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RESUMEN

Con la intencion de buscar alternativas al uso de insecticidas sintéticos es que se ha trabajado
en el control biologico de plagas. Dentro de estos, los nematodos entomopatégenos (NEP)
han sido altamente estudiados como controladores bioldgicos de distintas plagas, entre ellos
se encuentran los NEP del género Steinernema. Para el presente ensayo se utilizo el
aislamiento nativo Steinernema feltiae Lican Ray colectado de un bosque de roble en la
region de la Araucania sobre larvas de Agrotis deprivata (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae).

Ya que la eficacia de los NEP puede verse alterada gracias a factores ambientales es que
existe una necesidad de desarrollar tecnologias para su aplicacion exitosa. Con el objetivo de
evaluar el modo de aplicacion que optimiza la eficacia con que este aislado controla a A.
deprivata, se realiz6 un ensayo con 6 tratamientos: tres corresponden a aplicaciones con NEP,
mediante una suspension acuosa tanto en superficie como a 5 cm de profundidad y otro con
una larva de G. mellonella infestada con NEP. Estos fueron comparados con un tratamiento
control, el cual solo se regd con agua, un tratamiento con insecticida quimico y uno con
insecticida bioldgico. Los tratamientos fueron aplicados sobre plantas de maiz en macetas,
en las cuales se agregé una larva de A. deprivata posterior a la aplicacion de los tratamientos.
Si bien los tres tratamientos con NEP son similares estadisticamente, estos obtuvieron niveles
de sobrevivencia de A. deprivata estadisticamente similares al insecticida quimico, mientras
que ambas aplicaciones con NEP mediante una suspensién demostraron ser mejores que el
insecticida bioldégico comunmente utilizado para el control de esta plaga.

En conclusion, el uso de Steinernema feltiae causa mortalidad sobre A. deprivata y su
potencialidad depende de la forma de inoculacion al momento de realizar la aplicacion,
siendo el tratamiento con NEP mediante una suspension en superficie el mejor al momento
de controlar a A. deprivata y presentar un bajo dafio en las plantas de maiz.

Palabras claves: control bioldgico, aislamiento nativo, grado de proteccion.



ABSTRACT

With the intention of looking for alternatives for the use of synthetic insecticides, is that work
has been done on biological control of pests. Within these, entomopathogenic nematodes
(NEP) have been highly studied as biological controllers of different pests, among them are
NEP of the genus Steinernema. We used for the present test, the native Lican Ray isolation
of this nematode, collected from an oak forest in the region of Araucania on Agrotis deprivata
(Walker) (Lepidoptera: Noctuidae).

Since the effectiveness of NEPs can be altered due to environmental factors, there is a need
to develop technologies for their successful application. With the aim of evaluating the
application mode that optimizes the efficacy with which this isolate controls A. deprivata, a
trial was carried out with 6 treatments: three correspond to applications with NEP, by means
of an aqueous suspension both on the surface and at a depth of 5 cm. and another with a larva
of G. mellonella infested with NEP. These were compared with a control treatment, which
was only irrigated with water, a chemical insecticide treatment and a biological insecticide
treatment. The treatments were applied on corn plants in pots, in which an A. deprivata larva
was added after the application of the treatments. Although the three treatments with NEP
are statistically similar and with a better level of control of the A. deprivata larvae, the
treatments with NEP by means of a suspension increased survival levels of these larvae
statistically similar to the chemical insecticide, while both applications with NEP through a
suspension proved to be better than the biological insecticide commonly used to control this
pest.

In conclusion, it was determined that the use of Steinernema feltiae causes mortality on A.
deprivata and its potential will depend on the method of inoculation at the time of application,
being the treatment with NEP by means of a suspension on the surface the best when
controlling A. deprivata and present low damage to corn plants.

Keywords: biologic control, native isolation, degree of protection.



INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es el tercer cultivo mas sembrado en el mundo luego del trigo y del
arroz, siendo Estados Unidos el principal pais exportador de este cereal. Su produccion se
destina principalmente al consumo animal, seguido por el consumo humano (Faiguenbaum,
2003a). En Chile se presentan buenas condiciones para el cultivo del maiz, principalmente
en las regiones de O’Higgins y del Maule, donde se encuentran las mayores superficies
cultivadas. El Instituto Nacional de Estadistica (INE) preve que para la temporada 2020/2021
los rendimientos de maiz a nivel nacional seran de 102,4 qgm ha’, atn asi, en las regiones
de Nuble y del Bio Bio se obtienen rendimientos cercanos a 122 ¢ ha* (Oficina de Estudios
y Politicas Agrarias [ODEPA], 2021).

Dentro de las plagas de importancia que atacan a este cultivo se encuentran los gusanos
cortadores Agrotis sp., pertenecientes a la familia Noctuidae del orden Lepidoptera los cuales
presentan un aparato bucal masticador pudiendo causar un dafio importante a cultivos
horticolas, anuales y forrajeros en todo el mundo (Urretabizkaya, et al., 2010). En Chile es
una de las familias de insectos de mayor interés agricola, dado la alta polifagia del grupo y
la permanente asociacion con muchos cultivos (Gonzalez, 1989a; Divya y Sankar, 2009a).

Los gusanos cortadores presentan un gran potencial de dafio en maiz durante la primera etapa
del cultivo, su habito de cortar plantas contiguas limita la capacidad de las plantas de volver
a crecer alimentandose sin limitaciones hasta que las plantas presentan ocho hojas (Flores,
2010). Ademas, su ataque se ve favorecido por la practica del monocultivo y por la existencia
de residuos de la cosecha anterior previo a la siembra. El control de esta plaga es basicamente
preventivo, utilizandose generalmente insecticidas liquidos asperjados en superficie 0
granulares aplicados al suelo previo a la siembra (Faiguenbaum, 2003b).

