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RESUMEN. El proposito de esta investigacion fue evaluar la patogenicidad de Heterorhabditis sp. en larvas
de Agrotis sp. en laboratorio y campo. Los bioensayos de laboratorio se aplicaron dos métodos: el libre
(100, 200, 300 NEPs/mL por larva) y capsulas (2, 5y 10 capsulas/mL por larva) y un testigo que consistio
en aplicar 1 mL de agua destilada. El ensayo en campo se evalud en parcelas de 24 m?, durante 15 dias,
donde se estimd los cortes hechos a plantulas de lechuga por Agrotis sp. en diferentes tratamientos: un
testigo sin ninguna aplicacion, NEPs, un control cultural (lechugas tratadas con Clorpirifos 75% antes de
la siembra), y dos tratamientos quimicos Engeo (ingrediente activo Thiametoxam y Lambda cihalotrina) y
Clorpirifos 75%. En este ensayo la infestacion de Agrotis sp. se dio de manera natural. El porcentaje de
mortalidad diaria en laboratorio, para ambos métodos, se calcul6 utilizando el estimador de supervivencia
no paramétrico Kaplan-Meier, indicando que existen diferencias significativas entre los tratamientos
(P<0.05). La mortalidad para ambos métodos fue de 100% en 5 dias de observacion. En el ensayo de campo
fue analizado a través de modelo lineales generalizados ajustados a la distribucion de Poisson mostrando
diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.001), debido a que se observaron 28 cortes en el
testigo, 7'y 17 en Clorpirifos 75% y Engeo, respectivamente, 3 en el control cultural y 2 con NEPs. En este
trabajo se evidencio el potencial que tienen los NEPs en el control de plagas.

PALABRAS CLAVE: biotecnologia, capsulas, control bioldgico, manejo integrado de plagas, seguridad
alimentaria.
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ABSTRACT. The purpose of our research was to evaluate the pathogenicity of, Heterorhabditis sp. on
Agrotis sp. larvae under semi-controlled conditions and field. In the laboratory bioassays, two methods
were applied: free (100, 200, 300 NEPs/mL per larva) and capsules (2, 5 and 10 capsules/mL per larva) and
a control that consisted of applying 1 mL of distilled water. The field trial was evaluated in plots of 24 m?,
for 15 days, where cuttings made to lettuce seedlings by Agrotis sp. were evaluated in different treatments:
a control without any application, NEPs, a cultural control (lettuce treated with Chlorpyrifos 75% before
planting), and two chemical treatments Engeo (active ingredient Thiamethoxam and Lambda Cyalothrin)
and Chlorpyrifos 75%. In this trial, the infestation of Agrotis sp. occurred naturally since it is an endemic
pest of the area. The percentage of daily mortality in the laboratory, for both methods, was calculated using
the non-parametric survival estimator Kaplan-Meier, which shows that there are significant differences
between treatments (P<0.05). Mortality for both application methods was 100% in 5 days of observation.
The field trial was analyzed through a generalized linear model adjusted to the Poisson distribution, which
shows that there is a difference between treatments (P<0.001), since 28 cuts were observed in the control,
7 and 17 in Chlorpyrifos 75% and Engeo respectively, 3 in the cultural control and 2 with NEPs. These
results are interesting because they demonstrate a viable alternative for the biological control of Agrotis sp.

KEYWORDS: biological control, biotechnology, capsules, food safety, integrated pest management.

INTRODUCCION

Las plagas y enfermedades de los cultivos estdn entre las limitantes més serias que afronta la
produccion agricola a nivel mundial. Su presencia es inevitable e induce a la aplicacion de
plaguicidas quimicos como principal herramienta de los productores para su control y manejo. El
empleo indiscriminado de estos productos, incrementan el costo de produccion, contamina los
agroecosistemas y sus cuencas hidrograficas y puede provocar la aparicion de nuevas plagas cada
vez mas resistentes (Candanedo et al., 2019).

