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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue la caracterizacion etolégica de las poblaciones
de nematodos entomopatoégenos del género Heterorhabditis como candidatos para
el control biolégico del gusano blanco (Premnotrypes vorax), plaga de importancia
econdmica en los cultivos de la papa (Solanum tuberosum). Se evalud el potencial
reproductivo, la capacidad de desplazamiento, la humedad relativa y el rango de
hospederos sobre larvas del V instar de P. vorax. En el potencial de reproduccién
determiné que una larva de P. vorax con un peso promedio de 62 mg puede
producir 66,5x103 IJs del aislamiento CCO01 y 6,5x10° IJs del aislamiento CC03. Se
estableci6 que el 45,6% de los IJs se desplazaron hasta 5 cm de profundidad, el 30,6
% hasta 10 cm y el 16,1% hasta 15 cm. La humedad relativa del 15% mostré ser la
mas Optima para el desplazamiento de los NEPs de los aislamientos CC01 y CC03
con 24,9 IJs/larva de Galleria mellonella. E1 11% de humedad present6 un promedio
de 13,8 IJs/larva y el 5% de humedad mostré 9,3 IJs/larva; lo que demuestra que a
mayor porcentaje de humedad del sustrato ingresan un mayor namero de IJs por
larva, y lo opuesto, cuando el sustrato tiende a ser mas seco inhibe la accién y
desplazamiento de los NEPs. Los dos aislamientos mostraron ser altamente
patogénicos también para otras plagas como Tecia solanivora y Symestrichema
tangolias.
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ABSTRACT

The objective of this research was the ethological characterization of
entomopathogenic nematode populations of the genus Heterorhabditis as
candidates for the biological control of the white grub (Premmnotrypes vorax), a pest
of economic importance in potato (Solanum tuberosum) crops. The reproductive
potential, displacement capacity, relative humidity, and host range of P. vorax V
instar larvae were evaluated. The reproductive potential determined that a P. vorax
larva with an average weight of 62 mg can produce 66,5x103 IJs from isolate CC01
and 65x103 IJs from isolate CCO3. It was established that 45.6 % of the IJs moved up
to 5 cm depth, 30.6 % up to 10 cm, and 16.1 % up to 15 cm. The relative humidity of
15% showed to be the most optimal for the displacement of NEPs of isolates CC01
and CCO3 with 24.9 IJs/larva of Galleria mellonella. The 11 % humidity presented an
average of 13.8 IJs/larva and 5 % humidity showed 9.3 IJs/larva; which shows that
the higher the percentage of humidity of the substrate, the greater the number of
IJs per larva, and the opposite, when the substrate tends to be drier, it inhibits the
action and displacement of NEPs. The two isolates were shown to be highly
pathogenic also for other pests such as Tecia solanivora and Symestrichema tangolias.
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INTRODUCCION

Los nematodos representan un Phylum muy diverso dentro del reino Animal, los
cuales se encuentran colonizando los medios mas diversos y variados. Por
referencia se les conoce como animales dafiinos que afectan al hombre, animales y
plantas, pero, existe un grupo de nematodos que parasitan insectos y que, por sus
caracteristicas bioecolégicas constituyen un elemento importante en el control
biolégico de plagas (Poinar, 1990). Los nematodos entomopatégenos (NEPs)
pertenecientes a las familias Steinernematidae y Heterorhabditidae son patégenos
obligados de un amplio rango de insectos plaga, los mismos que son utilizados por
més de 20 afios para el control de un amplio rango de insectos plaga de
importancia agricola. Los NEPs matan los insectos con la ayuda de bacterias
mutualistas (Xenorhabdus spp. y Photorhabdus) que son transportadas en el intestino
del nematodo (Poinar, 1990; Boemare, 2002). Los infectivos juveniles (IJs) del tercer
instar penetran a través de las aberturas naturales del hospedero, en algunos casos
a través de la cuticula, y liberan las bacterias simbiontes. Las toxinas producidas
por las bacterias matan al insecto hospedero dentro de 2 a 3 dias (Dowds & Peters,
2002) y los cadaveres proveen de alimentos a tres generaciones de nematodos. Las
bacterias de este género se caracterizan por ser Gram-negativas, anaerobias
facultativas, no forman esporas, presentan flagelos, y solamente se localizan en el
intestino de infectivos juveniles o de hospederos infectados (Garzén et al., 1996;
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Stock & Camino, 1992; Agiiera & Laumond, 1994; Alcazar y Cafiedo, 2003; Kaya &
Stock, 1997; Kuno & Hernandez, 1982).