El gusano cortador de la papa, Agrotis deprivata (Walker) (Lepiddptera: Noctuidae), es uno
de los representantes clave del complejo de gusanos cortadores que atacan el maiz. Esta
plaga, de distribucién Neotropical, esta presente en todo Chile, siendo la acelga, papa,
pimenton, esparrago y repollo, maiz, sus principales hospederos. Agrotis deprivata posee
habitos de alimentacion nocturna e inverna en el suelo en estado larvario (Gonzéalez, 1989b).
Las larvas son del tipo eruciforme y recién eclosadas, miden 1mm lo que las hace muy dificil
de detectar en el cultivo hasta su tercer estado. Presentan pupas obtecas de color pardo oscuro
cuando estan proximas a la eclosion de los adultos, los que presentan alas anteriores color
pardo-amarillenta con una mancha color pardo a la mitad de la misma ala. Su ciclo completo
es cercano a los 30 dias dependiendo de las condiciones ambientales (Vitta, 2017).

Si bien el uso de plaguicidas y agroquimicos ha generado un aumento de los rendimientos y
de la produccion de cultivos a nivel mundial, también se ha generado una fuerte dependencia
de estos productos sintéticos debido a su rapidez de accién (Pérez y Landeros, 2009). Este
aumento del uso de productos sintéticos se asocia directamente a la contaminacion de los
ecosistemas, afectando la calidad de los alimentos, el agua y el medio ambiente, junto con



un aumento en la resistencia de las poblaciones plaga a estos productos, generando una
disminucion en la disponibilidad de sustancias activas para lograr un control efectivo
(Barzman et al., 2015; Carvalho, 2017a). Debido a lo anteriormente expuesto y el interés
creciente a nivel mundial de aumentar la produccion de alimentos de calidad e inocuos, se
han desarrollado planes de accion para lograr la disminucion y el uso correcto de plaguicidas
sintéticos, reduciendo asi los impactos negativos y riesgos de su uso. Como alternativas para
esto se encuentra la adopcion de nuevas practicas agricolas y el uso de técnicas del Manejo
Integrado de Plagas, que consideran el uso del control bioldgico, el cual podria desarrollarse
positivamente, aumentando asi su uso y eficacia (Carvalho, 2017b).

En los ultimos afios, el control bioldgico se ha convertido en una opcién viable al uso de
plaguicidas sintéticos (Moraes et al., 2019), que incluye liberaciones de enemigos naturales
exoticos en un ecosistema, intentando suprimir o disminuir la densidad poblacional de
especies plaga, las cuales pueden afectar tanto a la agricultura, silviculturay la salud humana.
Este también se puede implementar a través del aumento o conservacion de enemigos
naturales nativos, y en este contexto, hay un interés creciente por el desarrollo de
bioplaguicidas en base a nematodos entomopatgenos (NEP) (Divya y Sankar, 2009b).

Los NEP corresponden a animales microscopicos que habitan en el suelo. Dentro de los mas
estudiados en control bioldgico se encuentran los nematodos de género Heterorhabditis y
Steinernema de los que se han identificado mas de 85 especies (Shapiro-Ilan et al., 2012a).

Para su uso en control bioldgico los NEP pueden ser producidos in vitro en equipos especiales
0 in vivo en larvas de Galleria mellonella L. (Linnaeus, 1756) (Lepiddptera: Pyralidae),
insecto huésped mas comunmente utilizado para la produccion masiva de estos organismos,
dada la rica fuente de nutrientes disponibles en su cuerpo (Divya y Sankar, 2009c).

El ciclo de vida de los NEP consta de: un estado de huevo, cuatro estados juveniles y un
estado adulto. El tercer estado juvenil (J3) o juvenil infeccioso (J1), es el Unico estado de vida
libre, tiene la boca y el ano cerrados y no puede alimentarse hasta que encuentre un insecto
hospedero. Los NEP esperan en el suelo y con la llegada de un insecto huésped susceptible
se activan siguiendo la gradiente de dioxido de carbono que genera el insecto hospedero hasta
encontrarlo, penetrando por sus aberturas naturales (boca, ano o espiraculos) o bien por
heridas en la cuticula llegando al hemocele de este donde liberan bacterias simbiontes del
género Xenorhabdus. Una vez dentro del insecto, estas bacterias simbiontes se multiplican y
son las responsables de matarlo dentro de 24 a 48 horas. Los NEP se alimentan del caldo de
bacterias y de los tejidos degradados por estas, y se reproducen dentro del insecto huésped,
produciendo 2-3 generaciones de NEP, dependiendo de la cantidad de alimento que
proporciona el hospedero (Divya y Sankar, 2009d; Kaya y Gaugler, 1993a; Gaugler et al.,
1997; Lozano, 2001a).

Steinernema sp. ademas de presentar un alto potencial reproductivo al reciclarse dentro del
insecto hospedero, y, gracias a su baja toxicidad son seguros para vertebrados, plantas y otros
organismos no objetivo (Kaya y Gaugler, 1993b; Fimbres y Flores-Lara 2016).



La eficacia de los NEP como controladores bioldgicos puede verse alterada por diversos
factores tanto bidticos como abidticos, los que pueden incluir textura del suelo, humedad,
radiacion UV, temperatura, o enemigos naturales como invertebrados, depredadores y
hongos (Kaya y Gaugler, 1993c). Uno de los factores bidticos mas importante a considerar
es la afinidad que existe entre el controlador bioldgico y la plaga objetivo (Shapiro-llan et
al., 2012b). Por otro lado, entre los factores abidticos, la temperatura es uno de los factores
importantes que afectan la infectividad, desarrollo y reproduccion de los NEP los cuales
pueden soportar temperaturas de hasta 30-32°C y mantener su viabilidad (Hazir, 2001;
Lozano, 2001b). Ademas, la humedad en el suelo es sustancial para la sobrevivencia y
movilidad de los NEP, donde sus niveles éptimos varian segtn el nematodo y la textura de
suelo (Shapiro-Ilan et al., 2012c). Al ser susceptibles a las condiciones ambientales, durante
la aplicacion como controladores bioldgicos de plagas, los NEP necesitan cierto grado de
proteccion para mantener su viabilidad e infectividad.