Frente a esta situacion, a nivel del mundo diversas instituciones estan utilizando una serie de
métodos ecoldgicos dentro de un Programa Integrado de Plagas (MIP) como es el empleo del
control bioldgico, lo que ha generado efectividad y menor uso de plaguicidas; este control de
plagas constituye una alternativa viable, sostenible y posible para paises en vias de desarrollo
(Castillo et al., 2011). Todo esto lleva a la situacion que se vive en los ultimos 10 afios, donde se
involucra el uso de enemigos naturales como una alternativa viable dentro de programas agricolas
para disminuir el efecto que ha generado en el cambio climatico.

El uso de productos quimicos ha llevado al desarrollo de resistencia como una consecuencia
natural de los procesos evolutivos relacionados con la seleccion de especies. Este fendmeno
corresponde a la condicion heredable que poseen ciertos individuos en una poblacion que le
confiere una menor susceptibilidad a los métodos usados para su control. La resistencia ha sido
uno de los problemas mas importantes que enfrenta la produccion agricola a nivel mundial, tanto
asi que las Naciones Unidas, en 1989, considero la resistencia a los plaguicidas, entre los cuatro
problemas de mayor importancia para el medio ambiente. Actualmente, la condicion de los
organismos resistentes esta siendo predominante en las poblaciones de plagas, con la capacidad de
ser resistentes a uno o mas plaguicidas (Vargas et al., 2008).
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El control bioldgico consiste en la accién de enemigos naturales contra plagas y malas hierbas;
sobre todo el uso de depredadores, insectos parasitoides, hongos, bacterias, virus y nematodos
entomopatdgenos (NEPs). Este ultimo control resulta particularmente exitoso contra plagas que
afecten los cultivos (Jiménez, 2009).

Los nematodos del género Heterorhabditis sp. (Nematoda: Chromadorea: Rhabditida), son agentes
entomopatdgenos con la capacidad de infectar la mayoria de los 6rdenes y familias; el habitat
natural de estos organismos se encuentra en el suelo (Klein, 1990), puede encontrarse generaciones
hermafroditas y anfimicticas dentro del ciclo de vida de este género, las cuales se dan muchas
veces dentro del hospedero parasitado y se superponen (Burnell y Stock, 2000), de modo que los
adultos que resultan de juveniles infectivos o JI se caracterizan por ser hermafroditas, los cuales
producen huevos de los que emergen juveniles que se convierten en machos y hembras; dichas

hembras se aparean con machos y producen huevos, a partir de los cuales nacen otro JI (Stock y
Goodrich, 2012).

Existen diversas formulaciones de NEPs para el combate biologico, tales como la
bioencapsulacion, ha aumentado notablemente, debido a una demanda creciente de agentes de
combate microbiano. Existe una gran variedad de métodos de encapsulamiento para la formacion
de agentes biocontroladores, entre ellos nematodos entomopatégenos (Vemmer y Patel, 2013). La
formulacion adecuada de los NEPs en capsulas tiene una serie de ventajas como la capacidad de
prolongar la vida util de los nematodos, permitir una mejor manipulacion del producto, la
disminucién del nimero de aplicaciones y la dosis de aplicacion (Cassidy ef al., 1996; Vassilec et
al.,2001; Mnyone et al., 2009; Bogantes et al., 2018;).

Las larvas de Agrotis sp. (Lepidoptera: Noctuidae), muerden los tallos y destruyen las plantas en
secciones de surco, consumen las raices, cortan el cuello de la planta y consumen las hojas tiernas,
especialmente perjudiciales en plantas jovenes. Al terminar de comer una planta se trasladan a la
planta mas cercana. Tienen habitos alimenticios nocturnos; durante el dia se les encuentra
enterrados en el suelo cerca de las plantas de semillero a nivel del suelo. Las larvas en ocasiones
se alimentan de las raices. Esta plaga puede hacer dafio en los campos recién sembrados (Garcia
et al., 2012). Trabajos previos han reportado que los NEPs son patdgenos de estas larvas, p.ej.,
Giannasi et al. (2018), evaluaron el potencial de los nematodos entomopatdogenos (NEPs) en el
control de Agrotis ipsilon (Hufnagel) (Lepidoptera: Noctuidae), donde obtuvieron resultados
interesantes causando la mortalidad del insecto en pocos dias de aplicacion en condiciones de
laboratorio. Mantoo et al. (2012), realizaron un estudio en condiciones de laboratorio donde
evaluaron la virulencia del aislado de NEPs, Heterorhabditis bacteriophora (Poinar) (Rhabditidae:
Heterorhabditae), contra el gusano cortador negro, 4. ipsilon, donde el NEPs resulté patogénico
para el insecto durante el bioensayo en placas Petri y en columnas de arena. Ademas, observaron
una correlacion positiva entre la concentracion del nematodo entomopatdogeno y la mortalidad del
gusano cortador. Por todo lo expuesto anteriormente, el propdsito de nuestra investigacion fue
evaluar la patogenicidad de NEPs sobre larvas de Agrotis sp. en condiciones semicontroladas en
laboratorio y campo.
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Crianza de Galleria mellonella