Aunque los IJS juegan un papel importante en la muerte del insecto al transportar
la bacteria en el intestino, en realidad la bacteria es la responsable de la muerte del
insecto, constituyéndose el IJ en el vector que necesita la bacteria para ser
transportado hacia el hemocele del insecto hospedero (Gotz et al., 1981). Conocer la
etologia de las cepas de NEPs de los géneros Heterorhabditis y Steinernema es muy
importante, debido a que los NEPs son una excelente alternativa para el control
biolégico de P. vorax (gusano blanco de la papa), considerado como una de las
plagas mas devastadoras de los cultivos de papa en Ecuador. Las larvas al
alimentarse hacen galerias en los tubérculos afectando la calidad del producto
desde el campo. Para mitigar los dafios producidos por las larvas de P. vorax, los
agricultores emplean insecticidas t6xicos como Carbofuran, Metamidafos, Acefato
y Profenofos aplicados al follaje o al suelo (Gallegos et al., 1997).

Por lo expuesto, en este estudio se pretende realizar caracterizacién etolégica de los
NEPs de los géneros Steinernema y Heterorhabditis, como base para el desarrollo,
produccién y formulacién de nuevas herramientas de control biolégico.

MATERIALES Y METODOS

Potencial de reproduccion de los NEPs.- El potencial de reproducciéon de los
aislamientos de NEPs CC01 y CCO3 del género Heterorhabditis se determiné sobre
larvas del V de P. vorax. Se midié el peso de 50 larvas de P. vorax las mismas que
fueron inoculadas con 20 IJs de cada uno de los aislamientos; las larvas fueron
depositadas en tubos Eppendorf de 1,5 ml con 1 ml de arena y 100 pL de agua
estéril. Posteriormente los tubos se colocaron dentro de una bolsa pléstica negra y
se incubaron a 20°C. La evaluacién se realiz6é después de cuatro dias de producida
la infeccién. Las larvas parasitadas se lavaron con agua destilada y se colocaron en
forma individual en trampas White. Los IJs obtenidos de la trampa se cosecharon
por 25 dias. Se realiz6 el conteo de los IJs por el método de dilucién volumétrica
(Kaya & Stock, 1997; Alcazar & Cariedo, 2003). Para el analisis estadistico se realizé
una regresion entre el ntimero de juveniles infectivos producidos por larva de P.
vorax y el peso de cada larva.

Capacidad de desplazamiento de los NEPs.- Se sigui6 la metodologia propuesta
por Kaya & Stock (1997), utilizando barreras de arena y tierra estériles. Tubos de
PVC de 5,10 y 15 cm de alto se llenaron unos con arena (11 % de humedad) y otros
con tierra (10 % de humedad), en el fondo del tubo se colocé una larva de la polilla
de la cera Galleria mellonella y en la superficie del tubo se inocul6é 50 IJs de cada
aislamiento. Los dos extremos de los tubos se cubrieron con placas Petri de 50 mm
de diametro y se incubaron a 20°C. A los 10 dias de la inoculacién se diseccionaron
las larvas de G. mellonella para determinar el nimero de NEPs que ingresaron. Se
utilizé6 un Disefio Completamente al Azar (DCA) con arreglo factorial A x B x C
con tres observaciones. Las diferencias significativas entre profundidad y las
interacciones entre NEPs, sustrato y profundidad se discriminaron con la prueba
de Tukey (p< 0,05).
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Efecto de la humedad sobre la infectividad de los NEPs.- Se evaluaron tres
rangos de humedad relativa en sustrato arena: 5, 11 y 15 %. La humedad fue
determinada mediante el uso de un Higrémetro. Se utilizaron tubos de PVC de 5,
10 y 15 cm de alto, en el fondo del tubo se colocé una larva de G. mellonella, se llené
el tubo con arena y en la superficie se inocul6 50 IJs de los NEPs. Los extremos del
tubo se taparon con cajas Petri de 50 mm de didmetro y se incubaron a 20°C. La
evaluacion se realizé a los 10 dias de la inoculacién. Se diseccionaron las larvas
para establecer el niimero de NEPs que ingresaron al hospedero. Se utiliz6 un DCA
con arreglo factorial A x B x C con tres repeticiones. Las diferencias significativas
se discriminaron mediante la prueba de Tukey (p< 0,05).