Debido a su gran potencial como controladores bioldgicos, se ha desarrollado una amplia
gama de tecnologias para la aplicacion de los NEP como bioplagicidas, incluidos equipos de
pulverizacion y distintos sistemas de riego, donde el tipo de aplicacion va a depender de las
condiciones ambientales del sistema, del cultivo utilizado y la superficie a tratar (Shapiro-
Ilan et al., 2006; Shapiro-Ilan et al., 2012d). Ademas, dentro de las aplicaciones en el suelo
con NEP, es posible encontrar diversas formulaciones como soluciones acuosas, gel
hidrosoluble, esponjas, arcilla, cebos, aplicaciones granulares, cadaveres de insectos, etc,
destinadas a facilitar la aplicacion en terreno, mejorar la eficacia de las aplicaciones y
prolongar la vida Util de los nematodos reduciendo su metabolismo mediante refrigeracion o
desecacion parciales de estos, protegiéndolos de los factores abidticos adversos mencionados
anteriormente (Shapiro-llan et al., 2012e; Urtubia 2013 ; Bogantes et al., 2018).

En Chile, el Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA) ha estado en la busqueda de
nematodos entomopatdgenos, los que han sido encontrados con mayor abundancia en el
extremo sur, presentando adaptaciones y preferencias a climas frios, constituyendo una base
para ser utilizada en el control bioldgico de insectos plaga (France, 2003).

Asi mismo, el laboratorio de Nematologia de la Universidad de Chile, cuenta con una
coleccidn propia que incluye varios aislados nativos. Uno de ellos, el aislamiento Lican Ray
perteneciente a la especie Steinernema feltiae (Filipjev, 1934), el cual fue colectado desde un
bosque de roble ubicado en la comuna de Lican Ray, Villarrica, region de la Araucania
(Flores et al., 2021).

Estudios conducidos por los Laboratorios de Nematologia y de Entomologia de Cultivos de
esta Facultad han demostrado la capacidad del aislamiento Lican Ray de atacar larvas de A.
deprivata en suelos arcillosos y de reproducirse en el hospedero dando vida a nuevas
generaciones de JI (Burgos, 2017).



Hipotesis

El modo de aplicacion del NEP nativo Steinernema feltiae aislamiento Lican Ray afecta la
mortalidad de larvas de A. deprivata en plantas de maiz en maceta.

Objetivo

Evaluar el grado de proteccion con que Steinernema feltiae aislamiento Lican Ray debe ser
aplicado al suelo para potenciar su eficacia.



METODOLOGIA

Lugar de estudio

El ensayo se realizé en la primavera del afio 2017, en el Laboratorio de Entomologia de
Cultivos de la Facultad de Ciencias Agronémicas de la Universidad de Chile, ubicada en La
Pintana, Santiago, Region Metropolitana.

Multiplicacién de Nematodos Entomopatdgenos

Antes de comenzar el ensayo todos los materiales de laboratorio fueron esterilizados y/o
sanitizados con una solucion de etanol al 70%, mientras que el suelo utilizado fue
autoclavado.

Los NEP utilizados fueron multiplicados in vivo segun el protocolo descrito por Kaya y Stock
(1997), el cual involucra el uso de trampas White y larvas de Gltimo estadio de G. mellonella,
explicado a continuacion.

Las larvas de G. mellonella utilizadas para la reproduccién masiva de los NEP y para los
ensayos, se obtuvieron de una crianza perteneciente a los Laboratorios de Nematologia y
Entomologia de Cultivos de la Facultad. La crianza de G. mellonella se realizd en camaras
oscuras a 25°C sobre dietas artificiales en base a cereales, en contenedores plasticos con tapa
adaptada con ventilacion.

Una vez emergidos los adultos de G. mellonella de los contenedores, estos se traspasaron sin
sexar, en numero entre 25-30 individuos, a envases de vidrio de 20 x 8 cm (alto x didmetro),
con tapa con ventilacion. Dentro de los envases de vidrio se dejé un trozo de papel de 20 x
10 cm, plegado en forma de acordedn, como sustrato para la ovipostura (Figura 1). A las 48
horas, estos papeles fueron extraidos y colocados en contenedores plasticos con dieta y
rotulados con la fecha.



Figura 1. Adultos de G. mellonella en frascos de ovipostura.

Para la inoculacion con NEP en placas Petri se utilizaron 5 larvas de G. mellonella con un
peso superior a 0,28 gramos. En la base de la placa Petri se coloco un papel filtro, sobre el
cual se aplicd con una pipeta una suspension de 1mL de agua destilada con un total de 600
JI. Luego de asegurar una distribucién homogénea de la solucion en la placa se introdujeron
las larvas previamente seleccionadas. La placa fue rotulada e introducida dentro de una bolsa
plastica con una base de papel absorbente himedo produciendo asi una cdmara himeda, en
una incubadora a 20°C.

Luego de 2-3 dias post inoculacion, las larvas muertas fueron traspasadas a trampas White.
En los bordes de la placa pequefia se colocaron los cadaveres de G. mellonella y en la placa
externa se agregd agua destilada. Pasados 5 dias desde la inoculacién, al emerger los
juveniles infecciosos de los cadaveres, se desplazaron al agua en blsqueda de humedad
(Figura 2).

Tras la emergencia de los NEP desde el hospedero, lo cual se determiné bajo observaciones
con una lupa estereoscopica, fueron cosechados y almacenados en agua destilada (Figura 2),
en una camara a baja temperatura hasta su uso, por no méas de 4 semanas.



Figura 2. (A) Larvas de G. mellonella muertas recientemente por ataque de NEP en trampa
White. (B) NEP emergiendo de larvas de G. mellonella en trampa White. (C) Cosecha

de NEP desde trampa White previo a ser almacenado a baja temperatura.

Crianza de A. deprivata

Para la obtencion de una nueva generacion de A. deprivata, se capturaron adultos desde una
camara de crianza en frascos de plastico transparentes los cuales fueron monitoreados a diario
hasta la aparicion de huevos.

Desde la eclosion las larvas se alimentaron con hojas de lechuga (Lactuca sativa L.)
producidas sin aplicacion de plaguicidas, y fueron aisladas individualmente en frascos de
plastico transparente debido a su comportamiento canibal (Figura 3). A medida que las larvas
crecieron se cambiaron a frascos méas grandes para su comodidad, hasta alcanzar el estado
requerido para el ensayo.
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Figura 3. (A) Larvas de A. deprivata recien separadas para evitar conductas canibales. (B)
Larvas de A. deprivata de tercer estadio aisladas individualmente con comida.

