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CAPITULO |I: EFECTO DE LA TEXTURA DEL SUELO SOBRE EL
DESPLAZAMIENTO E INFECTIVIDAD DE NEMATODOS
ENTOMOPATOGENOS

Nemétodos entomopatdgenos (NEP)

La continua aplicacién de insecticidas en la agricultura ha provocado numerosos
problemas, como el desarrollo de resistencia de parte de los insectos, contaminacion del
agua y eliminacion de enemigos naturales. A partir de esto, se ha generado una fuerte
motivacion en la creacion de nuevas alternativas para el manejo de insectos plaga, como el
uso de agentes de control biolégico, encontrandose en este grupo, los nematodos
entomopatogenos (NEP) (Adams y Nguyen, 2002; Shapiro-llan et al., 2004; Grewal et al.,
2005). Estos han sido aplicados exitosamente contra insectos plaga que habitan el suelo o
se encuentran sobre la superficie en habitats cripticos (Arthurs et al., 2004; Shapiro-llan et
al. 2006a).

Después del Phylum Artrhopoda, Nematoda es uno de los mas diversos y versatiles del
reino animal, con mas de 100.000 especies, que han logrado colonizar ambientes diversos
como tundras, desiertos, ambientes marinos y aguas de diferentes origenes como dulce,
termales y congeladas (Stock et al., 1998). Dentro de este grupo hay ocho familias que se
consideran promisorias para el control biolégico de insectos, Tetradonematidae,
Mermithidae, Allantonematidae, Neotylenchidae, Sphaerularidae, Aphelenchidae,
Heterorhabditidae y Steinernematidae (De Ley y Blaxter, 2002). Los NEP pertenecientes a
las familias Steinernematidae y Heterorhabditidae han sido ampliamente estudiados,
masivamente producidos y exitosamente utilizados en el control bioldgico de insectos que
pasan alguna etapa de desarrollo en el suelo (Kaya y Gaugler, 1993; Lui et al., 2000;
Adams y Nguyen, 2002; Grewal et al., 2001), ya que se caracterizan por su alta virulencia,
gran rango de hospederos (Nicolls, 2008), amplia distribucion geografica y gran
adaptabilidad (Kaya y Gaugler, 1993; Salas, 2002).

Steinernematidae comprende dos géneros, Steinernema y Neosteinernema, con mas de 35y
solo una especie reconocida, respectivamente. En campo, Steinernema feltiae presenta un
alto nimero de registros de infecciones, especialmente sobre especies de los Ordenes
Lepidoptera (Noctuidae) y Coleoptera (Scarabeidae y Curculionidae) (Shapiro-Ilan et al.,
2006b). Pero también puede ser una alternativa efectiva para el control de Bactrocera
cucurbitae (Coquillett) (Diptera, Tephritidae) (Lindegren y Vail, 1986; Lindegren et al.,
1990), B. dorsalis (Hendel) y Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera, Tephritidae).

El habitat natural de los NEP es el suelo, y se distribuyen extensamente a lo largo de todo el
mundo (Hominick, 2002; Adams et al., 2006). Esto hace que los NEP sean exitosamente
utilizados en control de insectos que pasan alguna etapa de su desarrollo en este habitat,
como Agrotis ipsilon (Hufnagel) (Lepidoptera: Nocutidae), Otiorhynchus ovatus (L.), O.



sulcatus (Fabricius) y Diaprepes abbreviatus (L.) (Coleoptera: Curculionidae) (Shapiro-
llan y Gaugler, 2012), Pseudococcus viburni (Hemiptera: Pseudococcidae) (Le Vieux y
Malan, 2013), entre otras plagas importantes para la agricultura (Kaya y Gaugler, 1993; Lui
et al., 2000; Adams y Nguyen, 2002; Grewal et al., 2005).

La accién de los NEP se basa en su asociacion mutualista con bacterias patdgenas
especificas que se encuentran en su tubo digestivo (Liu et al., 1997) y causan la muerte del
insecto hospedero. En esta interaccion los NEP protegen a la bacteria del ambiente externo,
facilitan el transporte y penetracién en el hemocele del insecto hospedero y probablemente
inhiben proteinas antibacterianas de éste (Kaya y Gaugler, 1993). Las bacterias, por su
parte, proveen a los NEP de nutrientes y generan compuestos antimicrobianos contra una
amplia gama de microorganismos (Liu et al., 1997). Steinernematidae se asocia a bacterias
del género Xenorhabdus y Heterorhabditidae a Photorhabdus, ambas de la familia
Enterobacteriaceae, gram negativas (Lui et al., 2000).

Ciclo de vida

El ciclo de vida de los NEP comprende cuatro estados juveniles. El juvenil tres es el estado
infeccioso (JI), también llamado Dauer, y posee caracteristicas que favorecen el proceso: es
de vida libre, no se alimenta, limitando la pérdida de agua e ingreso de patogenos (Poinar et
al., 1990), tiene quimiorreceptores y capacidad de movimiento (Kaya y Gaugler, 1993). El
ciclo infectivo comienza cuando los NEP ingresan al hospedero por aberturas naturales del
cuerpo (boca, ano o espiraculos) o heridas (Figura 1). Una vez en el hemocele liberan las
bacterias, las que se reproducen, generan infeccién y matan al insecto por septicemia en 24-
48 horas (Poinar et al., 1990; Adams y Nguyen; 2002; Peteira et al., 2008). Luego, los NEP
se alimentan de biomasa del insecto metabolizada por las bacterias, se reproducen en el
cadaver del mismo y después de dos-tres generaciones, nuevos Jl portando la bacteria en su
aparato digestivo, salen en busca de otros hospederos (Kaya y Gaugler, 1993).

Ventajas y desventajas del uso de NEP

Ademas de las caracteristicas bioldgicas que favorecen su funcion como agentes de control
bioldgico, los NEP presentan importantes ventajas, destacandose su nula toxicidad en
vertebrados y su capacidad de buscar a su hospedero de forma activa. También pueden ser
aplicados con equipos convencionales para plaguicidas y pueden ser almacenados por
largos periodos sin perder su viabilidad y patogenicidad (hasta 12 meses en refrigeracion).
Todo esto, sumado a su compatibilidad con muchos plaguicidas, ha motivado su estudio y
el desarrollo de formulaciones y actualmente existe una variedad de especies disponibles en
el mercado extranjero para el control de plagas en plantaciones ornamentales, viveros,
pastos, cultivos anuales y perennes y bosques (Kaya y Gaugler, 1993) y productos
almacenados (Ramos-Rodriguez et al., 2006).
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Figura 1. Ciclo de vida de NEP del género Steinernema (Shapiro —llan et al., 2010)

Si bien los estudios sobre NEP han aumentado, su comercializacion e implementacion se
concentra en América del Norte y Europa (Miles et al., 2012). En el Cuadro 1 se encuentra
una lista de referencia de proveedores (Shapiro-llan y Gaugler, 2012).

Cuadro 1. Guia recomendada de proveedores de NEP

Commercial Sources of Insect Parasitic Nematodes. 2000. Compilado por P. Grewal y
K. Power. Ohio State University.
http://www?2.0ardc.ohio-state.edu/nematodes/nematode_suppliers.htm

Commercial Producers and Suppliers of Nematodes. 2010. Compilado por D.I. Shapiro-
llan y R. Gaugler. Cornell University.
http://www.biocontrol.entomology.cornell.edu/pathogens/nematodes.html

Vendors of Beneficial Organisms in North America. 2010. Compilado por J. White y D.
Johnson. University of Kentucky College of Agriculture.
http://www.ca.uky.edu/entomology/entfacts/ef125.asp

No obstante, la insuficiente capacitacion de productores, asi como escasa divulgacion
acerca del uso correcto de estos organismos en el manejo de plagas, sigue siendo la
principal desventaja del uso de NEP (Rodriguez et al., 2011). Ademas poseen otros
inconvenientes, como su limitada tolerancia a condiciones ambientales (por ejemplo,
temperatura, requerimientos de humedad, rayos UV, etc.); baja persistencia en campo, que
obliga a hacer multiples aplicaciones, utilizando altas concentraciones (Sharma et al., 2011)
y altos costos en comparacion a los plaguicidas quimicos (Kaya, 1993). Debido a lo
anterior, surge la necesidad de definir concentraciones propias para cada especie de NEP en
diversos sistemas de cultivo y ambientes, para tener un control eficiente de plagas
especificas.




Factores que influyen en su establecimiento y accion

Actualmente, el uso de los NEP en control de plagas es restringido, ya que requieren
condiciones especificas para sobrevivir (Nicolls, 2008). La motilidad y persistencia de
juveniles infectivos (JI) depende de factores intrinsecos, como factores genéticos,
fisioldgicos y de comportamiento (Kaya, 1990) y externos bidticos, como antibiosis,
competencia y enemigos naturales (Kaya y Koppenhofer, 1996; Petters, 1996). También
son muy importantes factores ambientales, especialmente algunas caracteristicas del suelo,
como su humedad, temperatura, textura y salinidad (Gaugler, 1988; Hazir et al., 2004).

En relacion a los factores intrinsecos de los NEP, la capacidad para parasitar a sus
hospederos esta influenciada por el comportamiento de busqueda del nematodo. Se han
descrito dos estrategias infectivas que influyen en la respuesta a los diferentes estimulos
fisicos y quimicos que reciban (Lewis et al., 2006). Por un lado, se encuentran los
nematodos navegantes (“cruisers”), los cuales buscan activamente a su presa y tienen una
mayor probabilidad de encontrar insectos sedentarios o de habitos cripticos (Campbell y
Gaugler, 1993; Lewis et al., 2006). Por otro lado, los neméatodos de emboscada o
emboscadores (“ambushers”), permanecen sin moverse hasta que un hospedero se
aproxime a ellos, momento en el cual acceden a éste por un salto apoyandose en la parte
posterior de su cuerpo, llamado movimiento nictatorio (Lezama et al., 2006). Ademas,
existen NEP con comportamiento mixto (Campbell et al., 2003), que responden
positivamente a sustancias volatiles del hospedero, recorriendo una cierta distancia hasta
localizar y acceder por salto o desplazandose hasta ingresar a la larva hospedera (Lezama et
al., 2006).