Rango de hospederos de los NEPs.- Se prob¢ la susceptibilidad de larvas de Tecia
solanivora y Symestrichema tangolias plagas del cultivo de papa con la DLs de 3,2
IJs/larva de P. vorax de los aislamientos de NEPs CCO01 y CCO03. Los insectos
evaluados fueron larvas de IV instar de Tecia solanivora y larvas de V instar de
Symestrichema tangolias. Las larvas de T. solanivora y S. tangolias se depositaron en
tubos Eppendorf de 1,5 ml con 1 ml de arena estéril humedecida con 100 pL de
agua estéril e inoculadas con la DLsp obtenida de los aislamientos CC01 y CCO03
sobre larvas de P. vorax (Woodring & Kaya, 1988; Garzén et al., 1996). Los tubos
Eppendorf se colocaron dentro de una bolsa pléstica negra y se incubaron a 20°C.
El nimero de larvas muertas de cada plaga fue registrado hasta 120 horas después
de la inoculacién. Para verificar la muerte de las larvas por accién de los NEPs, se
diseccionaron y se observaron al esteremicroscopio (Koppenhofer & Kaya, 1999).
Se efectu6 un DCA con tres repeticiones. Las diferencias significativas entre
hospederos T. solanivora y S. tangolias el in6culo se discriminaron con la prueba de
Tukey (p= 0,05).

Anilisis de la informacion.- Para establecer la relacién entre el peso y la
produccion total de IJs de larvas de P. vorax, se aplicé un analisis de regresiéon
lineal cuadrética, mediante el cual se establecié el peso en el cual se obtiene la
mayor produccién de IJs. La determinaciéon del tiempo 6ptimo en el cual se
present6 la mayor produccion de IJs se realizé un andlisis de regresién lineal
ctibica Para las pruebas de capacidad de desplazamiento de los IJs, se aplicé un
DCA en arreglo factorial A x B x C con tres observaciones. Dos sustratos (arena y
suelo) y tres niveles de profundidad (5, 10 y 15 cm), y humedad relativa al 10 % y
11 %. La discriminacién de medias entre profundidad y las interacciones se realizo
mediante la prueba Tukey (p< 0,05). En las pruebas de rangos de humedad de los
IJs, se aplicé un DCA en arreglo factorial A x B x C con tres observaciones. Las
diferencias significativas entre profundidad y las interacciones se discriminaron
con la prueba de Tukey (p< 0,05). Para evaluar el rango de hospederos de los IJs,
se efectué un DCA en arreglo factorial A (nematodo) x B (insecto) x C (tiempo) con
tres observaciones. Las diferencias significativas entre hospederos y las
interacciones se discriminaron con la prueba de Tukey (p< 0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Potencial de reproduccion de los NEPs.- El aislamiento CC0Ol1 producen en
promedio 66,5 x 103 IJs/larva del V instar de P. vorax (* 62 mg) (Fig. 1), sin
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presentar una correlacién significativa (r = 0,0676; p = -0,2301x + 64,016). En cuanto
al aislamiento CC03, se obtuvieron en promedio de 61,5 x 103 IJs/larva del V instar
de P. vorax (+ 57,05 mg) (Fig. 2), de igual manera no exhibi6 una correlacién
significativa (r = 0,1816; p = -0,306x + 60,263) (Tabla 1). No se present6 una
correlacién significativa entre el peso de la larva y el ntimero de juveniles
producidos de cada aislamiento de NEPs, ya que el nimero de IJs que logran
penetrar al insecto no son necesariamente todos los inoculados, ademéas de factores
externos que pueden influir en el proceso de infeccién por parte del nematodo y de
la bacteria simbiética, esto incluido la mortalidad natural que se puede presentar.
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Figura 1. Potencial de produccion de NEPs del aislamiento CCO1 en larvas del V instar de P. vorax