Sustrato

El suelo, de textura franco arenosa, se obtuvo de los primeros 40 cm del perfil en una zona
sin uso agricola en el campo experimental de la Facultad de Ciencias Agrondmicas de la
Universidad de Chile, perteneciente a la serie Santiago (CIREN, 1996).

Se tamiz6 el suelo para evitar la presencia de piedras y terrones de gran tamafo, y se mezcld
con turba y perlita en una relacion 2:1:1, colocando la mezcla en baldes de 10 litros, los que
se sellaron con papel aluminio y autoclavaron para descartar la presencia de otros
organismos. Previo a su uso los baldes fueron perforados, el sustrato se reg6 y se dejé drenar
por 48 h hasta llegar a capacidad de campo.

Experimento

Se realiz6 un experimento para evaluar la relacién del grado de proteccion de los NEP al ser
aplicados al suelo y su efectividad para causar mortalidad sobre A. deprivata y, el dafio de
estas larvas sobre las plantas de maiz. Ademas, con el motivo de evaluar la virulencia y
persistencia de los NEP, se utilizaron larvas de G. mellonella, un hospedero comunmente
utilizado para la reproduccion de NEP.

Las macetas sobre las cuales se aplicaron los tratamientos fueron evaluadas diariamente en
busca de actividad de las larvas de A. deprivata en superficie 0 mediante el dafio observado
en las plantas de maiz, donde cada maceta se encontraba sellada completamente con una
pantalla plastica, cubierta por una malla para evitar la fuga de las larvas y permitir la entrada
de oxigeno (Figura 4).
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Figura 4. Adaptacion de macetas para evitar la fuga de larvas de A. deprivata.

Aplicacion de Tratamientos

Se llenaron macetas de 2 litros de suelo esterilizado, en las cuales se sembraron 5 semillas
orgénicas de maiz, distribuidas de manera uniforme, dejando libre el centro de la maceta,
estas fueron previamente germinadas durante tres dias en agar estéril al 1%. Una vez en la

maceta, cuando las plantulas tuvieron en promedio entre 2 y 4 hojas desplegadas se aplicaron
los seis tratamientos descritos en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Descripcion de los tratamientos aplicados.
Tratamiento Descripcion

Se enterr6 un cadaver de larva de G. mellonella previamente inoculada con NEP en
el centro de la maceta a una profundidad de 5 cm (Figura 5). La larva fue inoculada
NEPen 3 gi d ilizad sndol do d ional stod
cadaver fas antes de ser utilizada, aportandole un grado de proteccion a los nematodos.
Para este tratamiento, se determind previamente el tiempo que debia transcurrir
desde la inoculacion de G. mellonella para obtener la cantidad requerida de JI.
NEP 5cmde Se inyectaron 5 mL de suspension al suelo con un total estimado de 600 JI a una
profundidad profundidad de 5 cm al centro de la maceta.

Con una pipeta se aplicaron 5 mL de una suspension con un total estimado de 600

JI directamente sobre el suelo en el centro de la maceta, quedando estos expuestos a
factores ambientales.

NEP en
superficie

Control Macetas regadas con agua.
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. Insecticida sintético utilizado comdnmente para el control de A. deprivata con
Insecticida  nompre comercial Lorshan Plus, ingrediente activo clorpirifos (Dow AgroScience),
SINELICO 4 |3 dosis recomendada por la etiqueta de 1 L ha** (Figura 5).

L Insecticida bioldgico formulado a base de Bacillus thuringiensis (Bt) con nombre
Insecticida  comercial Dipel (Bayer Corp Science) a la dosis recomendada en la etiqueta de 1000
biologico 4 a1 (Figura 5).

La manipulacion previa y al momento de la aplicacion de los tratamientos con insecticidas
se realizo bajo las medidas de seguridad pertinentes.

Desde la aplicacion de los tratamientos en las macetas se registraron las temperaturas del
suelo y del ambiente dado a que es un factor determinante en la funcionalidad y sobrevivencia
de los NEP.

Figua 5. (A) Aplicacion de tratamiento T en plantas de maiz. (B) Aplicacion de tratamiento
Ts en plantas de maiz. (C) Aplicacion de tratamiento Te €n plantas de maiz.

Exposicion de larvas de A. deprivata y G. mellonella a NEP

Veinticuatro horas posteriores a la aplicacion de los tratamientos, se coloc6 una larva de A.
deprivata en su estadio L6 en la superficie del suelo al centro de cada maceta. El estado de
desarrollo fue determinado mediante la medicion de la distancia entre las setas frontales de
la capsula cefalica.

Ademas, se ubico en cada maceta, a 5 cm de profundidad, un tubo Eppendorf de 1,5 mL, el
cual fue rellenado con suelo y una larva de G. mellonella en su altimo estadio, como un
control. El tubo se perford en todo su contorno para permitir el intercambio gaseoso y la
entrada de los NEP (Figura 6).
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A A e B

Figura 6. (A) Tubo Eppendorf perforado para permitir intercambio gaseoso y entrada de NEP.
(B) Tubo Eppendorf relleno, listo para ser aplicado en la maceta.

Evaluacion del dafio en las plantulas de maiz y sobrevivencia de A. deprivata y G.
mellonella

Transcurrida una semana desde la exposicion de las larvas a los tratamientos, se midi6 el
dafio en las plantulas de cada maceta, considerando la cantidad promedio de hojas dafiadas.
También se extrajeron los tubos Eppendorf con las larvas de G. mellonella y se vaciaron las
macetas para recuperar las larvas de A. deprivata. Aquellas larvas de ambas especies que
presentaron sintomas de parasitacion por NEP fueron pasadas individualmente a trampas
White en camaras a 20°C hasta observar emergencia de los NEP desde los cadaveres.

Disefio experimental

Para la aplicacion de los tratamientos se utilizd un disefio en blogues completamente al azar
con 6 tratamientos, 12 repeticiones por cada uno. La disposicion de los blogues se hizo en
hileras segun exposicion solar. En cada hilera se puso una maceta correspondiente a cada
tratamiento, separadas a una distancia de 5 cm entre si, sobre las hileras los tratamientos se
distribuyeron al azar. Ademas, se puso un borde con dos macetas a lo largo y ancho de las
hileras para evitar la exposicion de las macetas mas externas (Figura 7). Las macetas se
pusieron sobre un plastico y dentro de un tdnel de tul para evitar la entrada de insectos o aves
no deseados, se regaron segun necesidad, evaluando visualmente la humedad presente en el
suelo a través de la pantalla que las cubria sin permitir que llegase a secarse, antes y durante
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el experimento.

