapsae. Sf: Steinernema feltiae. Sg: Steinernema glaseri. Si: Steinernema ichnusae. Sk: Steinernema kraussei.
Sr: Steinernema riobrave. Ssp: Steinernema sp. Sy: Steinernema yirgalemense.

Los HEPs son: Bb: Beauveria bassiana. Bbr: Beauveria brongniartii. Bc: Beauveria caledonica. Bp: Beauveria pseudobassiana.
If: Isaria fumosorosea (ex Paecilomyces fumosoroseus). lj: Isaria javanica. Ma: Metarhizium anisopliae. Mb: Metarhizium
brunneum. Mp: Metarhizium pingshaense. Pf: Paecilomyces fumosoroseus.

Y los hospederos son: Cca: Curculio carye H. (Coleoptera: Curculionidae). Cn: Curculio nucum L. (Coleoptera: Curculionidae).
Ccu: Coptognathus curtipennis F. (Coleoptera: Dynastidae). Ch: Conotrachelus humeropictus F. (Coleoptera: Dryophthoridae).
Cl: Cyclocephala lurida B. (Coleoptera: Scarabaeidae). Eo: Exomala orientalis W. (Coleptera: Scarabaeidae). Gm: Galleria
mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae). Hab: Hylobius abietis L. (Coleoptera: Curculionidae). Hh: Hypothenemus hampei F.
(Coleoptera: Scolytidae). Hp: Hoplia philanthus F. (Coleoptera: Scarabaeidae). Ld: Leptinotarsa decemlineata S. (Coleoptera:
Chrysomelidae). Os: Otiorhynchus sulcatus F. (Coleoptera: Curculionidae). Pb: Pieris brassicae L. (Lepidoptera: Pieridae). Pc:
Phlyctinus callosus S. (Coleoptera: Curculionidae). Pp: Phyllophaga polyphylla B. (Coleoptera: Scarabaeidae). Pr: Pieris rapae
L. (Lepidoptera: Pieridae). Pv: Phyllophaga vetula H. (Coleoptera: Scarabaeidae). Px: Plutella xylostella L. (Lepidoptera:
Plutellidae). Rf: Rhynchophorus ferrugineus O. (Coleoptera: Curculionidae). Rp: Rhagoletis pomonella W. (Diptera: Tephritidae).
Se: Spodoptera exigua H. (Lepidoptera: Noctuidae). SI: Spodoptera littoralis B. (Lepidoptera: Noctuidae). Tm: Tenebrio molitor
L. (Coleoptera: Tenebrionidae). Tp: Tipula paludosa L. (Diptera: Tipulidae).

Cuadro 1. Efectos de las aplicaciones duales de nematodos entomopatdgenos (NEPs) y hongos entomopatégenos (HEPS), donde
se indican aplicaciones simultaneas o aplicaciones secuenciales (HEP y luego NEP o viceversa). Se indica también el tiempo
transcurrido entre ambas aplicaciones (TA), el efecto (Ef.) sobre la mortalidad observada (%) del hospedero evaluado (Hosp.)
y la condicion experimental (C. ex) correspondiente a laboratorio (L), campo (C) o invernadero (1).
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Agente?

Mortalidad observada (%)?