La tasa de 66,5 x 10° IJs/larva obtenidos del aislamiento CC01 y de 61,5 x 103
IJs/larva del aislamiento CC03, son valores altos si comparamos a los resultados
obtenidos por Cabanillas (2003), quien reporto una produccién de 76,8 x 102 IJs por
larva de gorgojo del algodén (Anthonomus grandis). Reportes realizados por Wang
& Bedding (1996), indican que H. bacteriophora y S. carpocapsae pueden producir tres
generaciones de IJs, con un total de 15 x 104 juveniles por larva de G. mellonella, con
un peso promedio de 0,15 g en tres semanas. Segtin Stock & Bonifassi (1994) por
cada larva de G. mellonella puede obtenerse una progenie de 2x10° a 22,5x104
nematodos, resultantes de tres generaciones de S. feltidae desarrolladas dentro del
insecto hospedante. Segtin Mannion & Jansson (1992), la habilidad de los NEPs por
reproducirse en larvas huéspedes es importante para el establecimiento y
persistencia en el campo.

Los resultados mostraron que por cada miligramo de larva de P. vorax se obtuvo
1073 IJs para el aislamiento CCO01, 1 078 IJs para el aislamiento CCO03. Dutky et al.,
(1964) obtuvieron 1 110 IJs por mg de larva de G. mellonella. Wang et al., (1995)
reportaron una produccion de 3 091 IJs de S. carpocapsae por mg de larva de G.
mellonella inoculados con 0 IJs. Segin Unlu ef al., (2003) las diferencias en el
potencial de reproduccién de NEPs, estan relacionado con la especie de nematodo,
humedad relativa del ambiente y tamafio del hospedero, susceptibilidad del
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hospedero, ntimero de bacterias por infectivo juvenil, rango de invasién,
temperatura. Posiblemente las diferencias en la virulencia entre especies y
aislamientos podrian ser mayores para un hospedero menos susceptible. Woodring
& Kaya (1988) reportaron que una larva del dltimo instar de G. mellonella produce
35 0000 IJs. A proposito, Boff et al., (2000) establecié que la produccién de IJs
depende de la especie de hospedero, tamafio del hospedero, y dosis del inéculo de
NEPs.
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Figura 2. Potencial de produccion de NEPs del aislamiento CCO3 en larvas del V instar de P. vorax

De acuerdo a la curva de produccién de IJs de los aislamientos de NEPs CCO1 y
CCO03 en el tiempo (Fig. 3), se encontré que no hay correlacién positiva entre el
namero de IJs emergidos a la trampa White y los dias de emergencia (R?= 0,7253;
y= -1 272,1x + 13,082). El primer dia de recoleccién se presenté la mayor
emergencia de IJs en ambas poblaciones en la trampa White, 15 640 para CC01 y
34 460 para CCO03, estableciéndose una disminucién paulatina en la curva hasta el
séptimo dia de recoleccién 5 699,8 para CCO1 y 2 370,6 para CC03. A partir del
noveno dia mostré un detrimento en la emergencia de los IJs hasta llegar a cero en
el dia 23 para el aislamiento CC0O1 y el dia 25 para el aislamiento CCO03. El
aislamiento CC03 mostré6 un mayor numero de IJs emergidos en la trampa
White que CCO1.