Figura 7. Disposicion de bloques con sus respectivos tratamientos en terreno.

Analisis estadistico

Los resultados sobre la supervivencia de las larvas tanto de A. deprivata como de G.
mellonella fueron analizados con un Modelo lineal generalizado de respuesta Binomial,
dado que la variable a analizar es vivo/muerto.

Los resultados de dafios sobre las plantas en los distintos tratamientos fueron analizados con
un analisis de varianza (ANDEVA) al 5% de nivel de significancia, utilizando el programa
Infostat. Para detectar diferencias significativas entre las medias, se utiliz la prueba de
comparacion de Tukey al 5%.
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RESULTADOS

En el Cuadro 2 se muestran las temperaturas maximas y minimas obtenidas en el suelo y el
ambiente durante los 8 dias siguientes a la aplicacidn de los tratamientos. Se destacan en gris
las temperaturas extremas registradas.

Cuadro 2. Temperaturas (°C) méximas y minimas registradas en el ambiente y en el suelo
durante los dias desde la aplicacion de los tratamientos.

Temperatura °C
Dias desde la aplicacion de los tratamientos

1 2 3 4 5 6 7 8

T°max 26,8 26,9 26,3 26,3 25,6 26,2 26,0 27,3

Alire T°min 19,8 1915 19,5 19,1 18,7 19,3 19,5 19,7

T°max 30,1 30,7 32,2 34,1 32,3 30,7 31,0 27,1

U0 remin 130 137 117 122 133 124 132 139

1. Determinacion del dafio de A. deprivata sobre plantas de maiz

La determinacién del dafio de A. deprivata sobre las plantas se hizo en base al dafio final
evaluado en el dia en que se desmonto el experimento. Por otro lado, las plantas de maiz
fueron observadas diariamente en busca de actividad y dafios visibles, este ultimo comenzé
a disminuir a partir del tercer dia desde que se colocaron las larvas de A. deprivata en las
macetas.

En todos los tratamientos aplicados el nimero promedio de hojas presentes fue similar, lo
que sugiere que las larvas de A. deprivata tuvieron acceso a una cantidad similar de alimento
en todos ellos.

En el Cuadro 3 se muestra el porcentaje de hojas dafiadas en cada tratamiento, demostrando
que todos presentan algun grado de dafio. El tratamiento que presentd el mayor porcentaje de
hojas dafiadas fue el tratamiento en el cual se aplicaron NEP por medio de un cadaver,
Ilegando a generar un 21% de dafio. Por otro lado, el tratamiento con insecticida bioldgico
Dipel y el tratamiento con NEP en superficie obtuvieron el menor porcentaje de hojas
dafadas, llegando este a un 1% de dafio, existiendo una diferencia porcentual de un 20% de
dafo entre los mejores y peores tratamientos.
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Cuadro 3. Porcentaje de hojas dafiadas (%) en el total de las plantas de maiz dentro de cada
tratamiento, causado por larvas de A. deprivata luego de terminado el experimento.

Tratamiento  Cantidad promedio de hojas dafiadas E.E
(%)

NEP cadaver 21 a +0,11
Control - Agua 18 a +0,1
Quimico 8 ab +0,05
NEP 5 cm 6 abc +0,04
Bioldgico 1 bc +0,01
NEP superficie 1c +0,01

Promedios dentro de la columna seguida con una letra diferente son significativamente diferentes (P< 0,05) segln test de
Tukey. EE (Error Estandar) de la variable dafio promedio de hojas dafiadas sometida a analisis estadistico.

2. Determinacidn de la sobrevivencia de A. deprivata

Las larvas recolectadas muertas de los tratamientos con NEP presentaron sintomas visuales
de parasitacion por NEP, observandose un cambio de color, tornandose los cadaveres mas
oscuros y perdiendo firmeza.

En el Cuadro 4 se presenta el porcentaje de larvas vivas de A. deprivata una vez terminado
el periodo experimental, donde es posible observar que el tratamiento control, en el cual solo
se aplicd agua a las macetas, obtuvo un 100% de sobrevivencia. Al contrario, los dos
tratamientos en los cuales se aplicaron NEP, ya sea en superficie 0 a 5 cm de profundidad,
obtuvieron los menores porcentajes de sobrevivencia de larvas de A. deprivata con un 16 y
14 % respectivamente, existiendo una diferencia porcentual de un 84% entre los mejores y
peores tratamientos.

Cuadro 4. Proporcion de larvas vivas (%) de A. deprivata causadas por los tratamientos
aplicados, finalizado el experimento.

Tratamiento Sobrevivencia de A. deprivata E.E
(%)

Control - Agua 100 a + 0,0000026
Bioldgico 74 b +0,2
NEP cadaver 39 bc +0,21
Quimico 29 ¢ +0,17
NEP superficial 16 ¢ +0,15
NEP 5 cm 14 ¢ +0,13

Promedios dentro de la columna seguida con una letra diferente son significativamente diferentes (P< 0,05) segun test de
Tukey. EE (Error Estandar) de la proporcion de larvas vivas de A. deprivata sometida a andlisis estadistico.

Finalmente, estos resultados indican que existen diferencias estadisticamente significativas
entre el porcentaje de larvas vivas de A. deprivata causada por los distintos tratamientos
aplicados, donde los tratamientos con NEP mediante una suspension obtuvieron niveles de
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sobrevivencia de estas larvas estadisticamente similares al insecticida quimico, mientras que
la aplicacion mediante un cadaver de G. mellonella fue similar estadisticamente a ambos
insecticidas utilizados comdnmente en el control de A. deprivata (p<0,05).

