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RESUMEN

Varios estudios sefialan que las plantas han desarrollado un mecanismo de defensa llamado
“respuesta guardaespaldas”, la cual se activa cuando son atacadas por algun insecto
herbivoro, liberando compuestos volatiles y atrayendo a enemigos naturales, entre los que
destacan los nematodos entomopatdgenos (NEP), como defensa indirecta al ataque. Se ha
demostrado que la respuesta guardaespaldas actia de forma especifica en el sistema planta-
plaga-enemigo natural. Este estudio compard el nivel de atraccion de 6 especies vegetales,
cuando son atacadas por el gusano cortador de la papa Agrotis bilitura Guenée
(Lepidoptera: Noctuidae), hacia el NEP Steinernema sp. aislamiento Licdn Ray en
condiciones de laboratorio. Para ello, las 6 especies vegetales fueron comparadas en grupos
de a 3: Betarraga, repollo y trébol rosado en el grupo 1 y lechuga, acelga y tomate en el
grupo 2. Para esto, se utilizé un olfactometro de PVC de seis brazos para cada grupo,
estructura compuesta por una maceta central a la cual estdn conectados de manera
equidistante, 6 brazos de igual longitud. Ademas, cada brazo estd conectado a una maceta
mas pequefia en su extremo distal por medio de un tubo conector que posee una malla de 75
um para colectar los neméatodos. Esta estructura se encontraba llena de suelo franco a capacidad de
campo, tratado con calor himedo para eliminar la presencia de otros organismos. Se trasplantaron
4 plantas con 4-6 hojas de cada especie a comparar, en las macetas distales de forma
alternada en el olfactometro, dejando una maceta sin plantas entre cada tratamiento como
control. Se colocaron dos larvas de A. bilitura en estadio L6 en cada maceta, para que se
alimentara libremente de las plantas. Al cabo de tres dias, se aplicd 3mL con 2000 J3 del
NEP aprox. en la maceta central. 48 horas después, el suelo contenido en el tubo conector
con la malla de 75 pum se procesé con el método de tamizado, contabilizando los nematodos
colectados en una lupa a 50X. Los resultados arrojaron que, en términos relativos, el repollo fue el
mas atractivo para los NEP y la lechuga, la menos atractiva. En un segundo experimento, se colectd
el agua de riego que se utiliz6 para plantas de repollo atacadas por A. bilitura, y al igual que en la
descripcion anterior, se utilizd un olfactometro para comparar la atraccion de repollos atacados por
A. bilitura, lechugas atacadas por A. bilitura y lechuga regada con el agua colectada desde macetas
con repollo. En este caso, no hubo diferencias significativas entre el repollo y la lechuga atacadas
por el herbivoro. La lechuga regada con exudados de repollo mostré un menor nivel de atraccion
hacia el NEP. Del experimento 1, se infiere que el repollo, cuando es atacado por A. bilitura, libera
compuestos volatiles que son mas atractivos para el NEP frente a las otras especies vegetales
estudiadas. Con respecto al experimento 2, se deduce que podria utilizarse un método méas preciso
para colectar exudados y que disminuya la probabilidad de difusion de activos para evaluar este
efecto.

Palabras clave: Respuesta guardaespaldas, exudados, control bioldgico, olfactometro



ABSTRACT

Several studies show that plants have developed a defense mechanism called "bodyguard response”,
which is activated when they are attacked by some herbivore insect, releasing volatile compounds
to attract natural enemies, such as entomopathogenic nematodes (EPN), as an indirect defense to the
attack. The bodyguard response has been shown to act in a specific way in a system plant-pest-
natural enemy. This study compared the attractiveness of 6 plant species, when attacked by the
potato worm Agrotis bilitura Guenée (Lepidoptera: Noctuidae), towards the EPN Steinernema sp.
isolation Lican Ray under laboratory conditions. The 6 plant species were compared in groups of 3:
Beetroot, cabbage and pink clover in group 1 and lettuce, silverbeet and tomato in group 2. One 6-
arms PVC olfactometer was used per group, structure composed by a central pot with 6 equidistant
arms of equal length. Each arm is connected to a smaller pot at its distal end through a connector
tube that has a 75 pum mesh to collect the nematodes. The olfactometer was filled with field capacity
loam soil, treated with moist heat to eliminate any other organisms. Four plants with 4-6 leaves of
each species were transplanted in the distal pots alternately in the olfactometer to be compared,
leaving a pot without plants between each treatment as a control. Two larvae of A. bilitura in instar
L6 were placed in each pot, to feed freely on plants. After 3 days, 3 mL with 2000 J3 of NEP
approximately was applied in the central pot. Fortyeight hours later, the soil contained in the
connector tube of each arm with the 75 um mesh was processed with the sieve method, counting the
collected nematodes using a 50X magnifying glass. The results showed that, in relative terms,
cabbage was the most attractive for EPN, and lettuce the least. In a second experiment, the used to
irrigate cabbage plants attacked by A. bilitura was collected and, in the same way as in the previous
experiment described, an olfactometer was used to compare the attraction of cabbage attacked by A.
bilitura, lettuce attacked by A. bilitura and lettuce irrigated with the water collected from cabbage
pots. In this case, there was no significant difference between the cabbage and the lettuce attacked
by the herbivore. Lettuce watered with cabbage exudates showed a lower level of attraction to EPN
than the other treatments. From the experiment 1, it is inferred that when cabbage is attacked by A.
bilitura, it releases volatile compounds that are more attractive to the EPN than the other plant
species studied. In relation to the experiment 2, the results suggest that a more accurate method for
collecting volatiles should be used to reduce the probability of spreading compounds to evaluate the
outcome.