Aunque la produccién de los IJs se evidenci6 en los nueve primeros dias, algunos
autores manifiestan que los nematodos del género Heterorhabditis pueden
continuar produciendo IJs en el tiempo, como en el caso del gorgojo de la patata
dulce, que puede producir IJs hasta por 15 dias en larvas de G. mellonella y 46 dias
después de la inoculacién (Mannion & Jansson, 1992).

Capacidad de desplazamiento de NEPs.- El andlisis de varianza mostré
diferencias estadisticas entre los tratamientos profundidad y sustrato (F2, 1es=
0,0011; P= 0,99), sin embargo, no se identificaron diferencias estadisticas entre
aislamientos de NEPs. Las interacciones mostraron diferencias significativas al 5 %,
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entre aislamientos de NEPs por profundidades y sustratos por profundidad; el
analisis estadistico no mostré diferencias significativas entre la interaccién
aislamiento de NEPs por sustratos; en la triple interaccién nematodos-sustratos-
profundidades, muestran diferencias significativas, en la tabla 1, se muestra los
promedios obtenidos con los diferentes tratamientos.
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Figura 3. Curva de emergencia de los IJs de los aislamientos CCO1 y CCO3 del género
Heterorhabditis sobre larvas del V instar de P. vorax.

La discriminacion de media Tukey mostré que el mejor tratamiento fue el suelo
endémico con un promedio de 16,9 IJs de los aislamientos CC01 y CCO03 por larva
de G. mellonella, mientras que en el sustrato arena el namero de IJs que lograron
ingresar por larva de G. mellonella fueron en promedio de 13,8 IJs/larva.

La prueba de Tukey realizada para el factor profundidad demostré diferencias
significativas; la profundidad de 5 cm mostré el mayor ntimero de IJs (22,8) por
larva de G. mellonella, correspondiendo al 45,6 % de IJs que se desplazaron e
infectaron el hospedero. La profundidad de 10 cm mostré un promedio de 15,3
IJs/larva de G. mellonella, llegando al 3,6 % de desplazamiento, y a 15 cm de
profundidad se evidencio el menor promedio con 8,05 IJs/larva de G. mellonella,
con un porcentaje de desplazamiento de 16,1 %.

Los resultados mostraron que la capacidad de desplazamiento de CC01 y CC03,
decrece a medida que se aumenta la profundidad; posiblemente debido a la
disminucién del oxigeno (Molyenux & Bedding, 1984) independientemente del
tipo de sustrato; a pesar que el nimero de IJs que colonizaron el hemocele del
hospedero fue bajo a profundidades mayores, pero fueron suficientes para
provocar la muerte de G. mellonella; lo que se puede aseverar que el ambiente
fue propicio para que las bacterias simbiontes se reproduzcan en el hemocele del
insecto y provoquen la muerte por septicemia. Reportes realizados por Alcazar et
al. (2005), con una especie de Heterorhabditis que parasita larvas de Bothinus sp. y
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Anomala sp., demostraron que los IJs presentan un desplazamiento de 54 % a 5 cm,
36 % al0 cmy 12 % a 15 cm de profundidad. De igual forma Georgis & Poinar
(1983), en su estudio indican que la mayoria de los IJ permanecieron dentro de 2
cm de la superficie del suelo, sin embargo, algunos penetraron a 10 cm de
profundidad en arena y suelos franco-arenosos; mientras que a 24 y 28 cm de
profundidad la recuperacién de nematodos fue menor. En el andlisis de la
interacciéon sustrato por profundidad se evidencié que los mejores tratamientos

fueron el suelo y la arena a 5 cm de profundidad con un valor promedio de 23,53 y
22,06 IJs/larva de G. mellonella.

Tabla 1. Capacidad de penetracion de los aislamientos CC01 y CC03 del género Heterorhabditis en
larvas de G. mellonella en la triple interaccion nematodo-sustrato-profundidad.