En relacion al suelo, éste es un sistema dindmico que responde a cambios ambientales y
donde las interacciones ecol6gicas entre organismos dependen de su estructura, la que
determina la habitabilidad de los microorganismos en este medio (Elliot y Coleman, 1988).
Un factor que incide en la capacidad infectiva de los NEP es la humedad del suelo, debido a
que los nematodos necesitan una pelicula de agua en los espacios intersticiales de suelo
para un movimiento efectivo. Cuando esta pelicula de agua se vuelve demasiado delgada
(suelo seco) o los espacios intersticiales estan llenos de agua (suelo saturado), se restringe
su movimiento (Koppenhofer et al., 1995; Grewal et al., 2005). Otro factor ambiental
importante es la temperatura de suelo, influenciando la tasa de desplazamiento de NEP a
través de la estimulacion/inhibicién del sistema neuromuscular. La temperatura Optima
varia en las distintas especies y cepas, por ejemplo, Nawaz et al. (2007), determinaron que
S. carpocapsae es virulento a 25 ° C, pero H. indica es efectivo a 30 ° C. En general, los
NEP se inactivan a temperaturas menores a 10°C y mayores a 40°C (Griffin et al., 1993).
Asi, se ha definido que el rango de temperatura de suelo ideal para su aplicacion va de 25 a
28°C (Miles et al., 2012).

La textura del suelo también afecta la capacidad infectiva de los NEP y ha sido una de las
caracteristicas méas estudiadas, por ser determinante en la supervivencia y movilidad del
juveniles infectivos (JI) (Shapiro-llan et al., 2000; El-Borai et al., 2012). Esto se explica
porque a medida que el tamafio de particulas de suelo disminuye, los poros se hacen mas
pequefios (Kaya, 1990), limitando la concentracion de oxigeno, mas aun si el suelo posee



una alta humedad (Koppenhopher y Fuzy, 2006), o el tamafio del NEP es mayor al tamafio
del poro (Kaya, 1990; Shapiro llan et al., 2000).

El éxito en la utilizacion de NEP como agentes de control también depende del manejo que
se haga de éstos. Por ejemplo, las concentraciones utilizadas, ubicacion de la aplicacion en
relacion a los insectos plaga, métodos de aplicacion, textura de suelo, entre otros factores,
van a determinar su sobrevivencia en el campo y acceso a los hospederos (El-Borai et al.,
2012).

Diferentes especies y cepas de NEP se han aislado de todos los continentes, a excepcion de
la Antartida (Hominick, 2002), lo que demuestra su gran capacidad de adaptacion a
condiciones ambientales diversas (Salas, 2002). Por esta razén, un programa eficaz de
control biologico, deberia considerar las caracteristicas y necesidades especificas del
nematodo que se desea utilizar, ya sea en lugares donde son introducidos o donde habitan
naturalmente (Kaya, 1990). Por esto, al contar con nuevos aislamientos nativos, es
fundamental realizar estudios que proporcionen informacién en relacién a su potencial para
ser utilizados contra insectos plagas locales, debido a que estan adaptados a las
caracteristicas propias del lugar (Nguyen, 2009). Estos estudios generalmente se realizan
con el hospedero Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera, Pyralidae), polilla de la cera, plaga
de colmenas de abejas que en fase larval destruye panales, la cual al ser extremadamente
susceptible a NEP, se ha convertido en el hospedero modelo, permitiendo la deteccién de
cepas en los diferentes habitats del mundo (Karban et al., 2011).

Uso de NEP en Chile

Si bien en Chile la estrategia de control de plagas a través de NEP es poco conocida, ha
aumentado considerablemente en la Gltima década, debido a que nuestro pais posee una alta
variedad de ecosistemas, permitiendo el desarrollo de una rica fauna de estos organismos
con diferentes rangos de adaptaciones medioambientales (Edgington et al., 2010). Es por
esta razon que el Centro Regional INIA Quilamapu e investigadores del Centro
Internacional CABI, muestrearon desde la Patagonia hasta el Altiplano Chileno, obteniendo
12 aislamientos de NEP (INIA, 2007), dos cepas nativas de Heterorhabditis y dos cepas
nativas de Steinernema denominadas S. unicornium E. (Edgington et al., 2009a) y S.
australe E. (Edgington et al., 2009b), en seis regiones de Chile (Edgington et al., 2010).
Paralelamente, a partir estos trabajos se potencidé la Coleccion Chilena de Recursos
Genéticos Microbianos (CChRGM) creada en 1990, la cual tiene caracter publico y en 2010
fue clasificada con el estatus de Autoridad Internacional de Depdsito, siendo el Unico banco
con estas caracteristicas en Latinoamérica. En ella se encuentran incorporadas mas de dos
mil microorganismos entre hongos, bacterias y NEP, de los cuales, 103 pertenecen a los
ultimos (CChRGM, 2012).

Igualmente, la misma institucion, INIA Quilamapu el afio 2009 establecié que los
aislamientos nativos encontrados el afio 2007, han mostrado promisorios resultados en el
control de especies como Asynonychus cervinus (Boheman), Aegorhinus superciliosus
(Guerin) y Otiorhynchus sulcatus (Fabricius) (Coleoptera: Curculionidae), todas especies



que poseen estados larvarios y habitan en el suelo, alimentandose de raicillas y causando un
severo dafio a los cultivos (Merino y France, 2009). Posteriormente, la Fundacion de
Innovacion Agraria (2011) realizé un amplio estudio sobre el control biologico para A.
superciliosus mediante la seleccion de aislaciones especificas de NEP en avellano europeo
y arandano, obteniendo resultados positivos, tanto en condiciones de laboratorio como de
campo.

En este mismo contexto, en el afio 2010 el Laboratorio de Nematologia de la Universidad
de Chile realizé una prospeccién de neméatodos entomopatdgenos en la 1X Region, con el
objetivo de obtener aislamientos adaptados a condiciones locales. Aqui, en la localidad de
Lican Ray, caracterizada por un clima templado lluvioso, se encontraron las especies
Steinernema feltiae; S. unicornium una nueva especie denominada Steinernema sp.
aislamiento Lican Ray, que podria pertenecer al grupo feltiae (Flores, 2012).
Posteriormente, el 2012 se evalué el comportamiento del nuevo aislamiento sobre G.
melonella, bajo distintas temperaturas, humedades y concentraciones. Los mejores
resultados se obtuvieron a 25°C y a capacidad de campo, cuando estaban insertos en un
sustrato arenoso. No hubo efecto de la concentracion después de 3 dias de aplicados los
NEP, siendo altamente eficiente (Alvarado, 2012). Luego, el 2013 se evalu6 su virulencia
en Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) (datos no publicados) y en el dafio
sobre Agrotis ipsilon (Hufnagel) (Lepidoptera: Noctuidae) (Burgos, 2014*, comunicacion
personal) provocando mortalidad en ambas especies hospederas en condiciones de
laboratorio.

Dado que el aislamiento Steinernema sp. aislamiento LicAn Ray muestra potencial para el
control de especies plaga de importancia econémica, en la siguiente investigacion se evaluo
como la textura de suelo afecta en la capacidad de desplazamiento e infectividad de este
NEP, utilizando como hospedero larvas de Galleria mellonella (L.).

! Burgos. E. 2014, enero. Control de Agrotis ipsilon (Hufnagel) con Steinernema sp. [Entrevista personal].
Departamento de Sanidad Vegetal, Facultad de Ciencias Agrondémicas, Universidad de Chile.
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CAPITULO II: EFECTO DE LA TEXTURA DEL SUELO SOBRE LA
CAPACIDAD DE DESPLAZAMIENTO E INFECTIVIDAD EN LABORATORIO
DE Steinernema sp. AISLAMIENTO LICAN RAY

RESUMEN

Los neméatodos entomopatdgenos (NEP) son considerados como una solucion efectiva en el
control de plagas del suelo, ya que son capaces de desplazarse en este héabitat para encontrar
y parasitar al insecto hospedero. En este estudio se determind la capacidad infectiva de
Steinernema sp. aislamiento Lican Ray, en suelos de textura arenosa, franca y arcillosa,
bajo condiciones de laboratorio. Primero se determind la concentracion adecuada en la
arena experimental, por lo que se aplicaron concentraciones de 10, 50 y 100 JI cm™
Posteriormente se midio el desplazamiento de los NEP, tanto vertical como horizontal, en
arenas experimentales de 30/50/70 y 10/20/30/40 cm, respectivamente, utilizando como
hospedero larvas de Galleria mellonella (L.). En los tres ensayos se midio la mortalidad al
dia 3, 6 y 9 después de la aplicacién de los NEP. Todas las concentraciones de NEP
provocaron 100% de mortalidad en todos los suelos, excepto en suelo arcilloso, donde se
observo menor eficacia al utilizar la menor concentracion. La velocidad de infeccion fue
mayor cuando se aplicaron 50 y 100 JI cm™ en las tres texturas. La capacidad de los NEP
de desplazarse verticalmente e infectar al hospedero a 30 cm fue de 100% en todos los
suelos, tardando mas horas en infectar larvas en suelo arenoso. A 50 y 70 cm la mortalidad
disminuyd, manteniendo el suelo franco la mayor eficacia. Al desplazarse horizontalmente,
se observo diferencias a partir de los 30 cm en todos los suelos, siendo el NEP mas
eficiente en suelo franco y menos eficiente en suelo arenoso. Los resultados del presente
estudio sugieren que Steinernema sp. tiene la capacidad de desplazarse tanto vertical como
horizontalmente, pero su eficiencia en atacar al hospedero depende de la textura del suelo
en que se encuentren.

Palabras clave: Nematodos entomopatdgenos, plagas del suelo, control microbiol6gico,
nematodos cruisers
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CAPITULO 1I: EFFECT OF SOIL TEXTURE ON THE MOVEMENT
CAPABILITY AND INFECTIVITY OF Steinernema sp. STRAIN ISOLATE LICAN
RAY IN THE LABORATORY

ABSTRACT

Entomopathogenic nematodes (EPN) are considered an effective solution for the control of
soil pests due to their capacity of moving in this habitat to find and parasitize the insect
host. This study evaluated the infectivity of Steinernema sp. strain Lican Ray in sandy,
loam and clay textured soils, under laboratory conditions. Firstly, concentrations of 10, 50
and 100 JI cm™ were evaluated to establish the appropriate concentration of EPN in the
experimental sand. Second, the displacement capacity of the EPN both vertically and
horizontally was evaluated in experimental arenas at 30/50/70 and 10/20/30/40 cm,
respectively, using Galleria mellonella (L.) larvae as host. In all three trials host mortality
was evaluated at day 3, 6 and 9 after application of EPN. The results show that all EPN
concentrations used caused 100% mortality in all soils, except for clay soil, where the
efficacy decreased with the lowest concentration. The velocity of infection was highest
with 50 to 100 cm-2 J1 in all soil textures. The EPN capacity of vertically displacement and
infection of the host at 30 cm was 100% in all textured soils, taking longer to infect larvae
in sandy soil. At 50 and 70 cm mortality decreased, showing the loam soil the highest
efficacy. When moving horizontally, differences were observed from 30 cm up in all
textured soils, being EPN most efficient in loam and least efficient in sandy soil. These
results suggest that Steinernema sp. has the capacity to displace in the soil, both
horizontally and vertically, but their efficiency in attacking the host depends on the texture
of the soil.