Keywords: Bodyguard response, volatiles, biological control, olfactometer
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INTRODUCCION

Las plantas han desarrollado numerosos mecanismos de defensa, inducidos por sefiales especificas,
las que actlan en contra de agentes bidticos y abioticos que representen una amenaza (Arimura et
al., 2000). Dentro de estos mecanismos, se ha observado la capacidad de algunas plantas de reclutar
a otros organismos, que actlan como enemigos naturales de algin atacante herbivoro, mas
especificamente, un insecto (Turlings y Wackers, 2004). Este mecanismo, que implica la
interacciéon planta—herbivoro—enemigo natural, forma parte de las interacciones tritroficas y es
comunmente conocido como la “respuesta guardaespaldas™ (Anastasaki et al., 2015).

La “respuesta guardaespaldas” esta mediada por la liberacion, por parte de la planta, de sustancias
quimicas pertenecientes al grupo de los terpenos o indoles (Turlings et al., 1991) cuando la planta
percibe el ataque del insecto herbivoro al entrar en contacto con las secreciones orales o la saliva de
éste (Alborn et al., 2000; De Moraes et al., 2001). Estos compuestos volatiles pueden ser liberados
en la parte aérea de la planta para atraer depredadores o parasitoides de la especie atacante
(Anastasaki et al., 2015), o por estructuras subterraneas, para atraer nematodos entomopatdgenos
(NEP) (Hiltpold et al., 2010), entre otros.

Turlings et al. (1991) observé que, plantas de maiz, al ser atacadas por larvas de Spodoptera exigua
Hubner, Lepiddptera, perteneciente a la familia Noctuidae, emitian compuestos quimicos como una
respuesta inmune a la saliva de este insecto, atrayendo eficazmente a hembras del himendptero de la
familia Braconidae, Cotesia marginiventris Cresson, (enemigo natural y parasitoide de este
herbivoro. Posteriormente, Alborn et al. (2000) identifico este compuesto como un quimico que se
encuentra en la saliva de S. exigua Ilamado Volicitin. Asi mismo, Rasmann et al. (2005) observé
que plantas de maiz atacadas por larvas del coledptero de la familia Chrisomelidae,
Diabrotica virgifera virgifera LeConte fueron mas atractivas para el NEP Heterorhabditis megidis
que plantas con dafio mecanico o planta sin heridas. Estos autores aislaron el compuesto volatil
Beta-cariofileno, responsable de la atraccién desde plantas dafiadas por las larvas, el que no estaba
presente en plantas sin dafio o dafiadas mecanicamente con una herramienta metalica.

Interacciones de este tipo cobran mucha importancia al considerar que un gran porcentaje de los
insectos herbivoros, incluidas las especies plaga, desarrollan gran parte de su vida bajo la superficie
del suelo, pudiendo afectar a la parte subterranea de las plantas (Johnson y Rasmann, 2015). Bajo
estas condiciones, es posible utilizar estas interacciones en beneficio de la sanidad de los cultivos
(Turlings y Hiltpold, 2012).

Un estudio realizado con Aeneolamia varia Fabricius, importante plaga del suelo en los cultivos de
cafia de azlcar y algunos pastos, demostrd que diferentes especies de NEP, entre los cuales se
encontraba Steinernema websteri, Steinernema spl, Steinernema sp2, Steinernema colombiense,



Steinernema O1R1 y Heterorhabditis bacteriophora, tenian distinto nivel de control sobre esta
especie plaga, registrando porcentajes de mortalidad muy diferentes en cada especie (Rosero, 2011)
lo que demuestra que las especies plaga pueden ser mas o menos sensibles a los diferentes
aislamientos de NEP.

En Chile, los cultivos de hortalizas ocupan aproximadamente 70 mil hectéreas y estan dedicados
casi en su totalidad al consumo local (INE, 2014). Dentro de las plagas agricolas de importancia que
viven en el suelo y gue atacan a este grupo de cultivos se destacan algunas especies pertenecientes a
la familia Noctuidae (Gonzélez, 1989), como el gusano cortador de la papa, Agrotis bilitura
Gueneé. Esta polifaga especie puede afectar numerosos cultivos, como lechuga, tomate, papa,
acelga, esparrago, betarraga, repollo y espinaca, entre muchos otros, y también especies forrajeras
como alfalfa y algunas especies de trébol (Navarro et al., 2009). La presencia de esta plaga es
especialmente importante en el establecimiento de los cultivos, con pérdidas importantes en los
rendimientos en ataques severos (Johnson y Rasmann, 2015).