Aislamientos Sustrato Profundidad No. 1Js /larva

NEPs (cm)
Arena 11 % 5 214b
Arena 11 % 10 14,2d

CCco1 Arena 11 % 15 56d
Tierra 10 % 5 22,3 ab
Tierra 10 % 10 172¢c
Tierra 10 % 15 96 f
Arena 11 % 5 22,7 ab
Arena 11 % 10 12,8 de

CCO03 Arena 11 % 15 6,0d
Tierra 10 % 5 24,7 a
Tierra 10 % 10 169 ¢
Tierra 10 % 15 10,9 ef

Ccv 145 %

N = NUmero de larvas tratadas, CV = Coeficiente de variacion.

Segin Bedding (1990) los heterorhabditidos son hermafroditas, solamente con que
penetre un IJs al hemocele del hospedero, es suficiente para producir una nueva
progenie, caracteristica que los convierte en promisorios como agentes de control
biolégico. Los heterorhabditidos son cazadores y tiene la capacidad de dispersién
para buscar al hospedero hasta de 90 cm en suelo arenoso y cuando estdn muy
cerca de un hospedero, responden positivamente a sefiales fisicas y quimicas
producidas por los insectos para encontrarlos (Kaya & Stock, 1997). Solo una
pequefia proporcion de NEPs de género Steinernema son buscadores, la mayoria
conservan su energia y esperan al hospedero, o llegan a ser agresivos sélo en las
cercanias de éste, lo cual limita sus posibilidades de encontrar al hospedero
(Duncan et al., 1996).

Estos resultados brindan importantes indicadores en el momento de realizar un
control biolégico en campo, ya que proveen informacién acerca de cémo la
poblacién de nematodos podria incrementarse en areas de alta densidad del
hospedero. Segtin Rosales & Sudrez (1998), la infectividad o patogenicidad de los
NEPs esta condicionada principalmente por la capacidad de sus juveniles
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infectivos en detectar la presencia del insecto, movilizarse por el sustrato hasta
alcanzarlo y penetrar en su interior.

Efecto de la humedad sobre la infectividad de los NEPs.- El efecto de la humedad
se determiné con 5, 11 y 15 % de humedad relativa, a tres profundidades 5, 10 y 15
cm (Fig. 4). El andlisis de varianza mostré diferencias significativas entre los
niveles de humedad y profundidades (Fs4, 250= 2,71; P= 0,030); no mostraron
diferencias estadisticas entre aislamientos NEPs. Las interacciones presentaron
diferencias significativas entre aislamiento de NEPs por profundidades, y
humedad por profundidades; en la triple interaccion aislamiento de NEPs por
humedad por profundidades, se establecieron diferencias significativas al 5 %. En
la tabla 1, se muestran los promedios obtenidos en cada tratamiento.
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Figura 4. Promedio de IJs de los aislamientos CCO1 y CC03 que infectaron larvas de G. mellonella a
5,11y 15 % de humedad relativa.

El 15 % de humedad resulto ser el mas efectivo para el desplazamiento, ya que
mostré un promedio de penetracion de los dos aislamientos de NEPs de 24,9
IJs/larva de G. mellonella. La humedad relativa del 11 % presenté un promedio de
13,8 IJs/larva y el 5 % de humedad relativa mostr6 9,3 IJs/larva; lo que demuestra
que, a mayor porcentaje de humedad del sustrato de inoculacién de los NEPs,
ingresan un mayor namero de IJs por larva, y al contrario cuando el sustrato tiende
a ser seco inhibe la accién y desplazamiento de los NEPs (Fig. 5).