3. Determinacion de la sobrevivencia de G. mellonella

En el Cuadro 5 es posible observar la proporcion de sobrevivencia de larvas de G. mellonella,
donde el tratamiento control, en el cual solo se regd con agua destilada obtuvo un 100% de
sobrevivencia, presentando todas las larvas vivas envueltas en seda terminado el
experimento. lgualmente, el insecticida bioldgico Dipel junto con el insecticida quimico
Lorsban Plus presentaron un 100% de sobrevivencia. Los tres tratamientos en los cuales se
utilizaron NEP no presentaron diferencias significativas entre ellos, observandose
practicamente nula sobrevivencia de G. mellonella, presentandose todos los individuos de G.
mellonella muertos. Con respecto a las larvas muertas, se desconoce el dia exacto de su
muerte dado a que estas se encontraban bajo tierra.

Cuadro 5. Proporcion de larvas vivas (%) de G. mellonella causadas por los tratamientos
aplicados, finalizado el experimento.

Tratamiento Sobrevivencia de G. mellonella E.E
(%)
Control - Agua 100 a +0
Biologico 100 a +1,9E-11
Quimico 100 a +0,000016
NEP cadaver 0,0004 b +0,000018
NEP superficial 0b +0
NEP 5 cm 0b +0

Promedios dentro de la columna seguida con una letra diferente son significativamente diferentes (P< 0,05) segln test de
Tukey. EE (Error Estandar) de la proporcion de larvas vivas de G. mellonella sometida a analisis estadistico.
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DISCUSION

Los gusanos cortadores provocan un gran dafio en cultivos como el maiz, generado por la
pérdida de plantas, principalmente entre la etapa de siembra y la emergencia del cultivo
(Flores et. al, 2014.; Urretabizkaya, 2018). Debido a esto y por su habito de corte de plantas,
se esperaria un gran porcentaje de plantas dafiadas por parte de estas larvas sobre las plantas
de maiz. Sin embargo, y sin considerar el efecto de los NEP sobre A. deprivata, el mayor
porcentaje de dafio alcanzado en las plantas de maiz fue de un 21% cuando las plantas se
trataron con NEP por medio de un cadaver de G. mellonella, seguido a este el tratamiento
control, del cual se esperaria el mayor porcentaje de dafio, present6 un 18%. Estos resultados
estan por encima de los obtenidos con el tratamiento con NEP mediante una suspension en
superficie y el insecticida bioldgico, los cuales no superan el 1% de dafio (Cuadro 3).

Igualmente, se esperaria que al existir una mayor sobrevivencia de A. deprivata, el dafio
ocasionado en las plantas de maiz fuese mayor, sin embargo, este escenario no es tan simple
de apreciar. Si bien se pudo observar que el tratamiento control, el cual presentd una
sobrevivencia de un 100% y que gener6 un 18% de hojas dafiadas; existen tratamientos con
sobrevivencias menores que obtuvieron un mayor dafio en hojas, este es el caso del
tratamiento NEP cadaver que presentd una sobrevivencia de 39% pero causd un alto
porcentaje de dafio (Cuadros 3 y 4). Por el contrario, el tratamiento con insecticida bioldgico
present6 un gran porcentaje de sobrevivencia (74%) mientras que el dafio causado en las
hojas fue casi nulo (1%).

En un estudio para evaluar la capacidad de atraccion de seis especies horticolas ante NEP del
género Steinernema al ser atacadas por el gusano cortador de la papa Agrotis deprivata,
Quezada (2018), concluyé que distintas especies horticolas, entre ellas maiz, generan
diferentes niveles de atraccion hacia los nematodos luego de ser atacadas por las larvas de A.
deprivata. Asi mismo, es de conocimiento que las sefiales de didoxido de carbono (CO2)
emitidas por los insectos huésped atraen a varias especies de NEP, y, estas también son
emitidas por las raices de las plantas. De hecho, existen sefiales provenientes de plantas
dafadas que podrian ser mas llamativas que las sefiales quimicas emitidas por el hospedador,
por ejemplo, se ha demostrado que nematodos entomopatdgenos Heterorhabditis megidis se
sienten mas atraidos a plantas de maiz que estaban siendo dafiadas por larvas del gusano de
la raiz del maiz occidental Diabrotica virgifera, que a plantas sanas (Johnson y Rasmann,
2015; Rasmann et. al, 2005).

Dada la informacion bibliogréafica revisada, queda en evidencia la posible existencia de una
relacion entre el ataque de A. deprivata a las plantas de maiz y su sobrevivencia frente a los
NEP, demostrando que, al existir un dafio sobre las plantas estas son capaces de generar una
respuesta capaz de atraer a los nematodos entomopatogenos, facilitando el control sobre la
plaga. Este hecho no es tan claro en el presente estudio, sin considerar el tiempo de accion
de los NEP sobre las larvas, se esperaria que en el tratamiento en el cual se aplicaron NEP
por medio de un cadaver de G. mellonella, donde se obtuvo el mayor porcentaje de hojas
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dafadas (21%), las plantas de maiz generaran una sefial capaz de atraer a los NEP hacia ellas,
obteniendo porcentajes de sobrevivencia de A. deprivata menores, sin embargo, este alcanzo
un 39%. Por otra parte, en los tratamientos que se utilizaron NEP por medio de una
suspension, ya sea a 5 cm de profundidad o en superficie, el dafio causado en las plantas fue
minimo (6 y 1%) y se obtuvieron porcentajes de sobrevivencia menores (14 y 16%
respectivamente), demostrando que en este ensayo el ataque de A. deprivata sobre las plantas
de maiz no influy6 en la sobrevivencia de estas ante los NEP.

De acuerdo con los resultados obtenidos sobre la sobrevivencia de A. deprivata, en los tres
tratamientos en los cuales se utilizaron NEP del género Steinernema los porcentajes de
sobrevivencia fueron menores a un 40%. Estos resultados serian méas bajos a los obtenidos
en un estudio previo realizado por Burgos (2017), quien demostré que Steinernema sp.
aislamiento Lican Ray causé hasta 40% de mortalidad acumulada sobre A. deprivata en
macetas, presentando sobrevivencias cercanas a un 60% al quinto dia después de la
inoculacion. Sin embargo, en dicho trabajo también se observaron niveles de 10% de
sobrevivencia al tercer dia después de aplicado el tratamiento sobre A. deprivata en placa
Petri. Con estos antecedentes queda en evidencia la diferencia en la efectividad y en el tiempo
de infeccion de los NEP al ser aplicados directamente sobre su presa objetivo o sobre el
sustrato en el cual la presa vive.