Keywords: Entomopathogenic nematodes, soil pest, microbiological control, cruisers
nematodes
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INTRODUCCION GENERAL

Los nemétodos entomopatogenos (NEP) de los géneros Heterorhabditis y Steinernema
(Rhabditida: Heterorhabditidae y Steinernematidae) habitan naturalmente suelos de todo el
mundo (Hominick, 2002), por lo que han sido usados para el control biol6gico de insectos
plaga que habitan principalmente en este habitat (Kaya y Gaugler, 1993). El estado juvenil
infectivo (J1), de vida libre y sin alimentacién, se mantiene en el suelo hasta localizar e
infectar un nuevo huésped (Kaya y Gaugler, 1993; Koppenhéfer y Fuzy 2006), accion que
estd condicionada por factores extrinsecos (temperatura, humedad, textura de suelo, pH,
contenido de materia organica) que influyen en su comportamiento de budsqueda (Campos-
Herrera et al., 2014), capacidad de sobrevivir, distribucion y desplazamiento después de su
aplicacion en campo (Poinar y Hom, 1986). Dentro de los factores mencionados, uno de los
mas relevantes es la textura del suelo (Miles et al., 2012). En suelos arcillosos, por ejemplo,
el menor tamafio de poros dificulta el desplazamiento del NEP hacia el hospedero, lo que
resulta en menor abundancia de NEP. Esto se debe a la menor concentracion de oxigeno en
poros pequefios, y a que los JI de algunas especies de NEP podrian tener un diametro
mayor que el poro del suelo (Hazir et al., 2004). Por otra parte, en suelos de textura
arenosa, que presentan una mayor porosidad gruesa, es posible un desplazamiento continuo,
una mayor sobrevivencia y abundancia de JI entre las particulas de suelo, localizando su
presa con mayor facilidad (Miduturi et al., 1997; Stock et al., 1999; Portillo-Aguilar et al.,
2000; Hazir et al., 2004). La humedad del suelo est4 ligada directamente a la textura. El
tamafo de particula y el contenido de materia organica de un suelo influyen en la
disponibilidad de agua en éste, lo que condiciona la sobrevivencia de los NEP, puesto que
son organismos acuaticos que necesitan una pelicula de agua continua para su
desplazamiento (Gouge et al., 2000; Koppenhofer y Fuzy., 2006; Miles et al., 2012).

En la utilizacion de formulados en base a NEP para el control de plagas del suelo, la
correcta aplicacion en campo depende, entre otros factores, de la capacidad de
desplazamiento del NEP utilizado (Poinar y Hom, 1986; Cutler y Webster, 2003). Se ha
demostrado que la habilidad de desplazamiento tiene una estrecha relacion con el
comportamiento de busqueda y las sefiales recibidas desde el hospedero, ya que se facilita
el encuentro entre éste y el NEP (Campbell et al., 2003). Por ejemplo, Steinernema
carpocapsae (Weiser) nematodo con comportamiento de bisqueda “de emboscada”, tiende
a permanecer sin desplazarse cerca de la superficie del suelo, a la espera de un hospedero
hasta infectar insectos moviles que se le acercan abordandolos con un salto (Campbell y
Gaugler, 1988; Kaya y Gaugler, 1993), sin ser importante el efecto de la sefial del
hospedero (Lewis et al., 1993). En cambio S. glaseri, con comportamiento de busqueda “de
navegante”, se ubica a mayores profundidades de suelo, desplazandose distancias de hasta
40 cm en respuesta a la sefial del hospedero (Campbell y Gaugler, 1993; Kaya y Gaugler,
1993; Campbell et al., 2003). También existen NEP de comportamiento intermedio o
mixto, que responden positivamente a sustancias volatiles del hospedero (Campbell et al.,
2003). Susurluk (2008) mostrd en sus resultados que, en suelo arenoso, Steinernema feltiae
(Filipjev), conocida por su comportamiento de busqueda intermedio, poseia una mayor
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capacidad de desplazamiento vertical que Heterorhabditis bacteriophora (Poinar),
conocido por su comportamiento navegante.

Debido al comportamiento de busqueda de los NEP, al momento de controlar un insecto
plaga en terreno, las concentraciones utilizadas son muy variables (0,1 a 1 x10° JIm?) y lo
mismo ocurre con el nimero de aplicaciones en campo (Sharma et al., 2011). Por ejemplo,
Miles et al. (2012) recomiendan una concentracién de 250.000 NEP m™ para terrenos
pequefios. Ademas si los NEP son aplicados en banda al lado del cultivo, se pueden utilizar
menores concentraciones. Una investigacion realizada en la Universidad de Florida
demostré que 50.000 NEP m™ en banda cerca del cultivo proporciona un control efectivo
de Diaprepes abbreviatus (L.) (Coleoptera: Curculionidae) en huertos de citricos (Duncan
et al. 1999).

Actualmente, existen pocos antecedentes en relacion a las concentraciones adecuadas de
NEP para diferentes tipos de suelo y de nuevos aislamientos para multiples plagas. Solo
Lezama-Gutiérrez et al. (2006) evaluaron la eficacia de Steinernema riobrave (Poinar) en
Anastrepha ludens (Loew) (Diptera: Tephritidae) sobre tres suelos de clase textural
contrastante y tres concentraciones. Los resultados mostraron una mayor mortalidad en
suelos livianos y concentraciones elevadas de NEP.

En Chile, desde el 2006 se busca aislar nuevas cepas con diferentes adaptaciones ambientales
a lo largo de todo el pais (Edgington et al., 2010), las cuales han sido probadas en diferentes
hospederos en condiciones de laboratorio. Sin embargo, es necesario evaluar la eficacia en
campo de los diferentes aislamientos para el control efectivo de plagas agricolas, teniendo en
consideracion los factores que influyen es su capacidad de ataque, como la textura de suelo.

El presente estudio buscé determinar la capacidad infectiva de Steinernema sp. aislamiento
Lican Ray, perteneciente probablemente al grupo feltiae, segin Flores (2012), sobre suelos
de texturas, arenosa, franco y arcillosa, bajo condiciones controladas de temperatura y
humedad. Para esto se utilizaron larvas de G. mellonella (L.), hospedero altamente
susceptible a NEP (Karban et al., 2011). La investigacion se dividid en dos etapas. En la
primera se establecio la concentracion adecuada de NEP para cada textura de suelo, y en la
segunda se determiné su capacidad de desplazamiento, tanto horizontal como vertical. En
ambos casos, las mediciones se realizaron a los 3, 6 y 9 dias después de la aplicacion, para
determinar el tiempo que demora el nematodo en parasitar su hospedero.
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HIPOTESIS

La textura del suelo afecta la actividad del nematodo entomopatégeno Steinernema sp.
aislamiento LicAn Ray para detectar e infectar larvas de Galleria mellonella (L.)
(Lepidoptera: Pyralidae).

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la infectividad de Steinernema sp. aislamiento Lican Ray en solucién acuosa sobre
Galleria mellonella (L.) en suelos de textura arcillosa, franca y arenosa, en condiciones de
laboratorio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el efecto de la concentracion en solucion acuosa de Steinernema sp. aislamiento
Lican Ray sobre la mortalidad de larvas de G. mellonella (L.), en suelos de textura
arcillosa, franca y arenosa.

Evaluar la capacidad de desplazamiento vertical y horizontal de Steinernema sp.
aislamiento Lican Ray en suelos de textura arcillosa, franca y arenosa.
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MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio

Este estudio se llevd a cabo en los Laboratorios de Nematologia y de Entomologia de
Cultivos, pertenecientes a la Facultad de Ciencias Agrondmicas, Universidad de Chile,
Comuna de La Pintana, Santiago, Region Metropolitana.

Nemétodos entomopatdgenos

Los nematodos Steinernema sp. aislamiento Lican Ray fueron obtenidos de material
propagado in vivo existente en el Laboratorio de Nematologia de la Facultad de Ciencias
Agronomicas, Universidad de Chile.

Se establecié una crianza de acuerdo al protocolo descrito por Kaya y Stock (1997),
utilizando larvas de ultimo estado de G. mellonella (L.), donde los JI se obtuvieron a través
de trampas White, después de 10 dias en camara oscura a 25 °C, para posteriormente ser
mantenidos y almacenados en agua a 8°C, por un maximo de 5 dias, hasta su utilizacion
(Bruck et al. 2005).

Crianza de G. mellonella (L.) (Polilla de la cera)

Colonias de G. mellonella fueron criadas en laboratorio, con dietas artificiales siguiendo el
método utilizado por Zamorano (2009). Se mantuvieron camara oscura a 25° C, utilizando
contenedores plasticos de (15x15x25 c¢cm) con tapa adaptada con una malla metalica para
permitir la ventilacion de larvas. Para la ovipostura de adultos se utilizaron envases de
vidrio con papel acerado, que luego de 24 horas era extraido y localizado en los
contenedores con dieta.

Suelos

Los suelos de textura arenosa y arcillosa se obtuvieron de un predio localizado en la Sexta
Region del Libertador Bernardo O'Higgins, Comuna de Pichidegua (Cuadro 2). El suelo de
textura franca se obtuvo del Campo Experimental de la Facultad de Ciencias Agronomicas,
Universidad de Chile, Comuna de La Pintana, Santiago.
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Cuadro 2. Propiedades fisicas de los suelos utilizados: Capacidad de retencion de agua
(porcentaje volumétrico de agua en el suelo), capacidad de campo (CC%), punto de
marchitez permanente (PMP%) y humedad aprovechable (HA%). Textura, de acuerdo al %
de arcilla (A), limo (L), y arena (a).