Los resultados obtenidos en esta investigacién reafirman a los reportes realizados
por Toledo et al., (2004) quienes observaron que niveles de humedad del 6 %
presentan bajo parasitismo con H. bacteriophora en larvas de Anastrepha ludens y un
alto parasitismo en niveles de humedad del 12 al 24 %. Kaya (1990) report6 que
suelos con humedad del 10 % muestran bajo parasitismo de S. riobrave sobre
Anthonomus grandis; pero mostré un alto parasitismo cuando la humedad relativa
fue de 20 %. Sin embargo, la actividad y eficacia de los NEPS son severamente
restringidas cuando los niveles de humedad son insuficientes para el movimiento y
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persistencia. Hara et al. (1991) reportaron que la supervivencia y patogenicidad
decrece mas rapidamente en suelos himedos que en suelos secos. Kondo &
Ishibashi (1986) encontraron que la actividad e infectividad de IJs de Steinernema
feltidae son mas eficaces en suelos con humedades del 25 al 40 %. Barbercheck &
Kaya (1991) demostraron que la migraciéon de los NEPs y la infeccién del
hospedero son inhibidas por un bajo nivel de humedad en el suelo. Molyneux &
Bedding (1984; citados por Cabanillas, 2003), reportan que una humedad superior
al 40 % puede inhibir la infectividad de los NEPs por inmovilizacién de los mismos
y puede disminuir la sobrevivencia por deficiencia de oxigeno. Cabanillas (2003),
reporto un bajo parasitismo en el gorgojo del algodén (A. grandis) cuando la
humedad del suelo era del 10 %, y un alto parasitismo al 20 % de humedad.

25
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Figura 5. Promedio de 1Js de los aislamientos CCO01 y CCO3 pertenecientes al género
Heterorhabditis que infectaron larvas de G. mellonella a 5, 10 y 15 cm de profundidad.

En cuanto a la profundidad, se estableci6 que el mejor tratamiento fue el de 5 cm
de profundidad con un promedio de 22,7 IJs/larva de G. mellonella, constituyendo
el 45,2 % de IJs que se desplazaron e infectaron al hospedero. La profundidad de 10
cm presenté un promedio de 16,1 IJs/larva, correspondiendo al 32,2 % de
desplazamiento, a 15 ¢m de profundidad se evidencio el menor promedio de
infeccién con el 9,2 IJs/larva de G. mellonella, con un desplazamiento de 18,4 %. La
tendencia de desplazamiento de los IJs de las poblaciones CC01 y CCO03), se
presenta hacia abajo del punto de inoculacién, lo que también se evidenci6 en la
prueba de capacidad de penetraciéon.

Los resultados reportados en este estudio confirman las aseveraciones de Alcazar
et al. (2005), que sostienen que al aumentar la profundidad, el ntimero de juveniles
infectivos del nematodo Heterorhabditis sp. que logran infectar larvas de Bothinus
sp. y Anomala sp. disminuye.

Rango de Hospederos de los NEPs.- Con la dosis letal media de 3,2 IJs/larva de
los aislamientos CC01 y CC03 de Heterorhabditis para P. vorax, se estimé el rango de
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hospederos con larvas de IV instar de la polilla guatemalteca Tecia solanivora y
larvas de V instar de la polilla de la papa Symestrichema tangolias. En el anélisis de
varianza realizado para la especie T. solanivora, no se encontré diferencias
estadisticas entre los tratamientos (Fi, 4= 1,4305, P> 0,0001). Se observé una
mortalidad promedio de 67,2 % con el aislamiento CC03 y 69,4 % con la poblacién
CC01 (promedio de tres repeticiones en el tiempo).

Tabla 2. Efecto de la humedad relativa en la infectividad de los NEPs CCO1 y CCO03 del género
Heterorhabditis en larvas de G. mellonella.

Aislamiento Humedad Profundidad Promedio 1Js

% (cm) /larva
5 5 13,7 gh
5 10 9,7i
5 15 48]
11 5 21,4 cd

ccol 11 10 14,3 fg
11 15 56]
15 5 3l6a
15 10 274 b
15 15 17 ef
5 5 13,8 gh
5 10 9,3i
5 15 44]
11 5 22,7¢

cco3 11 10 12,8 hi
11 15 6,0]
15 5 32,7a
15 10 231c
15 15 17,6 de

CVv 14 %

CV = Coeficiente de variacion.

La mayor mortalidad se presenté con el aislamiento CCO1 en las tres repeticiones
realizadas en el tiempo, sin embargo, la poblacion CC03 mostré un
comportamiento similar en el tiempo (Tabla 4). En cuanto a los resultados
obtenidos con S. tangolias, el analisis de varianza no mostré diferencias estadisticas
entre tratamientos (Fy, 4= 0,6164, P> 0,0001). La mortalidad promedio se establecié
en 73,8 % para el aislamiento CC01 y 72,2 % para la poblacion CC03. De igual
manera se presenté el mismo comportamiento que con T. solanivora, indicando una
mayor mortalidad con el aislamiento CC01, aunque el aislamiento CC03 mostré un
comportamiento similar en las tres repeticiones realizadas en el tiempo (Tabla 3).