Dentro de los organismos gue habitan en el suelo, se destacan los NEP, los cuales se han estudiado
con éxito como controladores biol6gicos de plagas en este habitat, especialmente los géneros
Steinernema y Heterorhabditis (Dillman et al., 2012). En el ciclo de vida de estos organismos, el
tercer estado juvenil (J3) o juvenil infectivo (J1) tiene la capacidad de buscar activamente al insecto
hospedero siguiendo sefiales quimicas en el suelo y penetrar al hemocele de éste, donde liberan
bacterias simbiontes que portan en el canal alimentario. Steinernema y Heterorhabditis se asocian a
bacterias de los géneros Xenorhabdus y Photorhabdus, respectivamente. Estas bacterias se
multiplican y matan al insecto por septicemia en 24-48 horas. Los NEP se alimentan del caldo de
bacterias y tejidos degradados del insecto hospedero, donde se reproducen y producen varias
generaciones dentro del cadaver (Burnell y Stock, 2000). Cuando se acaba el alimento y el espacio,
nuevos J3 abandonan el cadaver en busca de nuevos insectos hospederos (Kaya y Gaugler, 1993).
Algunas especies de NEP de los géneros Steinernema y Heterorhabditis han sido producidas
comercialmente y usadas como agentes de control bioldgico de muchas plagas del suelo (Grewal et
al., 2005), pero no se encuentran comercialmente en Chile. Algunos estudios han demostrado que
los NEP pueden responder a sefiales quimicas emitidas por las plantas al ser atacadas por insectos
plaga (Rasmann, 2005; Ali et al., 2010; Turlings y Hitpold, 2012)

Al respecto, Turlings y Hiltpold (2012) plantean que comprender la emision de exudados por parte
de las plantas, y su rol en las interacciones ecoldgicas, abre nuevas rutas en la proteccion de
cultivos, al aprovechar la capacidad de éstas de defenderse naturalmente. Por ejemplo, Rasmann et
al. (2005) determind que no todas las especies o variedades de plantas son capaces de emitir los
exudados que generan la respuesta guardaespaldas en NEP. Los autores observaron que lineas de
maiz provenientes de programas de mejoramiento genético habian perdido la capacidad de emitir
estas sefiales que atraen a los NEP, mientras que lineas de maiz méas rasticas emitian los volétiles
que causaban esta respuesta.

En base a lo anterior, este trabajo busco evaluar la capacidad de distintas especies horticolas y
forrajeras de atraer al NEP nativo Steinernema sp. aislamiento Licadn Ray al ser atacadas por el
gusano cortador de la papa A. bilitura.



Este NEP fue aislado desde el suelo de un bosque en Lican Ray por el Laboratorio de Nematologia
de la Facultad de Ciencias Agrondmicas de la Universidad de Chile, y se ha mantenido en crianza
desde el afio 2010. Varios estudios realizados por este equipo con este NEP han demostrado su
capacidad de infectar a A. bilitura (Burgos, 2016) y ademas sugieren un gran potencial como
controlador biol6gico, por su gran capacidad de desplazamiento en suelos de diferentes texturas
(Vidal, 2014) y diferente contenido de materia organica (Allende, 2015).

Las especies vegetales que se evaluaron son hospederos comunes de esta plaga: repollo, (Brassica
oleracea L)., lechuga (Lactuca sativa L.), acelga (Beta vulgaris L. var. cicla), betarraga (Beta
vulgaris L. var. conditiva), tomate (Solanum lycopersicum L.) y trébol rosado (Trifolium pratense
L.). Todas las variedades seleccionadas son de polinizacidn abierta, considerando los antecedentes
de la pérdida de capacidad de emitir ciertos exudados que determindé Rasmann et al. (2005)
mencionados anteriormente.

Hipotesis

El NEP nativo Steinernema sp. aislamiento Lican Ray es atraido por exudados que algunas especies
de hortalizas, entre lechuga, acelga, betarraga, repollo, tomate y trébol rosado, emiten al ser
atacadas por el gusano cortador Agrotis bilitura.

Objetivos
Objetivo general:

Determinar el nivel de atraccion que ejercen 6 especies vegetales sobre el NEP nativo Steinernema
sp. aislamiento Lican Ray, al ser atacadas por larvas de Agrotis bilitura.

Objetivos especificos:

1. Comparar la atraccion relativa de 6 especies vegetales al ser atacadas por el gusano
cortador A. bilitura sobre Steinernema sp. aislamiento Lican Ray.

2. Seleccionar la especie mas atractiva y la menos atractiva para Steinernema sp.
aislamiento Lican Ray al ser atacada por A. bilitura.