De lo anterior, podria esperarse que el tratamiento en el cual se aplicaron los NEP con algun
grado de proteccion, por medio de una larva de G. mellonella presentara una sobrevivencia
mayor o una eficacia tardia en comparacion a los tratamientos en los cuales los NEP se
aplicaron mediante una suspension. Existen informes que revelan la existencia de ventajas al
aplicar los NEP mediante un cadaver comparado a una solucién acuosa generando una mayor
supervivencia, infectividad y eficacia (Shapiro-llan et al., 2012). Si bien se realizaron
observaciones diarias sobre la maceta y la actividad de las larvas sobre las plantas, la
sobrevivencia de A. deprivata se midio al momento de levantar el ensayo. Sin embargo, el
hecho de que existiera un mayor ataque sobre las plantas de maiz en el tratamiento con NEP
a través del cadaver de G. mellonella se puede atribuir a que los nemaétodos, al presentar un
grado de proteccion mayor y tener que emerger de la larva, tardaran mas en generar un
control. Del Valle et al. (2011), en un estudio para evaluar la influencia del periodo de tiempo
entre la infeccidon de G. mellonella con NEP y la aplicacion al suelo de estos cadaveres, con
la emergencia de JI de estos, recomienda el uso de NEP por medio de cadaveres incubados
en periodos de 6 a 10 dias desde la infeccion hasta el uso del cadaver. Demostrando que
periodos de tiempo de 6 dias mostraron una emergencia de JI significativamente mayor que
periodos de 12 dias, evaluando que mientras mas tiempo transcurre entre la infeccion del
cadaver y su uso, estos se desecan, pierden turgencia fisica y se vuelven mas susceptibles a
rupturas.

Todos estos antecedentes indicarian que el hecho de que los neméatodos se aplicaran con
alguiin grado de proteccion, genere un retraso en la accion de los NEP sobre su presa objetivo.
Esto es posible de notar al comparar la relacién entre el porcentaje de sobrevivencia con el
dafio en las plantas en los tratamientos, donde es posible ver que los tratamientos con NEP
mediante una suspension obtuvieron menores porcentajes de dafios en las plantas de maiz en
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comparacion al tratamiento con NEP mediante un cadaver de G. mellonella, siendo el
tratamiento en el cual se aplicaron los NEP en superficie el mas eficiente al momento de
controlar a A. deprivata y evitar el dafio en el cultivo.

Los tres tratamientos en los cuales se utilizaron NEP presentaron resultados estadisticamente
similares sobre el porcentaje de sobrevivencia de A. deprivata, y a su vez, estos son
estadisticamente similares al insecticida quimico utilizado. Asi mismo, la aplicacion de NEP
por medio de una suspension, a 5 cm de profundidad y en superficie, presentan un mejor
control que el insecticida biolégico comUnmente utilizado para el control de A. deprivata,
demostrando la potencial efectividad que presentan los NEP como controladores biolégicos
(Cuadro 3).

Con respecto a los resultados obtenidos con el insecticida bioldgico, el cual presentd una
supervivencia de A. deprivata de un 74% pero tan solo se observo un 1% de dafio en las
plantas, es posible observar una discordancia en los resultados, donde se hubiese esperado
que al haber un mayor porcentaje de sobrevivencia, las larvas hubiesen generado un mayor
dafio en las plantas de maiz. Al ser una plaga del suelo, y este alcanzar temperaturas
superiores a los 30° podria ser que las larvas disminuyeran su metabolismo por estrés. Sin
embargo, de ser asi todos los tratamientos presentarian un dafio en las plantas similar a este
tratamiento. Flores (2014), expresa que A. deprivata es capaz de generar grandes ataques a
cultivos en escenarios de altas temperaturas y baja humedad, ademas, en un estudio realizado
por Rios (2016) para determinar los requerimientos térmicos de Lobesia botrana,
perteneciente al orden Lepiddptera, se determind que las temperaturas mas adecuadas para
su desarrollo van desde los 10 a los 30°C como maximo. Otra posible explicacion seria que
las larvas, al estar en su ultimo estadio se preparasen para pupar, o que generaria una
disminucion en su actividad, pero de igual forma esto ocurriria de manera similar en todos
los tratamientos.

En otros estudios reportados en la literatura sobre el control bioldgico de gusanos cortadores,
se ha evaluado el uso de Thymebatis sp., especies parasitas perteneciente al género
Hymenoptera, en el cual la avispa adulta ataca a las orugas en desarrollo, parasitandolas, y
creciendo la larva de ésta en su huésped mientras ésta ultima se desarrolla. Si bien, el uso de
este parasito ha reportado hasta un 30% de sobrevivencia en orugas cortadoras su eficiencia
suele ser menor, presentando entre un 80-60% de sobrevivencia (Aragon, 1997; Aragon,
2000). Estos resultados presentarian una sobrevivencia mayor a las obtenidas en el presente
ensayo con el uso de NEP como controladores biolégicos, demostrando que los NEP del
género Steinernema serian una mejor opcién sobre otros controladores biolégicos al
momento de buscar una alternativa al control de A. deprivata.

Con respecto a los resultados obtenidos en relacion con la sobrevivencia de G. mellonella, se
puede observar que los tres tratamientos con NEP presentaron sobrevivencias de un 0%,
siendo los tratamientos que obtuvieron mejores resultados, demostrando asi su efectividad
en el control de insectos que estan inmdviles en el suelo. Estos resultados superan a los
obtenidos en un ensayo previo realizado por Burgos (2017), quien obtuvo resultados mayores
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de sobrevivencia al utilizar Steinernema sp. aislamiento Lican Ray sobre larvas de G.
mellonella en macetas, logrando un 66,7% de mortalidad en el Gltimo dia del experimento.
Con respecto a los tratamientos con insecticidas comerciales y el tratamiento control, los tres
obtuvieron porcentajes de sobrevivencia de un 100%. La sobrevivencia de todos los
individuos de G. mellonella indica que estas larvas pueden sobrevivir sin alimento por un
periodo de al menos 8 dias. Ademas, dado a que las larvas se encontraban en profundidad, se
demuestra que los NEP fueron capaces de moverse en busca de un hospedero, coincidiendo
con lo reportado por Vidal (2014), donde se determind que, en suelos francos, NEP del
aislamiento S. feltiae Lican Ray, son capaces de desplazarse sin dificultad hasta por 30 cm,
logrando la mortalidad del 100% sobre larvas de G. mellonella. Por esta razon, el suelo
utilizado no seria una limitante en la movilidad e infectividad de los NEP ante G. mellonella
y A. deprivata.