La crianza de G. mellonella se establecid por medio de larvas que posee la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad de Panama en el Laboratorio del Grupo de Investigacion en
Proteccion Vegetal (GIPROVEG) (08°23'41,8"N, 82°19'47,60"0, 30 m s. n. m.). La instalacion
del pie de cria se establecid en una dieta artificial que consistié en una mezcla de ingredientes de
400 g de salvado de trigo, 120 g de harina de trigo, 160 g de sustituto en polvo de leche de ternero
y 300 mL de miel por cada 680 g de dieta (Moreno-Serrano et al., 2022). La crianza de esta polilla
se realizd con el fin de ser el hospedero biologico para la multiplicacion de NEPs y ver la
potencialidad que tienen los NEPs en infestar y multiplicarse en el hospedero.

Multiplicacion de nematodos entomopatégenos

Para la multiplicacion del nematodo entomopatdgeno Heterorhabditis sp. se extrajo del pie de cria
que posee el IDIAP sede de Cerro Punta (08°51'13"N, 82°34'16"0 2,287 m s.n.m), con el método
de Baermann modificado, el cual consiste en suspender el suelo en un determinado volumen de
agua, procurando que el papel filtro este en contacto con el agua, se deja en reposo, después de
unas 24 o 48 horas, todas las formas activas del nematodo han pasado el papel filtro y por medio
de la precipitacion quedan retenidos en el fondo del embudo y se puede recolectar en pequefios
volumenes de agua (Esquivel, 2013).

Proceso de obtencion de nematodos juveniles en larvas de G. mellonella

Se realiz6 la prueba en laboratorio utilizando como hospedero larvas de G. mellonella en su Gltimo
estadio, se colocaron larvas del tltimo estadio en platos Petri con papel filtro (Whatman n°3), y se
inoculo6 con 2,000 nematodos juveniles y se colocaron 10 larvas, posterior fueron colocadas en una
incubadora a 25 °C (Vevor), transcurrido 4 dias las larvas muertas con color marrén se colocaron
en Trampa White para la emergencia de los juveniles infectivos y colocados en una incubadora a
25 °C. Se realizaron cuatro repeticiones.

Cuantificacion de nematodos entomopatégenos

Para el conteo de nematodos se utilizo el método de la dilucion volumétrica de Woodring y Kaya
(1988). Se colocd en una micropipeta 10 pl de la suspension inicial de nematodos, en una placa de
conteo y se procedid al conteo directo de los nematodos en el microscopio. Se realizaron tres
repeticiones. Para determinar la concentracion de nematodos en toda la muestra se utilizo la
siguiente formula:

A=V*al/v

Donde:

A= Numero de nematodos en la solucion
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a= Numero de nematodos en la muestra

V= Volumen de la solucion

v= Volumen de la muestra

Preparacion de capsulas a base del biopolimero de quitosano con Heterorhabditis sp.

Para elaborar capsulas utilizando el biopolimero quitosano se utilizé la guia propuesta por Sun et
al. (2011), se empleo6 una balanza digital para pesar 0.200 g del biopolimero, con vaso quimico de
10 mL se coloco 50 pl de 4cido lactico, se mezcld la soluciéon en un plato agitador a 380 rpm con
magneto durante 12 o 24 h para la homogeneidad de la solucion. Luego se mezclo la solucion de
NEPs + el quitosano. Se preparo la solucion de tripolifosfato de sodio (STPP, siglas en ingles),
pesando 1 g en un vaso quimico de 500 mL, se agregaron 80 mL de agua destilada y se llevo al
plato agitador a 380 rpm durante 10 minutos. Posteriormente, con una jeringa de 5 mL se tomo la
mezcla NEPs + quitasano y se coloca sobre el vaso quimico en el plato agitador con la solucion de
STPP para formar las cépsulas, transcurridos 15 minutos se obtuvieron las capsulas de NEPs +
quitosano.