8
Referencia HEP NEP Hosp. TA HEP NEP HEP/NEP Ef.
Aplicaciones simultaneas o aplicaciones del HEP y posteriormente del NEP
Simultanea 33,33 -40 -
26,67 - 37,78 -
Bb Sf 12h 500 5111 ;
Abdolmaleki 24h . 51,11 - 60 *
etal. (2017) Pb 5-18 7111
. , 22,22 - 40 -
Simultanea . 5111 "
Bb Hb 12 h 48-55 22,22 - 42,22 -
24 h 53,33 - 64,44 +
. , 21,3 -54,7 +
Simultanea =
Anbesse et Ma Hb Ceu sii sli igg ¥
al. (2008) (MM) 2 semanas 44.7-722 =
3 semanas 34,7-71,2 *
Simultanea 133-57,1 s
53,6 - 58,9 *
2 semanas . . 26,7 s
Hm sfi sfi 53,6 - 62,5 *
(VBM 30) 3 semanas 35 s
- 73,2-82,1 *
Ansari et al. Ma 4 semanas 55,4 - 100 *
Hp 4 semanas 13,8 - 28° 15 - 23,2° 39,2 - 88P *
(2004)  (CLO53)
Simultanea 23,3 - 56,7 s
58,9 - 69,6 *
2 semanas . . 183-46,7 i
Sg (NC) sfi sl 73,2-76,8 *
3 semanas 36,7 hi
73,2-83,9 *
4 semanas 44,6 - 100 *
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Agente? Mortalidad observada (%)? Ef 8
Referencia HEP NEP Hosp. C.ex TA HEP NEP HEP/NEP '
| 4 semanas 13,8 - 280 21-43,2° 49 - 100° *
Ansari et al. Ma Hb Hp c 4 semanas 37 - 422 33 - 55? 90 - 98? *
(2006) (CLO 53) 4 semanas 65 - 75?2 75 - 822 1002 +
Simultanea 80P +
Sf 1 semana 93,3P *
2 semanas 100° *
Simultanea 100° *
Sk L 1 semana sfi sfi 63,3° +
Ansari et al. Ma Os 2 semanas 66,2° +
(2008) (V275) Simultanea 86,7° *
Hb 1 semana 93,3P *
(UWS1) 2 semanas 100° *
2 semanas 40 - 509 37,5-40° 97,5 - 100° *
S | 2 semanas 30 - 35P 62,5 -77,5° +
2 semanas 50° 30° 85P *
Ansarietal. Ma Simultanea 50 60 *
(2010)  (V275) Sk Os | Simultanea 88 69 100 +
Baccay Simultanea 15 - 100? sli
a a
(IE%%ZSS Bb Ssp Gm L 3 dias 0 - 100 0-100 0 - 1002 S/i
Barbercheck Bb Sc (All) 2 dias 40 - 802 70 - 1002 sl
a
losry oy Moo b odes 407 25 - 60° 65-90° i
Sc (B14) Simultanea 802 582 78 sfit
Sf (D114) Simultanea 802 572 80 sfit
Baté'(')*’il g; al. ('\3{'3 > Cn L Simultanea 80° 772 78 sfil
Hb Simultanea 80° 567 80 sfil

(DG46)
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Agente?

Mortalidad observada (%)?

8
Referencia HEP NEP Hosp. C.ex TA HEP NEP HEP/NEP Ef.
Cr}cz)ggé)al. Bbr Sc (All) Eo C Simultanea 632 sfi 882 sfi
Simultanea 60 3 -
Bb 2 dias 15 -
(Bb9205) 4 dias 68 35 -
Correa et al. Hb Py L 6 dias 70 85 *
(2016) (HNI10100) Simultanea 2 -
Ma 2 dias 58 10 -
(Ma9236) 4 dias 25 -
6 dias 70 *
Simultanea 74,4 -100 +
Bb 1 semana 90,5 - 100 +
(PPRI lsemana 56,7 - 89,4° 100 *
5339y —— =

R444) _2semanas 100 *
2 semanas 66,5 - 68,5° 96,8 - 100 +
Dlamini et Sy Pc L Simultanea 77,5-89,7 +
al. (2020)  (icipe lsemana o o cocp 84,2 - 88,6 *
69y 1 semana ' ' 94,2 - 96,6 +
EA2) 2 semanas 92,5 - 100 *

Ma
(ICIPE 2 semanas 51,7° 68,5° 98,5 +

69)
Bb Sc Simultanea 432 432 67 -
(Ei‘é’ggp Hb Simulténea 432 572 78 +
Hennessy Ma Sc Simultanea 112 43° 67 +