Capacidad -volumétrica de retencidn de agua

(%) Textura (%)
Clase textural CcC PMP (HA) a A L
Acrcillosa 39,00 19,00 20,00 19,00 52,00 19,00
Franco arenosa 18,03 8,92 9,11 69,20 8,60 22,20
Franco 22,00 14,00 8,00 38,80 20,80 40,40

Fuente: CIREN RM (1996); Claudia Rojas (2014); Laboratorio de Fisica de Suelos U. de
Chile (2014)

Para descartar la posible presencia de otros NEP y bioantagonistas, los suelos fueron
expuestos a temperaturas de 70°C por dos horas. Para esto se puso el suelo himedo en un
recipiente metalico con tapa, de 30 cm de didmetro y 50 de alto, el cual se colocé dentro de
otro recipiente metalico con agua, también con tapa. Este se calento sobre una cocina para
que el agua se mantuviera en ebullicion durante el periodo requerido. La temperatura del
suelo se controld6 con un termémetro cada media hora (Aballay, 2013 comunicacion
personal®) (Figura 2).

. : v .
Figura 2. Recipientes utilizados para eliminar la carga microbiol6gica de los suelos.

En el caso del suelo arcilloso debido a la presencia de agregados, se pasé por tamiz de 5
mm de modo de conseguir un tamafio de particulas homogéneo.

La humedad de todos los suelos utilizados para cada tratamiento se homogenizo a
capacidad de campo. Para esto, se depositaron en macetas de 10 litros y se regaron
abundantemente con agua destilada. EI exceso de agua se elimind por drenaje durante 24 a
48 horas. (Najera, 2013, comunicacién personal®). Para homogeneizar la temperatura de los

2 Aballay, E. 2013, marzo. Eliminacion de bioantogonistas del suelo. [Entrevista personal]. Departamento de
Sanidad Vegetal, Facultad de Ciencias Agrondmicas, Universidad de Chile.

¥ N4jera, F. 2013, abril. Humedad del suelo. [Entrevista personal]. Departamento de Suelos y Aguas, Facultad
de Ciencias Agrondmicas, Universidad de Chile.
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suelos de los distintos tratamientos, todo este proceso se realizd dentro de una camara, de
doble aislacion térmica, a 25 + 2 °C de temperatura.

Arena experimental

La arena experimental consistio en tubos de PVC, de 75 mm de didmetro y largo variable
segln los tratamientos de cada experimento, con una entrada en la parte superior para
incorporar el suelo, la que se mantuvo tapada para evitar la pérdida de agua por
evaporacion. Ademas, cada tubo tiene una entrada lateral por donde se introdujo una placa
Petri con cinco larvas de Gltimo estadio de G. mellonella L. (Figura 3). Ambas caras de la
placa Petri fueron modificadas, reemplazando parte del plastico por malla de acero
inoxidable. En la placa se agregd el suelo (de textura correspondiente a cada tratamiento) y
las larvas, para que existiera continuidad entre el suelo dentro del tubo y el interior de la
placa (Figura 4).

F

Figura 3. Arena experimental: Tubo de PVC.

i | _
Figura 4. (a) Placas Petri plasticas con malla de acero inoxidable en ambas caras, (b) se
Ilenan con suelo y se colocan cinco larvas de G. mellonella de dltimo estadio, y (c) la placa
se introduce dentro del tubo de PVC con suelo del mismo tipo.

Antes de montar los ensayos, se hicieron pruebas preliminares para evaluar el tiempo de
sobrevivencia de larvas de G. mellonella sin alimentacion dentro de las placas y tubos con
suelo esterilizado. Los resultados obtenidos, revelaron que las larvas son capaces de vivir
12 dias sin alimentacion y en ausencia de una conducta de canibalismo, ni muerte por
aplastamiento a causa de la placa.
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Experimento 1. Determinacion de concentracion de Steinernema sp. aislamiento Lican
Ray

Para evaluar el efecto de la concentraciones de Steinernema sp. aislamiento Lican Ray
sobre la mortalidad del hospedero (G. mellonella) en suelos de textura arcillosa, franca y
arenosa, se procedié de la siguiente manera:

Se llend cada tubo de 20 cm de largo (Figura 3) con el suelo esterilizado a capacidad de
campo, correspondiente a cada tratamiento. Se coloco la placa Petri con suelo y 5 larvas
utilizando la abertura lateral del tubo (Figura 4), se rellend los espacios con el suelo
correspondiente para crear un continuo entre el suelo dentro de la palca y fuera de ésta, y
esta abertura se cubrié con una tapa de plastico con ventilacion para permitir intercambio
gaseoso. Con la ayuda de una pipeta se aplicd en la abertura superior del tubo 5 ml de la
solucion de agua destilada con NEP a las distintas concentraciones: 0; 440, 2.200 y 4.400
nematodos/tubo, las que definieron los tratamientos, cada uno con cinco repeticiones
(Figura 5a). Estas concentraciones se calcularon en base a 0,1 - 1 x 10'° neméatodos ha™
(Sharma et al., 2011). La pipeta ayudo a evitar estrés en los nematodos, ya que la solucion
es distribuida de forma homogénea. Los tubos se mantuvieron en camara oscura a 25+2°C.

Figura 5. Aplicacion de NEP con una pipeta (a). Arena experimental para establecer
concentracion de Steinernema sp. sobre G. mellonella en suelos de distinta texturas (b).

Las placas Petri fueron revisadas a los 3, 6 y 9 dias después de la aplicacion (DDA), para
observar y registrar los sintomas de infeccién causados por las bacteria contenidas en los
NEP, los cuales consisten en un cambio de color del hospedero desde ocre a negro (Poinar
et al., 1986) (Figura 6). Posteriormente las larvas con sintomas se lavaron con agua
destilada, se traspasaron a trampas White (Figura 7), y fueron mantenidas en camara oscura
a 25 °C por 10 dias, para verificar si existia infeccion. En base a estos resultados se calculd
el porcentaje de mortalidad en cada tratamiento. Cada repeticion fue completada a los 19
dias desde su montaje.
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Figura 6. Sintomas de infeccidn causados por bacterias del género Steinernema, coloracion
marron en larvas de G. mellonella (L.).

Figura 7. Traslado de larvas de G. mellonella muertas desde plac Petri con malla @ a
trampa White (b) y caida de JI de Steinernema sp. al agua después de 10 dias (c).

Para ratificar la viabilidad de los NEP utilizados y la correcta aplicacion de la metodologia,
se contd con “larvas centinela”, es decir, larvas inoculadas de forma directa en placas Petri
con la misma solucion utilizada en los tratamientos. El tratamiento centinela no se incluy6
en el andlisis estadistico.

Disefio experimental y anélisis estadistico

Se utiliz6 un disefio experimental en bloques aleatorizados (DBCA) con estructura factorial
3x4, siendo los factores la textura y las concentraciones de NEP. EI experimento consté de
12 tratamientos y 5 repeticiones por tratamiento, donde cada bloque incluy6 una repeticion
de cada tratamiento. La unidad experimental correspondié a cinco larvas de G. mellonella.
El porcentaje de mortalidad obtenido se someti6 a un andlisis de varianza, previa
normalizacion mediante transformacion angular de Bliss. Los resultados se sometieron a un
test de comparacion multiple de Tukey con un nivel de significacion del 5%.

Ademaés, para facilitar la interpretacion de los resultados, se realizO ANDEVA y posterior
test de comparacion multiple de Tukey (0=5%), cuando fuera necesario, para:

1) Mortalidad acumulada al dia 9 en suelos de la misma textura.
2) Para una misma fecha, se compar6é la mortalidad en los suelos de diferentes
texturas.
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Experimento 2. Capacidad de desplazamiento horizontal y vertical de Steinernema sp.
aislamiento Lican Ray en el suelo

Para evaluar la capacidad del NEP nativo Steinernema sp. de desplazarse vertical y
horizontalmente hacia el hospedero, en los tres tipos de suelos, se procedio de la siguiente
manera:

Tubos de PVC (Figura 3) de 7,5 cm. de didmetro se llenaron con el suelo esterilizado y se
mantuvieron a la capacidad de campo correspondiente a cada textura. Los tubos tienen un
largo variable segun el tratamiento:

e Paraevaluar desplazamiento vertical: 30, 50, 70 cm.
e Para evaluar desplazamiento horizontal: 10, 20, 30 y 40 cm.

Esta distancia se midi6 desde la abertura superior, donde se aplica la solucién con
nematodos hasta la abertura lateral, donde se ubica la placa Petri con las larvas (Figura 9).

Las placas Petri con suelo se ubicaron en la abertura lateral de los tubos, luego se rellenaron
con el suelo correspondiente y se taparon las aberturas con una tapa de plastico con
ventilacion para permitir intercambio gaseoso. Con la ayuda de una pipeta se aplico en la
entrada superior del tubo, 5 ml de la solucion de agua destilada con NEP a una
concentracion que fue calculada en base a los resultados del experimento 1.

Los tubos se mantuvieron en camara de la misma forma que en el Experimento 1.

Antes de aplicar la solucion con NEP en los tubos, para evaluar movimiento horizontal se
dispusieron acostados sobre un mesén y con la abertura lateral hacia arriba (Figura 8).
Aquellos tubos utilizados para medir movimiento vertical, se dejaron apoyados en el piso
de la camara, en forma vertical (Figura 9).

Figura 8. Experimento 2, desplazamiento horizontal.
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Figura 9. Experimento 2, desplazamiento vertical

De la misma forma que en el experimento 1, las placas Petri fueron revisadas a los 3,6y 9
dias después de aplicacion (DDA), y las larvas luego traspasadas a trampa White para
verificar la infeccion. En base a estos resultados se calculé el porcentaje de mortalidad en
cada tratamiento.

Para corroborar la viabilidad de los NEP se utilizaron larvas centinela, de igual manera que
el Experimento 1.

Disefio experimental y analisis estadistico

Se utilizéd un disefio experimental en bloques completamente aleatorizado (DBCA) con
estructura factorial 3x4 en movimiento horizontal y 3x3 en movimiento vertical, siendo los
factores la textura y la distancia hospedero-NEP. Los experimentos para medir movimiento
vertical y horizontal constaron de 12 y 9 tratamientos, respectivamente, y 5 repeticiones por
tratamiento, donde cada bloque corresponde a una repeticién. La unidad experimental
corresponde a cinco larvas de G. mellonella en una placa Petri. El porcentaje de mortalidad
acumulado obtenido se sometié a un analisis de varianza, previa normalizacion mediante
una transformacion angular de Bliss. Los resultados se sometieron a un test de comparacion
multiple de Tukey con un nivel de significacion del 5%.

Se realizé un ANDEVA con todos los resultados para verificar si existieron interacciones
entre los factores.