Prueba de patogenicidad en laboratorio

Se realizaron ensayos para evaluar los métodos de aplicacion (libre y encapsulados) en el
laboratorio de Proteccion Vegetal del IDIAP sede Cerro Punta. Para el método de aplicacion de
vida libre se utilizd concentraciones de 100, 200, y 300 nematodos diluidas en 1 mL/larvas y un
testigo con una larva por plato Petri y 1 mL de agua destilada. Estas larvas fueron colectadas de
campos y se dejaron durante un dia con lechuga para descartar que hayan sido intoxicadas por
alglin quimico. Se utilizaron 16 larvas de Agrotis sp. de distintos estadios. Una vez obtenido las
concentraciones se inocularon en platos Petri con doble papel filtro, se dejo reposar por un minuto
para homogeneizar la concentracion en todo el plato. Estas fueron colocadas en los platos Petri y
alimentadas con lechugas. Se colocaron en incubadora a 25 °C. La prueba de patogenicidad se
registro a las 24, 48, 72, 96 y 120 horas. Para verificar las larvas muertas por los NEPs se colocaron
en Trampa White para la emergencia de los JI a los 8 dias después de la infestacion.

Para el método de encapsulado se evaluo el efecto de 3,000 NEPs por capsula a la dosis de 2,5 y
10 céapsulas/larva y un testigo con capsulas que solo contenia quitosano, se utilizaron 16 larvas de
Agrotis sp. se colocaron en platos Petri con doble papel filtro y 1 mL de agua destilada. Se siguid
el procedimiento anteriormente descrito en el método de aplicacion libre.

Ensayo realizado en campo

Se realizaron en los terrenos del IDIAP Cerro Punta utilizando métodos biologicos, quimicos y
una préactica cultural. Este ensayo consistio en cinco tratamientos y cuatro réplicas colocados de
manera aleatoria en todo el terreno. Los tratamientos son: 1. Testigo sin ninguna aplicacion, 2.
NEPs aplicados de forma libre, 3. Lechugas tratadas con Clorpirifos 75% (una préctica cultural
que funciona como trampa para atraer al insecto para ingiera la lechuga tratada y muera), 4.
Insecticida Clorpirifos 75%, aplicado en forma liquida y 5. Insecticida Engeo (Thiametoxam y
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Lambda cihalotrina). El tratamiento dos y tres se realizaron dos dias antes, el tratamiento dos se
inocularon 900,000 JI por cada réplica y el tratamiento 4 y 5 se realizd sumergiendo la plantula de
lechuga durante 15 segundos en la solucion de los insecticidas y posterior colocadas en parcelas
de 6 m? (5 m de largo x 1.20 m de ancho). Se colocaron 80 plantas de lechuga por parcela. El
parametro evaluado fue la eficacia de cada tratamiento en minimizar los cortes por Agrotis sp.
durante 15 dias de evaluacion.

Analisis estadistico

Se empled un disefio completamente al azar. Los datos obtenidos se tabularon en una hoja de
calculo de Microsoft Excel® 2021. La supervivencia en la prueba de patogenicidad entre los
diferentes tratamientos se evalud con el estimador no paramétrico de Kaplan-Meier. Diferencias
entre ensayos de campo en el numero de cortes fueron evaluados con Modelos Lineales
Generalizados y ajustados por la distribucion de Poisson. Interacciones significativas fueron
evaluadas con la prueba de Bonferroni. Se considerd el valor de p<0.05 como diferencia
significativa entre tratamientos. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software R con
el entorno de desarrollo integrado RStudio (v. R 4.3.0, RStudio Inc).