——— Hab L
(2012) (ﬁggg( P Hb Simultanea 118 572 100 *
)

Hb Simultanea 25 60° 70 )
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Agente? Mortalidad observada (%)? Ef 8
Referencia HEP NEP Hosp. C.ex TA HEP NEP HEP/NEP '
Bb

(BUEXP 1 semana 252 182 40 -
1504)

Hb Simultanea 02 18 - 252 15-35 *

Simultanea 108 18 - 252 0-20 -

Bb Simultanea s/i9 50? 75 *

(BUEXP Simultaneo s/i 35-50% 44 +

1694) Sc Simultaneo s/id 352 13 -

1 semana s/i9 25 - 40° 25-44 +

1 semana s/i9 4082 69 *

Ma Simultanea 202 30? 17 -

(F52) Simultanea 202 202 22 +

Bb (Kl_lksz) Simultanea 15° 30° 61 *

(BUEXP Simultanea 152 20° 28 +

1694) C Simultanea 15 - 16 56 - 62 58 +

Simultanea 452 02 44 *

1 semana 452 352 25 -

Sf 2 semanas 452 58 50 +

Simultanea 352 20 -

1 semana 102 50 *

2 semanas 202 202 35 +

Simultanea 70? 20 -

(Msg) Hb Os L 1semana 758 80 n

2 semanas 5082 65 +

Simultanea 352 26 -

Sf 1 semana 252 58 *

2 semanas 308 10° 42 *

Simultanea 802 100 +

Hb 1 semana 402 89 *

2 semanas 478 47 +
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Agente?

Mortalidad observada (%)?

8
Referencia HEP NEP Hosp. C.ex TA HEP NEP HEP/NEP Ef.
It Simultanea 98 sli
Hussein et Sf 24 h . . 74 sfi
al. (2016) %%g';;' (Usinoy) 10 L 48h s/ /i 66 s/i
72 h 76 sfi
Bb Simultanea 88 *
Ibrahim et 2 dias . . 100 *
al.(2019) (GUMC F2 Gm L T ads Y s 84 *
) —_—
6 dias 52 *
Bh Simultanea 56° *
Ibrahim et 2 dias . . 60° *
al. (2010p) GPMC ST Gm L 4 dias s/l s 760 *
) —_—
6 dias 60° *
Bp Simultanea b 10,7° -
(GCO3) (H'gg 72h 10 0. 120 10,79 -
Martinezet ~ Mp HbCP>)/ p Simultanea b 9,9-10,7° -
P L 11 -
al. (2015)  (GCO01) 72 h 9,1-107 -
Bp Hb Simultanea g 16" 90 -
(GCO03) (HbB) 2 semanas 22° +
Sc Simultanea c . c
Mc Namara Mb (ENO3) . c - 43 40 58 +
et al. (2018) Bc Hd Simultanea 38° 83¢ 86° +
Mb (K122) Simultanea 17,5° 83° 93¢ +
Moreira et Bb Ha Hh L Simultanea 28,16 - 86,6° 27,97 - 92,3° 0,76 - 98° s/i
al. (2020)  (UFU01) (MCO1) Tm 96P 88P 96° sli
Reda et al Simultanea 20 - _523 17 - _57a 8 - 383 -
(2018) ' Bb Sc Pr L 12 h sfi sli sli +
12 h sfi sli sli *
Ruiz et al. Ma Sc (All) 5 ] 4 d{as 0 80P 27 - 47° -
(2020)  (Micog) 9 v 4 dias 0 400 47 - 80° "

(NJ-43)
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Agente?

Mortalidad observada (%)?