3. Verificar la capacidad de atraccion de un exudado vegetal extraido de una planta
atractiva para Steinernema sp. aislamiento Licdn Ray al ser aplicado en una planta
menos atractiva para este NEP.



MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio

El estudio se realiz6 en los Laboratorios de Entomologia de Cultivos, y de Nematologia, ambos
pertenecientes al Departamento de Sanidad Vegetal de la Facultad de Ciencias Agrondémicas de la
Universidad de Chile, ubicado en la comuna de La Pintana, Santiago, Regién Metropolitana.

Suelo

Para el establecimiento de las plantas y para el montaje del olfactometro, se usé un suelo de textura
franca, el cual se obtuvo de los primeros 40 cm del perfil (densidad 1,7 g/cm?®), perteneciente a la
Serie Santiago (CIREN, 1996), del Campo Experimental de la Facultad de Ciencias Agronomicas,
Universidad de Chile, comuna de La Pintana, Santiago (Cuadro 1). Para descartar la presencia de
otros organismos que pudieran afectar el resultado de los experimentos, el suelo fue tratado
mediante calor himedo a una temperatura de 90°C durante 3 horas.

Para homogeneizar la humedad del suelo tratado, este se puso en baldes de 10 litros, perforados en
su base, y posteriormente regados con agua destilada. Luego se dejaron drenar durante 24 a 48
horas hasta alcanzar capacidad de campo.

Cuadro 1. Propiedades fisicas del suelo utilizado: Capacidad de retencién de agua (porcentaje
volumétrico de agua en el suelo), capacidad de campo (CC%), punto de marchitez permanente
(PMP%) y humedad aprovechable (HA%). Distribucion de particulas por tamafio (textura), arcilla
(A), limo (L), y arena (a)

Clase textural Capacidad de fetgncién de agua Composicion textural
Volumeétrico (%) (%)
Franco cC PMP HA a A L
22 14 8 38 223 397
Fuente: CIREN RM (1996).
Cultivos

Se utilizaron plantas de 4-6 hojas de 6 especies vegetales cominmente consumidas por A. bilitura:
repollo, (Brassica oleracea L.), lechuga (Lactuca sativa L.), acelga (Beta vulgaris L. var. cicla),
betarraga (Beta vulgaris L. var. conditiva), tomate (Solanum lycopersicum) y trébol rosado
(Trifolium pratense L.). La siembra de las distintas especies se realiz6 en bandejas alveoladas sobre



un sustrato de turba, vermiculita y perlita (Pertuzé, 2015. Comunicacién personal') en proporcion
volumétrica de 1:1:1, previamente hidratada y tratada con temperatura alta por 10-15 minutos para
eliminar otros microorganismos. Al alcanzar la tercera hoja, fueron trasplantadas a macetas
plésticas con el suelo franco tratado, mencionado anteriormente (Figura 1).

Figura 1. Bandeja alveolada con sustrato y plantas de lechuga emegiendo (izquierda). Macetas con
4 plantas de lechuga cada una (derecha).

Crianza de Agrotis bilitura

El material para la crianza se obtuvo de una colonia que se mantiene en el Laboratorio de
Entomologia de Cultivos, en la Facultad de Ciencias Agrondmicas de la Universidad de Chile, a
una temperatura de 25+2°C con un fotoperiodo de 16 horas de luz (Carrillo et al., 2001). De esta
colonia se obtuvo adultos, los que se colocaron en recipientes plasticos, para permitir la ovipostura
de las hembras que estaban gravidas al momento de la captura. Los huevos fueron almacenados en
los mismos recipientes de la ovipostura bajo las mismas condiciones. Desde eclosion, las larvas
fueron alimentadas con hojas de lechuga y acelga libres de plaguicidas. Luego de 7 dias, fueron
distribuidas en grupos de 25 individuos en recipientes de 200 mL con agujeros para la ventilacién.
Transcurridos otros 7 dias, las larvas fueron puestas en forma individual en recipientes plasticos de
10 mL con agujeros para la ventilacion (Figura 2).

! Pertuzé, 2015. Sustrato para almacigos. [Comunicacién personal]. Laboratorio de Mejoramiento Horticola
de la Facultad de Ciencias Agrondmicas, Universidad de Chile.



Figura 2. A) Las hembras adultas de A. bilitura capturadas se colocan en recipientes, donde B)
ponen huevos. C) Una vez que las larvas emergen de éstos, se ponen en recipientes individuales.

Crianza de Galleria mellonella

Para usar como hospedero de los NEP para su multiplicacion, se mantuvo una crianza de la polilla
de la cera G. mellonella en los laboratorios de Nematologia y Entomologia de Cultivos. Las
colonias se mantuvieron en cajas plasticas con tapas adaptadas con una malla metalica para permitir
la ventilacion, y utilizando una dieta en base a cereales, glicerina, aztcar y un complejo
polivitaminico, propuesta por Contreras (2011). Estas cajas se mantuvieron en cdmaras de crianza a
25°C

Multiplicacion de Nematodos Entomopatdgenos

La crianza del NEP se realizd segun el protocolo descrito por Kaya y Stock (1997), utilizando
larvas de Gltimo estadio de G. mellonella. Para esto se inocularon 5 larvas con una suspension de 1
mL de NEP con 500 J3, y luego de 48 h se colocaron en trampas White (Figura 3). Tras su
emergencia desde el hospedero al cabo de 10 dias, se colectaron los J3 y se almacenaron en agua
destilada a una temperatura de 8°C hasta su uso, no mas alla de un mes.