RESULTADOS Y DISCUSION

Con el método de Baermann modificado se logrd obtener las formas activas de Heterorhabditis
sp. (hembras, machos, juveniles), en un tiempo entre 24 y 48 h. Asimismo, la multiplicacion
utilizando larvas de G. mellonella en su Ultimo estadio (Figura 1), result6 efectiva, debido a que
se lograron obtener gran cantidad del nematodo juvenil (J3), hasta 1,550,000 NEPs/40 larvas de la
polilla de la cera. Estos resultados permiten tener un pie de cria constante para ser utilizados en
futuras investigaciones y experimentos en campo. La temperatura establecida a 25 °C facilita
obtener juveniles infectivos en 7-10 dias utilizando larvas de G. mellonella 1o que representa una
rapida multiplicacion en este hospedero. Estos resultados de nuestro estudio difieren a los
obtenidos por Cajusol y Requejo (2016), quienes utilizaron larvas de G. mellonella, para la
multiplicacion de NEPs, inoculando 4,000 NEPs sobre 200 larvas de G. mellonella en el ultimo
estadio. Logrando obtener 16,528,080 NEPs. El tiempo transcurrido para obtener nematodos
juveniles de Heterorhabditis sp. fue de 11-19 a una temperatura de 20 °C. Por lo que consideramos
que la influencia en los dias para la obtencion de nematodos juveniles estd relacionada con la
temperatura, como lo menciona Glazer (1996), tiene efectos profundos sobre los aspectos
biologicos de los NEPs al afectar la supervivencia, infectividad y patogenicidad. Asi como, el
desarrollo, maduracion y reproduccion (Long et al., 2000).
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Figura 1

Multiplicacion de nematodos entomopatogenos en larvas de ultimo estadio de Galleria mellonella.
A) Larvas de G. mellonella en platos Petri con inoculacion de nematodos. B) Incubadora marca
Vevor a 25 °C. C) Larvas de G. mellonella con coloracion rojiza o marron. D) Emergencia de
nematodos entomopatogenos en larvas de G. mellonella.

Patogenicidad de Heterorhabditis sp.

El analisis no paramétrico Kaplan-Meier muestra que existen diferencias significativas entre los
tratamientos (X%6=54.01, P<0.001). No obstante, en la figura 2 se muestra que las muertes se
empiezan a registrar a partir de las 48 horas (h), todas las larvas murieron al quinto dia con
excepcion del testigo (TO). Sin embargo, es notable mencionar que los tratamientos de forma libre
T100 y T200 mostraron mejor resultado al ser los que mas habian infectado a las larvas de Agrotis
sp. a las 48 h, comparado con el tratamiento T300, esto se debe a que los NEPs necesitan entre 24
y 48 h para matar a su hospedero (Frost y Clarke, 2002). T300 en nuestro estudio mostré un
porcentaje mayor de sobrevivencia, probablemente a que los NEPs presentaron competencias
intraespecificas. Segin Hidalgo (2018), entre mayor sea la cantidad de nematodos a los que se
exponga el insecto hospedero, mas alta serd la competencia intraespecifica entre ellos. Por tal
motivo, al aplicar concentraciones de nematodos altas, la infeccion de las larvas puede no ser
creciente, por el contrario, se mantiene estable o menor que cuando se usan concentraciones bajas.

El método de capsulas ha mostrado gran potencial como biocontrol para diferentes plagas de
interés agricola. Taylor (2018), evalu¢ las diferentes concentraciones de 3,000 y 4,000 JI/mL y
dosis de 2 y 5 céapsulas/larva, los tratamientos de 5 capsulas en las diferentes concentraciones
logran 100% de mortalidad al cuarto dia de evaluacion. Miranda (2018), evalu6 el efecto de
diferentes dosis de capsulas y concentraciones de nematodos sobre Hermetia illucens (Linnaeus)
(Diptera: Stratiomyidae). Donde el mejor porcentaje de mortalidad la obtuvo con 10 capsulas y
una concentracion de 9,000 NEPs. Posiblemente, colocar un mayor numero de capsulas en el plato
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Petri aumentd la posibilidad de contacto de los nematodos entomopatogenos y las larvas. Estos
resultados difieren con los nuestros, ya que, el T2 (2 cépsulas/larva), fue el que arroj6 mejores
resultados comparados con los otros tratamientos. Esto puede atribuirse a lo mencionado en el
estudio de Goud et al. (2010), el aumento de capsulas por plato Petri insta a la competencia
intraespecifica que puede afectar la capacidad para localizar e infectar las larvas. De igual manera,
el aumento de nematodos entomopatdégenos puede ocasionar la muerte de estos por lo
anteriormente mencionado.