Ademas, se encontré6 que las polillas de la papa mostraron una mayor
susceptibilidad a la dosis letal media (DLso) establecida para gusano blanco de 3,2
IJs/larva), con mortalidades superiores al 60 %, la susceptibilidad fue mas evidente
en S. tangolias. Estos resultados demuestran que los aislamientos CC01 y CC03, son
organismos promisorios en el control biolégico de diferentes plagas en el cultivo
de la papa y otros cultivos de importancia agricola. En el trabajo de Alcazar et al.,
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(2005), se reporta en la prueba de rango de hospederos una alta susceptibilidad de
Euscepes postfasciatus, P. suturicallus, Phthorimaea operculella y S. tangolias, con la
dosis letal media de Heterorhabditis parasito de larvas de Bothinus sp. y Anomala sp.

Tabla 3. Rango de hospederos de los aislamientos de NEPs CC01 y CC03 del género Heterorhahditis
con T. solanivora y S. tangolias.

Especie NEPs Ensayo 1Js/larva No. Larvas Mortalidad
Insecto muertas %
Ensayo 1 3 40 66,6
CCO1  Ensayo2 3 43 716
. Ensayo 3 3 42 70,0
T. solanivora Ensayo 1 3 39 65,0
CCO3  Ensayo 2 3 41 68,3
Ensayo 3 3 41 68,3
Ensayo 1 3 46 76,6
CCO1  Ensayo2 3 44 733
S. tangolias Ensayo 3 3 43 71,6
cco3 Ensayo 1 3 45 75,0
Ensayo 2 3 43 71,6
Ensayo 3 3 42 70,0
CV T. solanivora 3.2%
CV S. tangolias 3.4 %

CV = Coeficiente de variacion.

Aunque algunos autores sefialan que los NEPs del género Steinernema presentan
mayor patogenicidad sobre larvas de lepidopteros que los nematodos del género
Heterorhabditis (Glazer & Navon, 1990; Cabanillas & Raulston, 1994; citados por
Ochoa et al., 1996). De igual forma Koppenhofer & Kaya (1999), sefialan que el
NEPs S. rarum han mostrado adaptabilidad para infectar larvas de lepiddpteros,
seguido por larvas de algunos coledpteros, termitas y cucarachas; presentando
esta especie de nematodo un comportamiento de busqueda de alimento
intermedio, es decir que puede encontrar a hospederos méviles sobre la
superficie del suelo y hospederos sedentarios bajo la superficie del suelo. No
siendo esta hipétesis aplicable para todas las especies de lepidopteros, ya que los
resultados obtenidos refutarian lo anterior.

CONCLUSIONES
Los porcentajes de produccion de IJs de los aislamientos CC01 y CCO3 en larvas del
V instar de P. vorax es una variable transcendental que se debe considerar al
momento de seleccionar a los nematodos entomopatégenos como agentes de
control biolégico de P. vorax. Los resultados mostrados nos permiten aseverar que
existe una relacion entre el peso del hospedero y el ntimero de IJs producidos por
larva.

La capacidad de movilizarse de los aislamientos CC01 y CCO03 e infectar larvas del

V instar de P. vorax estan relacionados con el tipo de suelo y la humedad relativa;
los resultados obtenidos demuestran que suelos francos, franco arenosos y
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humedades relativas superiores al 15 % son los mds Optimos para el
desplazamiento e infeccién de larvas del V instar de P. vorax.

Los IJs de los aislamientos CCO01 y CCO03 del género Heterorhabditis tienen un
amplio rango de infeccién sobre larvas de lepidépteros como Tecia solanivora y
Symestrichema tangolias, presentando porcentajes de mortalidad superiores al 60 %.
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