Figura 3. En una placa Petri se puso un disco de papel filtro en el cual se inocularon 500 J3 del
NEP y luego se puso 5 larvas vivas de G. mellonella para que sean infestadas (izquierda). Luego de
48 hr las larvas que habian cambiado de coloracion a un pardo oscuro fueron puestas en trampa

White, correspondiente a una placa Petri con papel filtro dentro de una placa Petri mas grande con
agua destilada (derecha).

Olfactometro

Para determinar el efecto de los distintos exudados activos, se utilizd un olfactometro de PVC de 6
brazos (Figura 4) adaptado de Rasmann et al. (2005). En este olfactometro, seis brazos de 10 cm de
largo estan dispuestos en forma radial y equidistante, en una maceta central de aproximadamente 12
cm de didmetro y 10 cm de profundidad. Cada brazo se conecta en su extremo distal a una maceta
mas pequefia, por medio de un tubo que posee en uno de sus extremos una malla de 75 um que
actla como barrera para el avance de los nematodos hacia la maceta lateral, y por lo tanto permite
colectarlos y contarlos. Esta estructura se llen6 completamente con el suelo descrito anteriormente.



Figura 4. (A) El tubo conector/colector de cada maceta lateral, que cuenta con una malla de 75 pm
en uno de sus extremos, (B) se llena con suelo y se acopla a maceta central. (C) La maceta central y
las macetas laterales control se cubren con termoplastico flexible para evitar la desecacion y cerrar
el sistema, y las plantas se cubren con acrilico transparente agujereado para evitar el escape de las
larvas. D) Plantas de acelga y larvas de A. bilitura en maceta lateral.

El experimento se realizd en una camara a 25+2°C, con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de
oscuridad.



Extraccién exudados vegetales

Semillas de la especie vegetal seleccionada como la mas atractiva, se esterilizaron en etanol al 95%
por 5 minutos y se enjuagaron. Siguiendo la metodologia utilizada por Aballay (2015.
Comunicacion personal?) se sembraron 20 de estas semillas en macetas plasticas esterilizadas, con
sustrato de perlita esterilizada, en un incubador de plantas bajo condiciones controladas. Cuando las
plantas constaban de 4-6 hojas, se pusieron 3 larvas L6 de A. bilitura en la maceta para que se
alimenten libremente. Después de 2-3 dias, o cuando el dafio de los gusanos cortadores se observé
en la mayoria de las plantas, las macetas fueron regadas con 200 mL de agua destilada y el agua fue
colectada desde la bandeja que contenia a la maceta (Figura 5).

Figura 5. Maceta con sustrato de perlita y plantas de repollo, con larvas de A. bilitura de la cual se
extrajo los exudados.

Experimentos

Experimento 1: Comparacion de la capacidad de atraccion de 6 especies vegetales sobre
Steinernema sp. aislamiento Lican Ray al ser atacadas por el gusano cortador A. bilitura.

Unidad experimental y disefio experimental: La unidad experimental consisti6 en macetas con
plantas de 4-6 hojas en suelo franco tratado. El disefio experimental consistio en un bloque
completamente aleatorizado, donde ambos olfactémetros (grupo 1 y grupo 2) representan un
blogue. Cada tratamiento contd con 10 repeticiones.

2 Aballay, 2015. Método de extraccion de exudados vegetales. [Comunicacion personal]. Laboratorio de
Nematologia de la Facultad de Ciencias Agrondmicas, Universidad de Chile.
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Montaje del olfactémetro: Se compard la atraccién que ejercen 6 especies vegetales sobre
Steinernema sp. aislamiento Lican Ray, al ser atacadas por A. bilitura. Estas especies fueron
comparadas en dos grupos de tres especies cada uno, donde los grupos fueron seleccionados al azar.

Grupo 1: Betarraga, repollo y trébol rosado.
Grupo 2: Lechuga, acelga y tomate.

En las macetas laterales de un olfactometro lleno de suelo franco tratado, como se describe
anteriormente, se trasplantaron cuatro plantas de 4-6 hojas, de acuerdo a los grupos formados al
azar, dejando un brazo sin planta entre cada par de especies como tratamiento control (Figura 6).

Tratamientos: Para el desarrollo del experimento se utilizaron 2 olfactémetros, con 3 especies en
cada uno de ellos. Cada especie vegetal equivale a un tratamiento.

El experimento comenz6 cuando se colocaron dos larvas L6 de A. bilitura en cada maceta con
plantas, para que se alimenten libremente de éstas. Previo a esto, y para homogeneizar su contenido
gastrico, las larvas se dejaron en ayuno por 24 horas, individualmente en placas Petri con papel
humedecido.