8
Referencia HEP NEP Hosp. C.ex TA HEP NEP HEP/NEP Ef.
Saleh et al. Bb Sc (S2) Rf L Simultanea 0-66,7 6,25 - 100 0-100 sfi
(2004) (BSA3) Gm Simultanea 75-100 68,8 - 100 93,3-100 sli
(BbibAZ) (HoHr:11) Simultanea 182 20° 16,7-31,7 ;
(Mg"& N (HOHn']l) Simultinea 23 - 307 208 41,7-433 +
. Bb Simultanea 252 60? 75 +
Shapiro-llan - gz Sc (Al Cea L Simultanea o5 508 467 -
etal. (2004) o oo (Al Simultanea 358 60° 61,7 i
(MaLag) SCAID Simultanea 237 50° 60 T
(AFE);CEF :HoHr:ﬂj Simultanea 25 - 452 23 -282 28,3 -
3581)  Sc (Al Simultanea 25 - 452 58 - 657 48,3 - 53,3 -
Sr Simultanea 90? *
Shaurub et Bb (ML 29) S| L 2 dias s/i si 88? *
al. (2016) (Bb2) Hb Simultinea 73 *
(HP88) 2 dias 93¢ *
- Bb
S'(”;Big;"" (BCB  Sb Ch C  Simultinea 156 33,3- 60 344-656  +
276)
Simultanea 23 - 340 50 - 55° 16 - 22° sfi
6 h 34 -57b 27 - 55b 11-16° s/i
12 h 45 - 50P 50 - 55P Qb sfi
Tarasco et Bb i 18 h 33-38b 6 - 23b 44 - 56P s/i
al. (2011) (ItBb- (ItSi-SAR16) Gm L 24 h 40 - 49P 17 - 330 27 - 340 s/i
' SAR22) 30 h 38 - 50P 18 - 38° 12 - 440 s/i
36 h 38 - 44P 22 - 35P 27 - 34P sfi
42 h 39 - 44P 0-6P 50 - 61P sfi
48 h 50 - 56P 0-12b 38 - 44P sfi
Sc (All) Rp L Simultanea 45 -78%¢ 70-90%°¢ 68,75 - 86,27¢ +
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Agente? Mortalidad observada (%)? Ef 8
Referencia HEP NEP Hosp. C.ex TA HEP NEP HEP/NEP '
(2@2) Sr (355) Simultanea 80-90%¢ 87,5-94,11° +
Usman et al. . - ,