Ademas, para facilitar la interpretacion de los resultados, se realiz6 ANDEVA y posterior
test de comparacion multiple de Tukey (0=5%), cuando fuera necesario, para:

1) Mortalidad acumulada al dia 9 en suelos de la misma textura.
2) Para una misma fecha, se comparéd la mortalidad en los suelos de diferentes
texturas.
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RESULTADOS

Efecto de la concentracidn de Steinernema sp. aislamiento Lican Ray sobre la
mortalidad de larvas de Galleria mellonella (L.), en suelos de textura diferente

A partir del andlisis estadistico se establecid que existe interaccion entre los factores (P=
0,01) (Apéndice 1), es decir, se observa un efecto combinado de la textura y la
concentracion de Steinernema sp., a los 9 dias después de aplicados, en la muerte de larvas
de G. mellonella, bajo condiciones controladas de humedad y temperatura.
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Figura 10. Mortalidad acumulada (% promedio + desviacion estandar) de G. mellonella 9
dias después de la aplicacion de, 4.400, 2.200, 440 y 0 NEP/tubo en suelos de textura,
arcillosa (A), arenosa (a) y franca (F). Distintas letras sobre las barras, correspondientes a
un mismo tipo textural, representan diferencias significativas entre tratamientos (P<0,05)

segun la prueba de Tukey.

Posteriormente al realizar el analisis estadistico por textura (Apéndice I), para facilitar la
interpretacion de resultados, se observa que la mortalidad natural de larvas en el tratamiento
control fue baja, sin un aumento significativo en el tiempo. Sin embargo, en el tratamiento
con suelo de textura arenosa se registré6 mayor mortalidad, aunque no superdé el 20%
(Figura 10).
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Por otro lado, después de ser aplicadas las tres concentraciones de Steinernema sp. sobre
suelos de textura arenosa (a) y franca (F), éstas causaron mortalidad final de alrededor de
80 - 100%, sin presentar diferencias significativas entre los tratamientos.

En el suelo arcilloso (A) se registrd la mayor mortalidad de G. mellonella (75 - 100%),
cuando se utilizaron las concentraciones de NEP mas altas, 2.200 y 4.400 NEP/ tubo
(equivalente a 50 y 100 JI cm™). La menor concentracion, 440 NEP/tubo (equivalente 10 JI
cm), resultdé ser significativamente diferente (P<0,05) a la mayor concentracion,
obteniendo menos de 40% de mortalidad de larvas acumulada al dia 9 (Figura 10).

A partir de los resultados obtenidos en este experimento, se determind que la concentracion
adecuada para la realizacion del Experimento 2 fue de 100 JI cm™ (4.400 NEP/tubo), ya
que permitio asegurar una elevada mortalidad de larvas en las tres texturas de suelo después
de nueve dias de aplicados los NEP a una profundidad de 20 cm de la superficie del tubo.

Velocidad de ataque de Steinernema sp. aislamiento Licdn Ray en distintas texturas de
suelo y concentraciones

En la Figura 11 se observa que al no incorporar NEP, la mortalidad a los 9 dias no superd
un 20%. Sélo en la concentracion 440 se registraron diferencias significativas, entre las
texturas al ser analizadas por fecha.

Al utilizar la concentracién menor de Steinernema sp. (10 JI cm™, 440 NEP/tubo), a los 3
DDA, en suelo franco se obtuvo méas de 80% de mortalidad y en arenoso 70%. A su vez, en
suelo arcilloso, la mortalidad fue menor a 20%. Sin embargo, a los 6 DDA, en los suelos
arenoso Yy franco todas las larvas murieron, y al 9 DDA, la mortalidad en el suelo arcilloso
fue menor, con un valor menor al 40%, siendo significativamente distinto en las tres fechas
de medicion (Figura 12).

Cuando se incorpor la concentracién media (50 J1 cm™; 2.200 NEP/tubo), se obtuvo 100%
de mortalidad a los 3 DDA, en suelo franco, en tanto en los suelos arcilloso y arenoso, los
NEP lograron una mortalidad 70-80%, incrementandose levemente al 9 DDA, pero sin
alcanzar 100% de mortalidad. Los resultados entre estos tratamientos no mostraron
diferencias estadisticamente significativas.

Al emplear las mayores concentraciones (100 JI cm; 4.400 NEP/ tubo), en las tres texturas
de suelo a los 3 DDA, se logro un nivel de mortalidad mayor al 70%, siendo levemente
menor en el suelo arcilloso, sin presentar diferencias significativas.

Al utilizar las dos concentraciones mayores, no hubo diferencias significativas entre los
distintos suelos, sin embargo, en suelo franco los NEP lograron una mayor mortalidad
promedio que en los otros suelos.
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Figura 11. Mortalidad acumulada (% promedio + desviacion estandar) de G. mellonella
medida los 3, 6 y 9 dias después de aplicados: 0; 440; 2.200; y 4.400 NEP/ tubo en los
suelos de textura, arcillosa (A), arenosa (a) y franca (F). Las diferencias significativas se
indican con letras diferentes en los puntos correspondientes a una misma fecha de medicion
(P <0,05) segun la prueba Tukey. Para facilitar la visualizacion de datos, los valores de x

para suelos de textura arenosa y franca, se desplazaron -0,2 y + 0,2 unidades
respectivamente del valor original (3, 6, 9).
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Desplazamiento horizontal de Steinernema sp. aislamiento Lican Ray en suelos de
distinta textura

A partir del andlisis estadistico se establecié que existe interaccion entre los factores (P=
0,019) (Apéndice 1), es decir, se observa un efecto combinado de la textura y la distancia
horizontal desde el punto de aplicacién Steinernema sp. después de 9 dias, en la muerte de
larvas de G. mellonella, bajo condiciones controladas de humedad y temperatura (Figura
12).
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Figura 12. Mortalidad acumulada (% promedio + desviacion estandar) de G. mellonella
ubicadas a 10, 20, 30 y 40 cm, horizontalmente del punto de aplicacion de Steinernema sp.
en suelos de textura, arcillosa (A), arenosa (a) y franca (F). Letras distintas sobre las barras,
correspondientes a un mismo tipo textural, representan diferencias significativas entre los
tratamientos (P <0,05) segun la prueba Tukey.

Al realizar el analisis estadistico por textura (Apéndice 1), se determind que la capacidad
de desplazamiento de Steinernema sp. hasta los 20 cm. no presenta dificultades en las tres
texturas de suelo. Por su parte, en el suelo de textura arcillosa, los NEP fueron capaces de
desplazarse hasta 30 cm sin presentar diferencias significativas con las distancias menores,
ocasionando una mortalidad promedio de larvas de 80%. A los 40 cm de distancia, la
capacidad de desplazamiento fue menor, obteniendo una mortalidad alrededor de 20%,
siendo significativamente distinto al resto de los tratamientos.

La capacidad de desplazamiento de Steinernema sp. a partir de los 30 cm comienza a
presentar dificultad en el suelo arenoso, donde se obtuvo una menor mortalidad de larvas,
presentando diferencias significativas con las distancias menores. Cuando la placa Petri se
encontraba a 40 cm no se observé mortalidad.
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Finalmente, en suelo franco, los NEP actuaron de la misma forma que en suelo arcilloso, se
desplazaron con facilidad hasta los 30 cm, provocando 100% de mortalidad de larvas. Pero
a 40 cm la mortalidad de larvas disminuy6, un 50% promedio, observandose una
disminucion de su efectividad a esta distancia. En este tratamiento se obtuvo una alta
variabilidad en los resultados, esto se debe principalmente a que algunas repeticiones
tuvieron altas mortalidades, es decir, los NEP lograron un 100% de mortalidad en larvas de
G. mellonella, y en otras no al dia 9. Algo similar ocurre en suelos arenosos a los 30 cm.

Velocidad de infeccidn de Steinernema sp. aislamiento Lican Ray a diferentes
distancias horizontales y texturas de suelo

En la Figura 13 se observa que Sterneinema sp. llega facilmente al hospedero ubicado a 10
cm a los 3 dias en todos los suelos, provocando 80 - 100% de mortalidad promedio, sin
existir diferencias significas entre las texturas de suelo.

Al incrementar la distancia a 20 cm del hospedero, se observan resultados similares a los 3
DDA. En este caso, Steinernema sp. provocd un 80-100% de mortalidad en todos los
suelos, sin presentar diferencias estadisticamente significativas.

A medida que aumenta la distancia horizontal desde el punto de aplicacion, la velocidad de
llegada de NEP a las larvas es afectada por la textura de suelo. Cuando el hospedero se
encuentra a 30 cm, Steinernema sp. en suelo arenoso no llega al hospedero dentro de los
primeros 3 dias. En este lapso de tiempo, en suelo arcilloso provocan un 20% de mortalidad
promedio y en suelo franco este parametro aumenta notablemente, alcanzando 80%. A los 6
y 9 DDA, aumenta levemente la mortalidad de larvas en suelos arcilloso y arenoso. En
suelo franco los NEP causan 100% de mortalidad, pero en suelo arenoso bajé su capacidad
infectiva, logrando menos de un 40% de muerte de larvas hospederas. S6lo a esta distancia
se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos.

A los 40 cm, se observa que los NEP tienen dificultades para lograr la mortalidad de las
larvas hospederas, observandose 20% y 40% de mortalidad al dia 9 en suelos arcilloso y
franco, respectivamente. Sin embargo, en suelo arenoso no se observé mortalidad de larvas
de G. mellonella (L.).

Cabe destacar que Steirnernema sp. es capaz de desplazarse horizontalmente hasta los 40
cm sélo en suelo franco y provocar mas de un 30% de mortalidad de larvas. Pero, sin duda
tienen mayor eficacia entre 10 a 20 cm en las tres texturas de suelo (Figura 13).
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Figura 13. Mortalidad acumulada (% promedio + desviacion estandar) de G. mellonella a
los 3, 6 y 9 dias después de la aplicacion de NEP en suelos de textura, arcillosa (A), arenosa
(@) y franca (F) a distancias de 10, 20, 30 y 40 cm horizontalmente. Las diferencias
significativas se indican con letras diferentes en los puntos correspondientes a una misma
fecha de medicion (P <0,05) segun la prueba Tukey. Para facilitar la visualizacion de datos,
los valores de x para suelos de textura arenosa y franca, se desplazaron -0,2 y + 0,2
unidades respectivamente del valor original (3, 6, 9).
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Desplazamiento vertical de Steinernema sp. aislamiento Lican Ray en suelos de
diferentes texturas

A partir del analisis estadistico se establecid que existe interaccion entre los factores (P=
0,0) (Apéndice 1), es decir, se obtuvo un efecto combinado de la textura y la distancia
vertical desde el punto de aplicacién de Steinernema sp. después de 9 dias, en la muerte de
larvas de G. mellonella, bajo condiciones controladas de humedad y temperatura.
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Figura 14. Mortalidad acumulada (% promedio + desviacion estandar) de G. mellonella
ubicadas verticalmente a 30, 50 y 70 cm de Steinernema sp. en suelos de textura, arcillosa
(A), arenosa (a) y franca (F). Letras distintas sobre las barras, correspondientes a un mismo
tipo textural, representan diferencias significativas entre los tratamientos (P <0,05) segun
la prueba de Tukey.