Después de 3 dias, en la maceta central del olfactometro se aplicé con una pipeta, 3 mL de una
suspensién que contenia aproximadamente 2000 J3 del nematodo.

Evaluacion: Cuarenta y ocho horas después de la inoculacién en la maceta central con NEP, los
brazos del olfactometro fueron removidos y el suelo en el tubo conector/colector de cada brazo se
procesd de acuerdo al método de tamizado. Se utilizaron tamices de 20, 80 y 325 mallas/pulgada
(833, 173 y 43 micrones de abertura, respectivamente) y se contabilizaron los nematodos
inmediatamente bajo lupa estereoscopica con un aumento de 50X.
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Figura 6. A) Del olfactémetro se desacoplan los tubos conectores/colectores para B) tamizar el
volumen de suelo en su interior, cada tubo por separado. C) El suelo que queda en el tamiz final se
trasvasija a un vaso precipitado y se rellena con agua hasta completar los 200 mL. El contenido del
vaso se revuelve y se extraen 10 mL que son puestos en una placa para conteo de nematodos D) y se
observa a la lupa a 50X.

El nimero de NEP colectado desde los brazos control (sin plantas) de cada olfactémetro fuer
promediado.
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Analisis estadistico

Las diferencias en las preferencias de los NEP por las especies incluidas en cada bloque fueron
analizadas mediante el Modelo Lineal Generalizado de respuesta Poisson mediante el programa
Infostat, dado que la variable a analizar es el nimero de nematodos. Cuando se encontr6 diferencias
significativas se realiz6 una prueba de comparacion maltiple de Fisher. Las comparaciones
estadisticas se realizaron en cada grupo por separado, es decir, intra-olfactémetro. Nunca se analizd
los resultados entre ambos olfactémetros.

Para seleccionar la especie mas atractiva y la menos atractiva para los NEP al ser atacada por A.
bilitura, las especies de hortalizas de ambos olfactometros se ordenaron de forma creciente de
acuerdo al nimero de NEP colectados.

Experimento 2: Evaluacién de la capacidad de atraccién de un exudado vegetal de la planta
mas atractiva para Steinernema sp. aislamiento Lican Ray, al ser aplicado en la planta menos
atractiva para este NEP.

Unidad experimental y disefio experimental: La unidad experimental consistié en macetas con
plantas de 4-6 hojas en suelo franco tratado. El disefio experimental consisti6 en un bloque
completamente aleatorizado, donde el olfactdbmetro completo representa un bloque. Cada
tratamiento contd con 10 repeticiones.

Montaje del olfactdmetro: Para este experimento se obtuvo un exudado especifico de la especie
seleccionada en el experimento 1 como la mas atractiva, repollo.

Tratamientos: El experimento consistié en tres tratamientos: (T1): plantas de la especie vegetal
mas atractiva seleccionada en el experimento anterior con 2 larvas L6 de A. bilitura; (T2) plantas de
la especie vegetal menos atractiva, regada con 10 mL del exudado descrito; (T3) plantas de la
especie menos atractiva con 2 larvas L6 a la que no se le agreg6 el exudado y se regé sélo con agua.

Un dia después de regar las plantas con el exudado, la maceta central del olfactometro fue inoculada
por medio de una pipeta con 3 mL de una suspension que contenia aproximadamente 2000 J3 de
Steinernema sp. aislamiento Lican Ray.

Evaluacion: 48 h después de la inoculacion de la maceta central con NEP, los brazos del
olfactometro fueron removidos y el suelo en cada brazo se procesé de acuerdo al método de
tamizado. Se utilizaron tamices de 20, 80 y 325 mallas/pulgada y se contabilizaron los nematodos
inmediatamente bajo lupa estereoscopica con un aumento de 50X.

El nimero de NEP colectado desde los brazos control (sin plantas) fue promediado.

Para cada repeticion en el experimento 1y 2 se utilizaron larvas de G. mellonella como centinelas
en placas Petri, siguiendo el método de inoculado mencionado anteriormente, y en cada repeticion,
éstas fueron efectivamente parasitadas por el NEP Steinernema sp.
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Analisis estadistico

Las diferencias en las preferencias de los NEP por las especies incluidas fueron analizadas mediante
el Modelo Lineal Generalizado de respuesta Poisson, dado que la variable analizada fue el nimero
de nematodos. Cuando se encontré diferencias significativas se realiz6 una prueba de comparacién

maltiple de Fisher. Se utilizo el programa Infostat.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Experimento 1. Comparacién de la capacidad de atraccion de dos grupos de 3 especies
vegetales sobre Steinernema sp. aislamiento Lican Ray al ser atacadas por el gusano cortador
A. bilitura:

El resultado de este ensayo consistio en el conteo total de los NEP Steinernema sp. vivos y muertos
obtenidos a partir del volumen de suelo contenido en los tubos conectores/colectores de cada brazo
lateral, a través del método del tamizado.