j Sc (All) Simultanea 70 - 90 ¢ 68,75 - 88,23° +

(2020) (WG T 60-85%¢
AL7) Sr (355) Simultanea 80 -90&°¢ 96,36 - 100°¢ +
Simultanea 7,14 - 14,28 9,18 - 21,42 17,34 - 43,87 +
Simultanea 13,26-20,4 18,36-29,59 42,85-61,22 *
Bb 1 semana 7,14 - 11,22 9,18 -17,34 21,64 - 43,29 +
(WG-11) lsemana  13,26-204 18,36-29,59  50,51-73,19 *
Wakil et al 2 semana 7,14-1326 9,18 -18,36 34,02 -71,13 +
(2017) ’ Hb Rf L 2semanas 11,22 -20,4 14,28 - 29,59 51,54 - 88,65 *
Simultanea 4,081-17,34 9,18 - 29,59 13,4 - 48,45 +
1 semana 4081-1224 9,18 -21,42 17,52 - 45,36 +
(W'\éf"oz) lsemana  14,28-17,34 2346-2959 5567 -64,94  *
2semanas 4,081-11,22 9,18-18,36 28,86 - 61,85 +
2semanas 12,24-17,34 21,42 -29,59 64,94 - 75,25 *
2 dias 28,6 - 56,2° *
Sc 3dias 25P +
3dias 40,8° *
4 dias 21,7° +
Gm 2 dias 35,8 - 55,8° *
3 dias 29,2° +
Wangui 3 dias : . 42,3-433° -
(2019) Ma Hb L 3 dias s/l s/t 333" *
4 dias 24P +
4 dias 35,8° -
2 dias 32,957 - 67,920°  *
Sc ™ 3 dias 34,423P +
3 dias 55,774° *
Hb 2 dias 30,486 - 66,671° *
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Agente? Mortalidad observada (%)? Ef 8
Referencia HEP NEP Hosp. C.ex TA HEP NEP HEP/NEP '
3 dias 24,223 - 56,186° *
Ma o To 1 semana 16,67 - 24,55P +
(105) 1 semana 34,27 - 46,2° *
- Bb Sc Simultdnea  11-13,8>f 35,4 - 36,7>f 33,1 -53,20f +
V;/II.”(ISBTB? (1694) (quz) Hab Simultanea 1107 49,307 51,30 F +
Ma Sc Simultanea 12,90 f 35,40 F 23,90 f +
Simultanea® 2,9 - 28,84 53,7 - 68,5¢ 51,2 - 82,5¢ +
Hb Simultanea® 3,3¢ 63,3¢ 83,3¢ *
2 semanas® 2,9 -28,8¢ 62,5 - 68,5¢ 457 - 73,3¢ +
4 semanas® 3,3-28,8¢ 62,5 - 63,3¢ 13,3 - 37,5¢ -
(G?—EA) Simultanea® 2,9 - 28,84 25 - 409 37,5 - 409 +
2 semanas® 2,9¢ 404 31,4¢ +
Hm 2 semanas® 3,3 - 28,8¢ 25 - 33,34 25 - 26,7¢ -
4 semanas® 3,3¢ 33,3¢ 26,7¢ +
4 semanas® 28,8¢ 25¢ 12,59 -
Simultanea* 6,7 - 19,54 33,3 - 48,8¢ 35,6 - 43,9¢ +
Wu et al Ma 2 semanas* 6,8 - 19,5¢ 38,6 - 48,8¢ 29,3 - 36,61 +
(2014) : (F-52) Cl 4 semanas* 19,59 48,8¢ 394 +
4 semanas® 9,8¢ 41,5¢ 31,7¢ *
Bb Simultanea* 2,2 - 22 33,3 - 48,8¢ 422 -51,2¢ +
(GHA) Hb 2 semanas® 2,3-22¢ 38,6 - 48,8¢ 4.4 -317° +
4 semanas* 12,2 - 22¢ 41,5 - 48,8¢ 2,2 - 26,8¢ +
Ma Simultanea® 0-7>%¢ 17 - 402 9¢ 15 - 42a.d.e +
(F-52) Simultanea® 424 90¢ 78¢ -
Simultanea® 13,24 7,59 9,44 -
(GEl:bA) Simultanea® 0 7,50 13,28 *
4 semanas’ 22,5¢ 30,6¢ 30,6¢ -
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Agente? Mortalidad observada (%)? Ef 8
Referencia HEP NEP Hosp. C.ex TA HEP NEP HEP/NEP '
4 semanas’ 12,24 30,6¢ 494 +
Ma Simultanea® ¢ 7,5¢ 20,8 - 41,5¢ *
(F-52) 4 semanas’ 2d 30,6¢ 38,8¢ +
Simultanea 6 84 - 85 s/if
Hb 1 dia 6 81-89 s/if
(EBN10K) 3 dfas 8 70-100 61 - 96 s/ih
Zayed et al. Bb Gm L 5 dias 14 81,8-95 s/if
(2003) (Bb2) Simultanea 6 95 - 96 s/in
Ssp 1 dia 6 ] 41 -50 s/i"
(EGBS) 3 dfas 8 75-85 33-57 s/if
5 dias 14 92-96 s/in
Aplicaciones del NEP y posteriormente del HEP
Baccay
Lagos Bb Ssp Gm L 3 dias 0-100? 0-100? 15 - 1002 sli
(2014)
Bp b _gob -
(GC03) Hb 72h 10 9,1-99
— (HbBy 9-12°
Martinezet  Mp HbCP) b b
al. (2015)  (GCO1) Pp L 72 h 11 9,9-11,5 -
Bp Hb b b b .
(GC03) (HbB) 2 semanas 8 16 8
Sr
90& *
(ML 29)
Shaurub et Bb . . .
al. (2016) (Bb2) Sl L 2 dias sli sli
Hb 77° *

(HP88)
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1= entre paréntesis el aislado/cepa reportados.