Luego de realizado el analisis por textura (Apéndice 1), se determind que los NEP tienen
mayor capacidad infectiva, cuando la placa Petri con hospederos se encuentra a una menor
profundidad dentro de la arena experimental en todos los suelos. Los JI se trasladaron 30
cm en las tres texturas de suelo, arcillosa, franca y arenosa, debido a que la mortalidad
acumulada en estos tratamientos fue de 90 a 100%. Cuando la placa Petri fue localizada a
50 cm del punto de aplicacion, en los suelos arcilloso y franco, los neméatodos causaron
mortalidad sin presentar diferencias significativas con los tratamientos a 30 cm. Sin
embargo, en el suelo arenoso, no hubo evidencia de llegada de NEP, siendo mas dificil la
Ilegada a los hospederos en este tipo de suelo (Figura 14).

A los 70 cm la capacidad de desplazamiento disminuyd notablemente en todos los suelos.
Cabe destacar que los JI fueron capaces de infectar a los hospederos solo en suelo franco,
causando un 40% de mortalidad de larvas, pero con una alta variabilidad en los resultados
obtenidos.
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Velocidad de infeccion de Steinernema sp. aislamiento Lican Ray a diferentes
profundidades y texturas de suelo

Steinernema sp., obtuvo una alta velocidad de desplazamiento hasta los 30 cm. de
profundidad a través del suelo franco, provocando 100% de mortalidad a los 3 DDA. A su
vez, en suelo arcilloso, se desplazd y causdé 60% de mortalidad promedio, sin presentar
diferencias estadisticamente significativas entre éstos. Sin embargo, en suelo arenoso se
registré solamente 20% de mortalidad, siendo los NEP maés lentos en este sustrato que en
suelo franco. A los 6 DDA, en suelo arcilloso los NEP causaron 100% de mortalidad, pero
en arenoso solo al 9 DDA se logré parasitar la totalidad de las larvas hospederas (Figura
15).
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Figura 15. Mortalidad acumulada (% promedio + desviacion estandar) de G. mellonella a
los 3, 6 y 9 dias después de la aplicacion de NEP en suelos de textura, arcillosa (A), arenosa
(@) y franca (F) a distancias de 30, 50 y 70 cm verticalmente. Las diferencias significativas
se indican con letras diferentes en los puntos correspondientes a una misma fecha de
medicion (P <0,05) segiin la prueba Tukey. Para facilitar la visualizacion de datos, los
valores de x para suelos de textura arenosa y franca, se desplazaron -0,2 y + 0,2 unidades
respectivamente del valor original (3, 6, 9).
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Cuando la placa Petri se ubicé a 50 cm de profundidad en la arena experimental, los NEP
infectaron al hospedero a los 3 DDA solamente en suelo franco, obteniendo un 0% de
larvas muertas en los demas suelos. Posteriormente, a los 6 DDA, los NEP provocaron
100% de mortalidad de larvas en suelo franco, 60% en arcilloso y no hubo muerte en
arenoso, presentando diferencias significativas en las tres texturas. Al 9 DDA, la mortalidad
correspondiente a cada tratamiento no cambia de manera importante, y se observa sélo un
leve aumento en mortalidad, que provocé que suelos arcillosos y francos no tuvieran
diferencias.

Cuando la placa Petri se ubico a una profundidad de 70 cm en la arena experimental, el
desplazamiento de los NEP se vio afectado, y los JI recorrieron esta distancia solo en suelo
franco, alcanzando en este lapso de tiempo 40% de mortalidad de las larvas hospederas al
noveno DDA.

En definitiva, en el suelo franco, Steinernema sp. posee una mayor velocidad y capacidad
de desplazamiento vertical.
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DISCUSION

La actividad de Steirnernema sp. aislamiento Licdn Ray, especialmente su capacidad de
Ilegar al hospedero y parasitarlo, fue afectada por la textura del suelo, bajo condiciones de
humedad y temperatura controladas. Esto coincide con investigaciones de otros autores,
que comprobaron un efecto de la textura en la eficacia de distintos NEP. Por ejemplo,
Shapiro-llan et al. (2000) evalu6 Steinernema riobrave y Heterorhabditis bacteriophora
parasitando Diaprepes abbreviatus (L.) en suelos arenosos y arcillosos y Toepfer et al.
(2010) establecieron que H. bacteriophora, Heterorhabditis megidis (Poinar) y
Steinernema feltiae ejercian mayor control sobre Diabrotica virgifera virgifera (LeConte)
en suelos de arcilla y limo que en suelos arenosos.

Concentraciones de Steinernema sp. aislamiento Lican Ray en suelos de distinta
textura

Actualmente existen pocos estudios que establecen las concentraciones adecuadas de NEP
que se deberian utilizar en suelos de diferente textura. La mayoria de los estudios
disponibles en la literatura determinan la concentracion en campo de diferentes cepas de
NEP, enfocandose principalmente en la plaga que se desea controlar. Ademas, se puede
encontrar trabajos que evalUan el efecto de la textura considerando el insecto especifico,
aplicando una concentracién de NEP Unica.

Por ejemplo, Yan et al., (2012) concluyeron que para lograr un control total de Phyllotreta
striolata (Fabricius) (Coleoptera: Chrysomelidae) en campo, es necesario utilizar
concentraciones mayores a 22 JI cm? de S. carpocapsae y H. indica. Otros estudios
sugieren que se necesitan concentraciones entre 25 - 100 JI cm™ de S. carpocapsae para la
supresion exitosa de D. abbreviatus (Shapiro-llan et al. 2000). Por su parte, Gazit et al.
(2000), determinaron que el control de Ceratitis capitata (Wiedemann) era mas eficaz en
arena aplicando 150 JI cm™ de S. riobrave y Loya y Hower (2002), utilizaron mayores
concentraciones, 25.000, 70.000 y 150.000 cm™ de H. bacteriophora en el control de
Sitona hispidulus (Coleoptera: Curculionidae) en campos de alfalfa, sin encontrar
diferencias significativas entre estos tratamientos. Asi mismo, Batista et al. (2014)
evaluaron dos concentraciones en maceta (2.000 y 4.000 JI ml?) para Mahanarva
spectabilis (Distant) (Hemiptera: Cercopidae) utilizando S. riobrave, S. feltiae, H.
amazonensis (Andalo) y S. carpocapsae, sin encontrar diferencias significativas entre las
concentraciones. También Leite et al. (2007) encontraron que tratamientos de larvas de
Mabiusi bradysia (Lane) (Diptera: Sciaridae) con H. indica, en invernadero y en
concentraciones de 5,7 y 22,6 JI cm™ no mostraron diferencias, alcanzando una mortalidad
de 75% y 85%, respectivamente.

En relacion a los estudios que evalian una concentracion unica en suelos de distinta
textura, Shapiro-llan et al. (2011) evaluaron la infectividad de sobre Conotrachelus
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nenuphar (Herbst) (Coleoptera: Curculionidae) aplicando 500 Jl/maceta en arenas
experimentales con suelo franco y franco arcilloso. Los resultados mostraron altos niveles
de mortalidad en ambos suelos, lo que coincide con los resultados del presente trabajo, ya
que Steirnernema sp. aislamiento Licdn Ray, caus6 mortalidad similar, cercana al 100%, en
suelo arcilloso, franco y arenoso, al utilizar altas concentraciones de NEP (sobre 50 JI cm’

2).

Por otro lado, mdltiples trabajos han registrado variabilidad en la virulencia de cepas de
NEP en suelos de distinta textura, donde no siempre suelos livianos entregan las mejores
condiciones para el desplazamiento y actividad de JI. Por ejemplo, Eben y Barbercheck
(1997) observaron mayor eficiencia de S. carpocapsae en suelo franco arenoso que en
arenoso. Asi mismo, Lezama-Gutiérrez (2006) encontré que esta misma cepa fue mas
eficaz en suelos de textura franca que en suelos arenosos o arcillosos, y S. riobrave se
comporté de manera similar en suelos de textura franca y franco arenosa. También,
Shapiro- Ilan et al. (2000), determinaron que S. riobrave y H. bacteriophora exhiben mayor
virulencia sobre D. abbreviatus y mayor persistencia en suelos con alto contenido de limo y
arcilla, en comparacion con suelos arenosos y Koppenhéfer y Fuzy (2006) comprobaron
que la infectividad de S. gloseri (Ssteiner), H. zealandica (Poinar) y H. bacteriophora no se
vio afectada por la textura de suelo y que la Unica especie que mostré disminucion en la
infectividad fue S. scarabaei.

Esta variabilidad en la infectividad de las distintas especies o cepas de NEP pueden deberse
a los multiples factores que influyen en la capacidad infectiva de los NEP, como la
temperatura y humedad del suelo, caracteristicas del hospedero, el comportamiento de
busqueda, propio de cada especie de NEP y la presencia de enemigos naturales, entre otros
(Kaya, 1990; Koppenhofer y Kaya, 1996), més aun si se encuentra en condiciones de
campo.

Es importante mencionar que en el presente estudio, al utilizar las menores concentraciones
de Steinernema sp. (10 JI cm™) en suelos de textura arcillosa, la mortalidad de las larvas
hospederas fue significativamente inferior a la que se logré al utilizar las concentraciones
més altas (100 JI cm™). Segun algunos autores (Barbercheck y Kaya 1991: Gouge et al.
2000; Hazir et al. 2004), esto podria deberse a que, al aplicar un nimero reducido de NEP,
éstos no son capaces de desplazarse por distancias mayores, como en el caso de este
estudio, donde la placa Petri con las larvas hospederas se ubicaba a una profundidad de 20
cm. Los suelos arcillosos presentan poros de menor tamafio de poros, lo que muchas veces
genera dificultades en el movimiento de oxigeno, impidiendo que los NEP lleguen a su
hospedero facilmente o a que en la bisqueda del hospedero agotan su limitada energia de
reserva (Del Valle et al. 2008). Por ejemplo, Lezama-Gutiérrez et al. (2006) observaron
que la mortalidad causada por S. carpocapsae sobre el Gltimo instar de Anastrepha ludens
(Loew) (Diptera: Tephritidae) fue mayor en suelos con un alto contenido de arena y que en
arcillas este valor disminuyd significativamente. Sin embargo, destacan que hubo un efecto
positivo de la concentracion en todos los tipos de suelo.