Se observé que en el grupo 1, compuesto por repollo, trébol rosado y betarraga, la especie mas
atractiva para los NEP Steinernema sp. fue el repollo, y la menos atractiva fue la betarraga.

Asi mismo, en el grupo 2, conformado por lechuga, tomate y acelga, la planta mas atractiva para los
NEP fue el tomate y la menos atractiva, la lechuga (Cuadro 2).

Por lo tanto, considerando el nimero de NEP atraido por las 6 especies en estudio, es decir, de
ambos olfactometros, las especies se ordenan en forma decreciente en términos relativos, de la
siguiente manera: Repollo, tomate, acelga, trébol rosado, betarraga y lechuga.

Se observo que la parte aérea de las plantas utilizadas en este ensayo, fue completamente consumida
por las larvas de A. bilitura al tercer dia desde el montaje. En algunos casos, como en trébol rosado
y acelga, quedaban sélo los tallos, como se aprecia en la figura 7.

¥

Figura 7. Maceta con plantas de repollo comidas por larvas de A. bilitura después de 2 dias del
montaje (izquierda). Olfactometro con plantas dafiadas casi en su totalidad por A. bilitura luego de
5 dias del montaje (derecha).
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Cuadro 2. Namero de NEP (vivos y muertos) colectados desde brazos laterales del olfactémetro
(media * desviacion estandar) en los grupos 1y 2.

Tratamiento Numero de NEP
Control 59+5,2
Grupo 1 Repollo 22,6 £20,6
T. rosado 45+31
Betarraga 2,6+56
Grupo 2 Control 557
Lechuga 26+46
Tomate 16,8 + 24,8
Acelga 8,6 17,7

De acuerdo a los resultados, hubo diferencias significativas entre tratamientos del grupo 1, aungue
no se observaron estas diferencias entre el promedio de los tratamientos control y el trébol rosado,
siendo el repollo la mas atractiva para los NEP y la betarraga, la menos atractiva (cuadro 3).

Cuadro 3. Medias ajustadas (+ EE) segln el MLG de respuesta Poisson del grupo 1, exp. 1.

Tratamiento Media E.E.
Repollo 22.63 150 A*
Control 5,94 0,77 B
Trébol rosado 4,52 0,62 B
Betarraga 2,66 0,52 C

*Medias con la misma letra no presentan diferencias significativas (p > 0,05) segln prueba de Fisher.

Los resultados para el grupo 2 muestran diferencias significativas entre tratamientos, siendo el
tomate la especie mas atractiva para los NEP y la lechuga la menos tractiva.

Cuadro 4. Medias ajustadas (+ EE) segun el MLG de respuesta Poisson del grupo 2, exp. 1.

Tratamiento Media. E.E
Tomate 16,81 1,38 A*
Acelga 8,65 1,03 B
Prom controles 5,53 0,83 C
Lechuga 2,65 057 D

*Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05) segin prueba de Fisher.

Segun los resultados relativos obtenidos en el experimento 1, se escogio el repollo como la especie
mas atractiva y la lechuga como la menos atractiva para los NEP, por lo tanto, para realizar el
experimento 2 se regé plantas de lechuga con exudados de repollo en uno de los tratamientos.
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Experimento 2. Evaluacién de la capacidad de atraccion de un exudado vegetal de la planta
mas atractiva para Steinernema sp. aislamiento Lican Ray, al ser aplicado en la planta menos
atractiva para este NEP.

El resultado de este ensayo consistio en el conteo total de los NEP vivos y muertos, del mismo
modo que en el experimento 1.

Se comparo el nivel de atraccion de plantas de repollo y plantas de lechugas atacadas por larvas de
A. bilitura y plantas de lechuga sin ataque de larvas y regadas con exudados de repollo.

En este caso se observo que al agregar exudado de repollo en la maceta de lechuga sin larvas, hubo
una menor atraccion de NEP que en el tratamiento del repollo con larvas y lechugas con larva
(cuadro 5).

Cuadro 5. Namero de NEP (vivos y muertos) colectados desde brazos laterales del olfactémetro
(media + DE).

Tratamiento Numero de NEP
(TO) Control 7,319,3
(T1) Repollo 15,9+32,3
(T2) Lechuga c/ex 9,9+10,5
(T3) Lechuga 16,6+19,9

Segun estos resultados, no hubo diferencias significativas (p > 0,05) entre el repollo (T1) y la
lechuga (T3), asi mismo, tampoco se encontraron estas diferencias entre el promedio de los
tratamientos control (TO) y la lechuga regada con los exudados de repollo (T2), como lo muestra el
cuadro 6.

Cuadro 6. Medias ajustadas por el MLG de respuesta Poisson para experimento 2.

Tratamiento PredLin E.E. Media E.E

(T3) Lechuga 2,81 0,08 16,64 1,29 A
(T1) Repollo 2,77 0,08 15,98 1,26 A
(T2) Lechuga c/ex 2,30 0,10 9,98 1,00 B
(TO) Prom control 1,99 0,12 7,31 0,85 B

Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes (p > 0,05) segin prueba de Fisher.