2= valores en rangos agrupan multiples tratamientos.

3= Corresponde al experimento n°3 de la fuente original.

4= Corresponde al experimento n°4 de la fuente original.

5= Corresponde al experimento n°5 de la fuente original.

6= Corresponde al experimento n°6 de la fuente original.

= Corresponde al experimento n°7 de la fuente original.

8+ = aditivo; - = antagdnico; * = sinérgico.

2= valores estimados a partir de gréficos.

b= valores no incluyen el error estandar indicado en la fuente original.

= valores corresponden a porcentaje de reduccion de emergencia del insecto.

9= valores de mortalidad son aquellos corregidos por la mortalidad del control.

°= valores solo corresponden a la observacion de la cuarta semana.

f= valores medidos como porcentaje de infeccion del hospedero.

9= fuente original contiene errores que no permiten asegurar la validez de los valores entregados.

h= segun fuente original efectos son sinérgicos y antagonicos, pero no presentan evidencia que sostenga dicha
afirmacion.

'= fuente original sefiala que efectos son “non additive” (no aditivos) pero no especifica a cual corresponde.
J= experimento realizado en campo y laboratorio.

s/i = sin informacion.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a la informacion recopilada y analizada se puede considerar que al combinar
NEPs y HEPs en el control bioloégico se producen multiples efectos sobre la mortalidad de
insectos, resultando en la mayoria de los casos en efectos aditivos y sinérgicos (40,8% y
37,2% del total de efectos, respectivamente) sobre la mortalidad de las plagas. Mientras que
los efectos antagdnicos ocuparon los Gltimos lugares (21,9% de efectos). Adicionalmente,
utilizar una mezcla de HEP y NEP puede conllevar una reduccién en el periodo de mortalidad
de la plaga, pero también puede incidir adversamente en la reproduccion de los neméatodos y
hongos, lo que podria afectar su potencial de reciclaje en campo.

Los estudios en condiciones de laboratorio son mas abundantes, variables y a menudo poseen
resultados contrastantes entre si. En cambio, en campo, la informacién es méas escasa y los
resultados son en su gran mayoria aditivos.

Las diferencias en la variabilidad de resultados observada en los estudios enfatizan que, para
obtener la interaccion adecuada, se debe cumplir con criterios especificos para cada caso,
relacionados a los parametros de aplicacion y la eleccion de agentes biocontroladores.

Por otra parte, de acuerdo a la literatura consultada los mecanismos de los tipos de efectos
entre HEP y NEP no estan bien comprendidos, particularmente para el caso de los
sinergismos.

Por lo sefialado anteriormente, es necesario aumentar la cantidad y profundidad de estudios
para mejorar la comprension de las interacciones entre HEPs y NEPs. Por lo tanto, se debe
evaluar bajo diversas condiciones ambientales corroborando en campo e invernadero los
resultados antes de las recomendaciones finales. También es importante determinar por
medios estadisticos el tipo de efecto resultante con la finalidad de permitir comparaciones
entre distintas investigaciones. En la practica, lo que determina si una estrategia de control
bioldgico sera utilizada dependerad de la eficacia, su costo y ventajas en relacion a los
insecticidas sintéticos. Adicionalmente, la combinacion debe ser de menor costo que la
utilizacion de cualquier componente por si solo bajo el mismo nivel de eficacia.

Finalmente, ademas de su utilidad en control biol6gico de plagas, este trabajo puede ayudar
a comprender las interacciones entre ambos organismos en la naturaleza. Ambos organismos
son ubicuos en los ecosistemas terrestres y cumplen importantes roles ecoldgicos.
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