En relacion a la velocidad de infeccion de los NEP en suelos de distinta textura, varios
autores han observado que suelos mas pesados dificultan la llegada del NEP al hospedero
(El-Borai et al., 2012). En el presente trabajo, la mortalidad causada por 10 JI cm™ de
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Steinernema sp. en suelo franco y arenoso, fue de alrededor de 100% a los 3 dias, pero en
suelo arcilloso este valor alcanzé solamente 20%, en el mismo periodo, aumentando menos
de un 10% al dia 9. Sin embargo, al utilizar 50 y 100 JI cm-?, en los tres tipos de suelo se
observé una mortalidad cercana al 100% a los 3 dias. Leite et al., (2007) observaron algo
similar en su trabajo, donde la mortalidad de Bradysia mabiusi (Lane) (Diptera: Sciaridae),
causada por la aplicacién de 57 y 22,6 Jl cm? de H. indica fue de 67 y 80%,
respectivamente, 24 horas después de la aplicacién. Este nivel de mortalidad no aumento
mas de 6% después de 15 dias. Asimismo, Gazit et al. (2000) observaron que la
infectividad de S. riobrave sobre C. capitata, en el suelo, fue maxima a los 3 dias,
disminuyendo drasticamente a los 10 dias, y después de 14 dias no se registré mortalidad.
Sin embargo, la mortalidad de Helicoverpa zea (Boddie) (Lepidoptera: Noctuidae) causada
por S. riobrave en suelo franco arcillo-limoso fue mayor a los 12 dias (36%) que a los 6
dias (6%) (Cabanillas y Raulston 1994).

Otro factor influyente en la eficacia de NEP, es el comportamiento de busqueda de éstos, es
decir, su tendencia a ser emboscadores 0 navegantes. La mayoria de las especies se
encuentran entre estos dos extremos, teniendo una estrategia de busqueda intermedia, como
S. riobravo, y S. feltiae (Campbell et al., 2003). Los resultados del presente trabajo sugieren
que el aislamiento utilizado tiene la capacidad de buscar su hospedero, llegando a una
profundidad de 20 cm en suelos de todas las texturas evaluadas, asemejandose a
Steinernema riobrave en el control de Helicoverpa zea (Boddie), a 20 cm (Cabanillas y
Raulston 1994) y Heterorhabditis baujardi (Poinar) causando alta mortalidad del
hospedero ubicado a los 10 cm, en condiciones de campo. En todos los casos, la
profundidad alcanzada por los JI favorece el control de insectos plaga, ya que algunos
pasan una parte de su ciclo de vida en la primera capa del suelo (Del Valle et al., 2008).

Gazit et al. (2000) plantean que un sistema de control bioldgico de plagas basado en NEP
requiere no sélo de una cepa eficaz, sino también de mantener su infectividad en el suelo
bajo una amplia gama de condiciones ambientales en que habita la plaga. Teniendo en
cuenta esto, en la presente investigacion se observé que Steinernema sp. aislamiento Licéan
Ray redujo en 90 - 100% el numero de larvas de G. mellonella en condiciones controladas
de temperatura y humedad en suelos livianos, utilizando concentraciones de 10, 50 y 100 JI
cm™. No asi en suelo arcilloso, donde sélo aplicando concentraciones elevadas de NEP se
logré la méxima mortalidad. Estudios futuros deberian llevar estos ensayos a campo,
considerando variables climéticas, ecoldgicas y agrondémicas que influyen en la capacidad
infectiva de los distintos aislamientos.

Desplazamiento de Steinernema sp. aislamiento Lican Ray en suelos de distinta
textura

La textura de suelo y la distancia, tanto vertical como horizontal, NEP-G. mellonella (L),
afectaron significativamente la eficacia de bdsqueda del neméatodo, existiendo una relacion
inversa entre la distancia NEP-hospedero y la mortalidad de larvas, en todos los tipos de
suelo. Estudios previos de Georgis y Poinar (1983) y Portillo-Aguilar et al. (1999)
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reportaron que H. bacteriophora, S. carpocapsae y S. glaseri, mostraron mayor capacidad
de desplazamiento en suelo franco arenoso que en suelos franco o franco arcillo limoso.

Respecto al desplazamiento vertical, cuando las larvas de G. mellonella se encontraban a
una profundidad de 30 cm, los NEP fueron capaces de alcanzarlas, provocando altas
mortalidades. Resultados similares los obtuvieron Saenz y Olivares (2008) al evaluar la
eficacia de Steinernema sp., de comportamiento intermedio, en suelos de textura, franco
arcillosa y franco arenosa, en condiciones de invernadero. Sus resultados indican que los
NEP llegaron a todas las profundidades, 7, 14 y 21 cm. No obstante, la velocidad de
desplazamiento fue menor en la textura franco arcillosa, contrario a los resultados del
presente estudio, donde el suelo arenoso se registré mayor demora en provocar 100% de
mortalidad de larvas.

Georgis y Poinar (1983), evaluaron la capacidad de desplazamiento vertical, hasta 10 cm,
de Steinernema gloseri en suelos arenosos, franco arenosos, franco arcillo limosos y
arcillas. Sus resultados revelan una dificultad de desplazamiento del nematodo en suelos
con mayor proporcion de arcilla y limo, llegando s6lo hasta una profundidad de 6 cm
Ademas, los autores indican que los NEP se desplazaron mas al estar presentes las pupas
del insecto hospedero. Si bien es cierto, en los resultados obtenidos en la presente
investigacion, a 30 cm de profundidad no existen diferencias significativas en cuanto a la
mortalidad en todos los tipos de suelo, cuando se aumentd la distancia vertical a 50 y 70 cm
desde el punto de aplicacion de los NEP, su desplazamiento mayor en los suelos franco y
arcilloso, ya que provocaron mortalidad de larvas, lo que practicamente no se observo en
suelo arenoso, al contrario de lo observado por Georgis y Poinar (1983).

Algo similar ocurri6 al evaluar la capacidad de desplazamiento horizontal de Steinernema
sp., ya que después de los 30 cm en suelos arcilloso y franco se vio afectada la capacidad
infectiva. No asi en suelo arenoso, donde s6lo hasta los 20 cm se observé alta mortalidad.
Ansari et al. (2008) evaluaron el desplazamiento horizontal en arena a 5, 10, 15y 20 cm de
Heterorhabditis bacteriophora en el control de Hoplia philanthus (Fuesslin) (Coleoptera:
Scarabaeidae) bajo invernadero. Ellos observaron una correlacion inversa entre la distancia
desde el hospedero y la mortalidad, obteniendo mayores mortalidades en los primeros 10
cm de suelo, lo que coincide con nuestros resultados. Sin embargo, Del Valle et al. (2008)
observaron resultados diferentes, donde Heterorhabditis baujardi mostr6é una capacidad de
desplazarse horizontalmente hasta 90 cm desde el punto de aplicacion en condiciones de
campo.

En relacion a la velocidad de desplazamiento, Georgis y Hague (1981), observaron que S.
carpocapsae se desplazé 7 cm en 5 dias en suelos de bosque esterilizado, lo que se traduce
en una tasa de 1,4 cm/dia. Por su parte, Moyle y Kaya (1981), determinaron que esta
especie se trasladaba 4 cm en 2 dias en arena. Ademas, observaciones realizadas por Poinar
y Hom (1986) determinaron una tasa de 4,35 cm/dia en campos de suelo franco-arcilloso.
En el presente trabajo se observd un desplazamiento de Steinernema sp. de 10 cm en 3 dias
en todos los suelos. Sin embargo, al aumentar la distancia al hospedero, hubo diferencias en
la velocidad. Por ejemplo, a los 20 cm solo en el suelo arenoso el NEP demor6d mas,
tardando 6 dias en provocar un 100% de mortalidad. A su vez, a los 30 cm en suelo franco
y arcilloso demoraron 6 dias y en suelo arenoso no logré el 40% de mortalidad. Finalmente,
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a los 40 cm no se registré alta mortalidad en ningun suelo, alcanzandose un 40% a los 9
dias.

Otros estudios reportados en la literatura muestran resultados diferentes, donde una
densidad alta de particulas de suelo, afecta el desplazamiento y sobrevivencia de JI, por el
reducido tamafio de poros, donde el diametro del NEP es mayor respecto al tamafio de poro
o0 las concentraciones de oxigeno disminuyen, provocando la muerte del NEP (Kaya, 1990;
Georgis y Gaugler 1991; Portillo- Aguilar et al., 2000). Sin embargo, existe acuerdo entre
el presente estudio y el de Toepfer et al. (2010), donde la mortalidad en maceta de
Diabrotica virgifera virgifera causada por H. bacteriophora, Heterorhabditis megidis y S.
feltiae fue mayor en arcilla y limo que en arena. Ellos plantean que los nematodos pueden
encontrar con mayor rapidez a su hospedero en suelos arcillosos al desplazarse a través de
las grietas formadas por las raices de las plantas o larvas al desplazarse. En arena, sin
embargo, las particulas se dispersan de manera mas equitativa y el movimiento neto de los
NEP hacia las larvas hospederas puede, por tanto, ser menos dirigido. También Wallace
(1958) concuerda al postular que en suelos de texturas finas, las particulas mas pequefias se
unen para formar agregados grandes, de manera que la estructura del suelo se vuelve mas
importante que la composicion del tamafio de particulas, para determinacion de la eficacia
de NEP. Por ejemplo, en un trabajo de Mac Millan et al. (2009), los NEP se desplazaron
mejor en suelos franco-arcillosos que en franco-arenosos. Lo mismo ocurri6 en el presente
trabajo, donde los suelo arcilloso y franco mostraron una tendencia a formar agregados mas
grandes y estables, formandose macroporos de mayor tamafio, al momento de incorporar el
suelo a los tubos. Asi, se generaron vias potenciales de dispersion a traves de éste, siendo
menos tortuosas, y logrando que los NEP alcanzaran en un menor tiempo el insecto
hospedero y gastaran menos energia para navegar que los en suelo arenoso

Por su parte, Koppenhofer y Fuzy (2006) observaron que S. glaseri, de gran tamafio, H.
zealandica, de tamarfio intermedio (27x685um) y los pequefios H. bacteriophora, no se
vieron afectados por la textura del suelo, y el Gnico NEP que mostré una débil y variable
disminucion de la infectividad en suelos mas finos fue S. scarabaei de tamafio intermedio
(31x918 um). Esto se debid principalmente a que el efecto de la textura, se confundié con
otros factores que influyeron la capacidad infectiva, ya que el ensayo se realiz6 en
invernadero. Mwaniki et al. (2010) indicaron que S. karii (Andal6, Nguyen y Moino) no
presentd diferencias en distintos tipos de suelo y H. indica mostré una infectividad mayor
en suelos arcillosos que en los arenosos. En cuanto a la sobrevivencia en los distintos
sustratos, para S. karii ésta fue mas alta en suelos arcillosos y para H. indica en suelos
arenosos. Los autores plantean que cada NEP tiene su patron de comportamiento en el
suelo, aquellos con alto porcentaje de arena son mas aireados y son ideales para la
sobrevivencia de NEP, pero los suelos arcillosos pueden retener humedad por méas tiempo,
por lo tanto también permite una mejor sobrevivencia de los mismos (Koppenhofer y Fuzy,
2006).