Discusion

De acuerdo a los resultados obtenidos en el experimento 1, al comparar las 6 especies en estudio
cuando son atacadas por larvas de A. bilitura las plantas de repollo fueron las més atractivas para el
NEP Steinernema sp. Sin embargo, considerando que el estudio se llevo a cabo en 2 grupos, el
tomate también figura como una especie atractiva para este NEP.

El distinto nivel de atraccion de NEP que tuvo cada especie vegetal puede deberse a que no todas
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activan la respuesta guardaespaldas frente al ataque de A. bilitura o que dicha respuesta no atrae
especificamente a Steinernema sp. aislamiento Lican Ray.

En un estudio realizado por Weissteiner (2010), utilizando cromatografia de gases y espectrometria
de masas, se identificd cinco compuestos organicos que eran liberados por las raices de plantas de
zanahoria atacadas por dos especies de gusanos. Posteriormente, Lashik y Trdan (2015) estudiaron
el comportamiento de 4 especies de NEP al ser expuestos a dichos compuestos observando que el
comportamiento de cada especie de NEP fue distinto, incluso, algunos NEP fueron repelidos por
algunos de estos compuestos. Entonces, en este estudio pudo haber ocurrido algo similar, al exponer
los NEP a compuestos de distintas plantas y en distinta combinacion.

Por otra parte, los resultados del experimento 2 no mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre el repollo y la lechuga expuesta a larvas L6 de A. bilitura, resultado contrario al
gue se esperaria considerando los resultados en el experimento 1. Esto podria deberse a que ambas
especies fueron analizadas en grupos diferentes, pero al estar juntas, mostraron el mismo nivel de
atraccion, estadisticamente hablando.

Si comparamos los promedios obtenidos por ambas especies en cada experimento (1 y 2), se
observa que el repollo disminuyé su capacidad de atraccion cuando fue enfrentada a la lechuga, y a
su vez, la lechuga aumentd considerablemente su nivel de atraccion en el experimento 2. Lo que
conduce nuevamente, a interpretar estos resultados como que depende mucho la respuesta del NEP,
de acuerdo a las especies vegetales contrastadas en cada olfactometro.

Por otro lado, las plantas de lechuga que fueron regadas con exudados de repollo en el experimento
2 no mostraron diferencias significativas con los tratamientos control (sin plantas) y mostraron un
menor nivel de atraccion con respecto a los otros dos tratamientos.

En la actualidad existen métodos nuevos de extraccion de exudados, como el desarrollado por Eilers
et al. (2015) en el cual estos compuestos radicales son capturados en un recipiente de vidrio con
distintos compartimentos, evitando la filtracién o el escape de estos, representando un método mas
seguro pero a la vez méas costoso a la hora de aplicar exudados radicales.

También se debe considerar que a través del tiempo y la evolucion, cada especie va desarrollando
mecanismos de defensas y en el caso de los insectos, algunos han desarrollado mecanismos para
inhibir las sustancias tdxicas de las plantas e incluso utilizar estas sustancias para repeler a sus
enemigos naturales (Vivanco et al, 2005).

Un estudio previo, realizado por Burgos (2016) en los laboratorios de Entomologia de cultivos y
Nematologia de la Universidad de Chile, utilizando el mismo suelo de este estudio, demostré que
Steinernema sp. aislamiento Lican Ray ejerce hasta un 66,7% de mortalidad de larvas de A. bilitura
ademés de demostrar la capacidad de este nematodo de movilizarse en el suelo y encontrar a su
hospedero, por lo que el suelo no es considerado un factor que modifique los resultados.

Ademés en cada repeticion, larvas centinelas fueron correctamente parasitadas por los NEP,
indicando el buen estado de estos.

La interaccion planta-herviboro-NEP es muy compleja, por lo que hay mucha informacién que
recabar y muchos estudios que realizar para poder avanzar en métodos concretos y efectivos de
control biol6gico usando nematodos entomopatogenos y exudados radicales.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede concluir que:

Las distintas especies horticolas tienen distintos niveles de atraccion hacia el NEP Steinernema sp.
cuando son atacadas por A. bilitura.

De acuerdo al promedio de nematodos atraidos, considerando las 6 especies vegetales estudiadas en
2 grupos de 3 especies cada uno y analizados estadisticamente por separado, la planta que fue mas
atractiva para el NEP fue el repollo, perteneciente al grupo 1 y la menos atractiva fue la lechuga
perteneciente al grupo 2.

Al comparar la lechuga y el repollo en un mismo olfactometro, no presentan diferencias
significativas en su capacidad de atraer NEP cuando son atacadas por A. bilitura.

La aplicacion de la solucion de repollo en plantas de lechuga mostr6 un nivel de atraccion
considerablemente menor que los tratamientos de lechuga y repollo atacados por A. bilitura.
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