Con relacion a la incidencia de los factores ambientales sobre el ataque de los NEP sobre A.
deprivata y G. mellonella, se sabe que los JI son capaces de sobrevivir a las condiciones
ambientales dentro del cadaver huésped, que su supervivencia varia segun la especie y
dependera de las condiciones en las que se encuentra el cadaver. Por ejemplo, en condiciones
tanto de baja humedad relativa como de bajas temperaturas se ha observado una disminucién
de la emergencia de los NEP desde el huésped, Ilegando a provocar su muerte (Brown and
Gaugler, 1997).

Alvarado (2012), determiné que la temperatura en la cual Steinernena sp. aislado Lican Ray
puede infectar y reproducirse dentro de G. mellonella, fluctua entre los 10 y 30°C, con un
Optimo entre 25 a 28°C (Hazir et al, 2001; Miles et al, 2012). Con respecto al ensayo actual,
las temperaturas mas bajas registradas en el suelo fueron superiores a los 11°C, mientras que
las temperaturas mas altas registradas diariamente superaron los 30°C desde el dia uno de la
aplicacion de los tratamientos, llegando a alcanzar los 34°C en el cuarto dia desde iniciado
el experimento (Cuadro 2).

La temperatura no es el Unico factor para considerar en la aplicacion de los NEP, por ejemplo,
estudios realizados por Brown y Gaugler (1997), muestran que la humedad del suelo afecta
la mortalidad de los NEP dentro del cadaver de G. mellonella, con una evidente disminucién
en la emergencia de S. feltiae del cadaver bajo condiciones de 75% de humedad relativa. A
su vez, se ha demostrado que la humedad del suelo influye en la aparicion de los Ji
provenientes de los cadaveres hospederos, afectando a las diferentes especies de manera
distinta, y que ademas estos pueden sobrevivir dentro de los cadaveres en desecacién en
suelos con bajos contenidos de humedad (Koppenhofer et al., 1997). Sdenz (2008), demostrd
que la humedad del suelo afecta la movilidad de los nematodos hacia el hospedero en suelo
franco arenoso con cuatro niveles de humedad (0%, 15%, 30% y 45%), obteniendo como
resultado una disminucion en el namero de JI en suelo con 15 y 45% de humedad. Esto se
vio reflejado en la mortalidad obtenida sobre larvas de Sagalassa valida, llegando a disminuir
un 75% en suelos con 30% de humedad. En este trabajo, al haber sido regadas las plantas
segun necesidad, la humedad del suelo no seria un problema para evaluar la efectividad de
los nematodos.
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Con respecto a otros factores ambientales, es de conocimiento que la radiacion UV es
perjudicial para los neméatodos, por esto, en las aplicaciones superficiales con NEP por medio
de una suspension, en las cuales los neméatodos quedan completamente expuestos, es
recomendable realizar las aplicaciones temprano en la mafiana o al atardecer (Shapiro-Ilan et
al., 2006). Si bien, Shapiro-llan et al., (2006) recomienda realizar la aplicacion de
suspensiones bajo superficie para mejorar la eficacia y evitar la exposicion a la radiacion
ultravioleta, el presente informe no evidencié diferencias estadisticamente significativas
entre el tratamiento con NEP mediante una suspensién a 5 cm de profundidad y en superficie
(14 y 16 % respectivamente).

Debido a los datos recopilados con respecto a los factores ambientales, las altas temperaturas
alcanzadas en el suelo podrian generar una incidencia sobre los resultados obtenidos en el
presente ensayo. Para lograr un control efectivo, se deben considerar las condiciones
ambientales del medio al momento de utilizar de NEP como controladores bioldgicos,
principalmente en su uso mediante un cadaver de G. mellonella dado el hecho de que estos
deben salir en 6ptimas condiciones del cadaver antes de poder generar un control.

Por otro lado, se ha reportado el uso de NEP del género Steinernema en el control de otras
plagas. Por ejemplo, Saenz (2003), en un estudio realizado en Costa Rica, observo que S.
feltiae lograba niveles de mortalidad de 100 y 88% sobre Tecia solanivora y Clavipalpus
ursinus, respectivamente. Atribuyendo la diferencia en su grado de infeccion en las
diferencias morfoldgicas de los insectos. En Chile, en ensayos realizados con nematodos
entomopatogenos sobre curculidnidos, se ha visto disminuida la emergencia de adultos en
especies como el cabrito en hasta un 75% (Aegorhinus superciliosus) y hasta un 68% en el
capachito de los frutales (Naupactus cervinus), considerandose un buen nivel de control dado
la dificultad de control de estas larvas, mostrando asi su efectividad en el control de la plaga
y en la disminucion de la presion de esta para la temporada siguiente (Rozas, 2009; France,
2013). Estos resultados se asemejan a los porcentajes de sobrevivencia obtenidos en el
presente estudio, dejando en evidencia que los nematodos entomopatdgenos presentan un
gran potencial como controladores bioldgicos de distintas plagas.
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CONCLUSIONES

Con relacion a los resultados obtenidos en el presente estudio, se puede concluir lo siguiente:

Steinernema feltiae aislamiento “Lican Ray” causa mortalidad sobre larvas de Gltimo
estadio de Agrotis deprivata.

La forma de inoculacion del neméatodo incide en la eficacia de su control, las
aplicaciones con NEP en forma de suspension generan un ataque mas rapido que las
aplicaciones mediante un cadaver de G. mellonella, sin embargo, estas se deben
realizar considerando los factores ambientales del sistema en el cual se van a aplicar.

La aplicacion de NEP en forma de suspension en superficie es el mejor tratamiento
al momento de considerar el bajo porcentaje de sobrevivencia (16%) y el menor dafio
en las plantas de maiz (1%).

La efectividad de Steinernema feltiae aislamiento “Lican Ray” depende de la plaga
objetivo y la movilidad que ésta presente en el suelo.
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