La humedad es un factor determinante en el desplazamiento de NEP a través del suelo,
debido a que requieren de una pelicula de agua en los espacios intersticiales para su
movimiento efectivo. Es por esto que al volverse demasiado delgada o nula, se restringe la
llegada al insecto hospedero (Koppenhofer, 1996; Grewal et al., 2005). En base a esto, una
de las razones que podrian haber influido en la variabilidad de los resultados del presente
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trabajo es el movimiento de agua a través de la arena experimental. Si bien, todos los suelos
utilizados estaban a capacidad de campo, en suelo arenoso es probable que la baja
capacidad de retencion de agua (Casanova et al. 2006) haya afectado el encuentro de NEP
con su hospedero, ya que la pelicula de agua después de unos dias se puede haber vuelto
muy delgada impidiendo el desplazamiento cuando la placa Petri se encontraba a una
mayor distancia, tanto horizontal como vertical.

Un aspecto importante que se debe considerar es que las reservas energéticas en los JI son
limitadas, y cuanto mayor sea la distancia que deben desplazarse, mayores son las
posibilidades de agotar estas reservas, dificultando la oportunidad de llegar al hospedero
adecuado, o debido a su debilidad, impidiendo infectar con exito al insecto (Del Valle et al.
2008).

Una de las caracteristica intrinsecas de los NEP que es importante considerar al momento
de escoger una cepa para el control de una determinada plaga es su comportamiento de
busqueda (Koppenhdfer y Fuzy, 2006). De acuerdo a los resultados obtenidos, Steinernema
sp. aislamiento Lican Ray, se asocia a un habito navegante o mixto, debido a que es capaz
de desplazarse horizontalmente hasta 40 cm y verticalmente 70 cm hasta su hospedero, en
este caso de G. mellonella.

Estudios previos en el Laboratorio de Nematologia de la Universidad de Chile,
establecieron mediante antecedentes morfolégicos que Sterinernema sp. podria
corresponder a una nueva especie 0 estar asociada Steinernema weiseri o S. feltiae, siendo
la segunda de comportamiento intermedio de bdsqueda (Lewis et al., 2006), ajustandose a
nuestros resultados. Para determinar a cual especie pertenece o si se trata de una nueva, es
necesario realizar pruebas de hibridacion cruzada, lo que escapa a los objetivos de este
estudio (Flores, 2012).

Este aspecto hace al NEP estudiado un buen candidato para el control de plagas de habito
criptico, aquellas que se refugian en el suelo o en estructuras vegetales y estudios
posteriores nos podran dar mas detalles en relacion al comportamiento exacto de este
aislamiento. Por ejemplo, Batista et al. (2014) evalu0 la infectividad de varias cepas y sélo
S. riobrave generd un mayor porcentaje de mortalidad en Mahanarva spectabilis en maceta.
Los autores atribuyen esto resultado a su capacidad de desplazarse en suelo, con un
promedio de 4 cm/dia, corroborando su comportamiento de busqueda navegante.

Este trabajo da una primera luz en relacién al comportamiento de la especie estudiada en
suelos de distinta textura. Sin embargo, existen multiples factores que pueden afectar la
efectividad del neméatodo, como por ejemplo, pH, materia organica y concentracion de
nutrientes del suelo, los que interactian y generan efectos positivos o0 negativos en la
capacidad infectiva del NEP (Jaworska et al., 1999). Los cuales fueron no estudiados, ya
que no eran parte de esta investigacion.

Muchas veces los resultados bajo condiciones de laboratorio cambian al realizar los
estudios bajo condiciones de campo (Koppenhdfer y Fuzy, 2006). Una manera de continuar
este estudio serd realizar las mediciones en relacion a la textura del suelo y la capacidad
infectiva de los NEP en campo, ya que es alli donde interactian todos los factores que
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determinan la capacidad infectiva de las distintas especies de NEP. También seria
importante conocer el movimiento y la ubicacion de los JI en el perfil de suelo, ya que los
agentes controladores y los insectos plaga deben coincidir tanto en tiempo como en espacio
para asegurar el éxito de los NEP como agentes de control bioldgico.
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CONCLUSIONES

Concentraciones elevadas del NEP nativo Steinernema sp. aislamiento Lican Ray, causan
alta mortalidad en larvas de G. mellonella (L.) en suelos de textura arenosa, franca y
arcillosa pero la textura del suelo influye en la velocidad de infeccion.

La textura de suelo y las distancias que debe recorrer el nematodo, tanto vertical como
horizontalmente desde el punto de aplicacion hasta el insecto hospedero, afectan la
capacidad de infeccion Steinernema sp., siendo las texturas medias las que favorecen mas
su desplazamiento.

El aislamiento utilizado fue capaz de desplazarse en los suelos de diferente textura,
cubriendo mayores distancias de manera vertical (70 cm) que horizontal (40 cm), por lo que
se puede considerar de habito navegante o mixto.
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APENDICE |

Andlisis estadisticos de Experimento 1y 2.

1. Concentraciones de Steinernema sp. en distintas texturas de suelo

S=0,2654 R-cuad.=83,84% R-cuad.(ajustado)=80,14%

Fuente GL SC MC F P
Concentracion 3 14,4679 4,82262 68,45 0,000
Textura 2 1,0445 0,52223 7,41 0,002
Interaccion 6 2,0330 0,33884 4,81 0,001
Error 48 3,3817 0,07045

Total 59 20,9271

Concentracion de Steinernema sp. en suelo de textura franca

S=0,2465 R-cuad.=82,86% R-cuad. (ajustado) =79,64%

Fuente GL SC MC F P
Concentracion 3 4,6981 1,5660 25,78 0,000
Error 16 0,9721 0,0608

Total 19 5,6701

Concentracién de Steinernema sp. en suelo de textura arenosa

S=0,1639 R-cuad.=94,14% R-cuad.(ajustado) =93,04%

Fuente GL SC MC F P
Concentracion 3 6,9079 2,3026 85,69 0,000
Error 16 0,4299 0,0269

Total 19 7,3379

Concentracion de Steinernema sp. en suelo de textura arcillosa

S=0,3518 R-cuad.=71,20% R-cuad. (ajustado) = 65,80%

Fuente GL SC MC F P
Concentracion 3 4,895 1,632 13,19 0,000
Error 16 1,980 0,124

Total 19 6,875
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2. Desplazamiento horizontal de Steinernema sp. en distintas texturas de suelo

S$=0,3228 R-cuad. =77,67% R-cuad. (ajustado) = 72,56%

Fuente GL SC MC F P

D. horizontal 2 1,7418 0,87089 8,36 0,001
Suelo 3 13,8861 4,62869 44,43 0,000
Interaccion 6 1,7701 0,29502 2,83 0,019
Error 48 5,0007 0,10418

Total 59 22,3987

Desplazamiento horizontal de Steinernema sp. en suelo de textura franca

S=0,2125 R-cuad.=86,09% R-cuad. (ajustado) = 83,48%

Fuente GL SC MC F P

D. horizontal 3 4,4717 1,4906 33,01 0,000
Error 16 0,7224 0,0452

Total 19 5,1941

Desplazamiento horizontal de Steinernema sp. en suelo de textura arenosa

S=0,3358 R-cuad.=82,90% R-cuad.(ajustado) =79,69%

Fuente GL SC MC F P

D. horizontal 3 8,748 2,916 25,86 0,000
Error 16 1,805 0,113

Total 19 10,553

Desplazamiento horizontal de Steinernema sp. en suelo de textura arcillosa

S=0,3932 R-cuad. =49,62% R-cuad.(ajustado) =40,17%

Fuente GL SC MC F p
D. horizontal 3 2,436 0,812 5,25 0,010
Error 16 2,474 0,155

Total 19 4,910
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3. Desplazamiento vertical de Steinernema sp. en distintas texturas de suelo

S$=0,2894 R-cuad.=86,78% R-cuad.(ajustado) = 83,84%

Fuente GL SC MC F P
Textura 2 3,9053 1,95267 23,31 0,000
D. vertical 2 13,2764 6,63822 79,25 0,000
Interaccion 4 2,6053 0,65132 7,78 0,000
Error 36 3,0153 0,08376

Total 44 22,8023

Desplazamiento vertical de Steinernema sp. en suelo de textura Franca

S$=0,3816 R-cuad.=78,15% R-cuad.(ajustado)=74,51%

Fuente GL SC MC F P

D. vertical 2 6,251 3,125 21,46 0,000
Error 12 1,747 0,146

Total 14 7,998

Desplazamiento vertical de Steinernema sp. en suelo de textura arenosa

S=0,2135 R-cuad.=92,42% R-cuad. (ajustado) =91,16%

Fuente GL SC MC F P

D. vertical 2 6,6701 3,3350 73,16 0,000
Error 12 0,5470 0,0456

Total 14 7,2171

Desplazamiento vertical de Steinernema sp. en suelo de textura arcillosa

S=0,2451 R-cuad.=80,42% R-cuad.(ajustado)=77,16%

Fuente GL SC MC F p
D. vertical 2 2,9609 1,4804 24,65 0,000
Error 12 0,7208 0,0601

Total 14 3,6817
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