Figura 2

Supervivencia de larvas de Agrotis sp. inoculadas con nematodos entomopatogenos con diferentes
métodos de aplicacion (libre y capsulas) con distintas concentraciones (100, 200, 300 NEPs/mL
por larva y 2 capsulas, 5 capsulas y 10 capsulas/mL por larva).

110+
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g g: e T2
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S 30- o T10
D 20+
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Ensayo en campo

El ensayo fue analizado a través de modelo lineales generalizados ajustados a la distribucion de
Poisson (P<0.05) (Tabla 1). El rango de cortes estuvo entre 2 para el T2 (NEPs) hasta 28 que
presento el T1 (testigo).

Tabla 1

Analisis de Distribucion de Poisson con diferencia significativa (P<0.05) para los tratamientos
en campo (0.001).

Origen Chi-cuadrado de Gl Sig.
Wald

Interseccion 8,247 1 0,004

Tratamiento 30,617 4 <0,001
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De acuerdo con los resultados, hubo diferencia significativa entre los tratamientos (P<0.001). Tal
como se puede observar en la tabla 2, podemos apreciar que el tratamiento de los NEPs (T2)
presenta diferencia con el tratamiento (T1, T4), respectivamente.

Tabla 2
Valores de diferencia de medias para los tratamientos de campo, con intervalo de confianza al
95%.

95% de intervalo

Diferencia Error Sig. de confianza de
(DTratamie (J)Tratamie de medias estandar Gl Bonfe Wald parala
nto nto a-J rroni diferencia

Inferior  Superior

T2 6,50¢ 1,369 1 0,006 2,66 10,34
T1 T3 6,25% 1,392 1 0,000 2,34 10,16
T4 2,75 1,677 1 1,000 -1,96 7,46
T5 5,25¢ 1,479 1 0,004 1,1 9,40
T1 —-6,50% 1,369 1 0,000 -10,34 -2,66
T2 T3 -0,25 0,559 1 1,000 -1,82 1,32
T4 -3,75% 1,09 1 0,006 -6,81 -0,69
T5 1,25 0,75 1 0,956 -3,36 0,86
T1 —6,25% 1,392 1 0,000 -10,16 -2,34
T2 0,25 0,559 1 1,000 -1,32 1,82
T3 T4 —-3,50¢ 1,118 1 0,017 -6,64 -0,36
T5 -1,00 0,791 1 1,000 -3,22 1,22
T1 2,75 1,677 1 1,000 -7,46 1,96
T2 -3,75¢ 1,09 1 0,006 0,69 6,81
T4 T3 -3,50¢ 1,118 1 0,017 0,36 6,64
T5 2,50 1,225 1 0,412 -0,94 5,94
T1 —5,25% 1,479 1 0,004 -9.4 -1,10
T2 1,25 0,75 1 0,956 -0,86 3,36
TS T3 1,00 0,791 1 1,000 -1,22 3,22
T4 -2,50 1,225 1 0,412  -5,94 0,94

2 Indica diferencia significativa en 0.05.

Los resultados muestran que en el tratamiento T2 (NEPs), solamente se observaron dos cortes por
Agrotis sp. comparados con los 28 de T1. Donde el T2 representa una alternativa altamente viable,
amigable, efectiva para el control de plagas de insectos en cultivos de interés agricola para Panama
(Tabla 2). Esto se debe probablemente a mecanismos de defensa como el efecto guardaespaldas
que poseen algunas plantas para atraer a enemigos naturales de plagas insectiles que las afectan
(Turlings et al., 1991). Es importante seguir evaluando a los NEPs, como el de este estudio, debido
a su potencial patogénico y control frente a plagas de interés agricola. Asimismo, evaluar ante
otras especies de plantas para estimar la interaccion que existe entre planta y enemigo natural, para
medir la capacidad de atraccion y busqueda de parte de los NEPs.
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CONCLUSIONES

e La metodologia de extraccion, multiplicacion y encapsulacion de los nematodos
entomopatdgenos garantiza una poblacion constante para su aplicacion.

e El porcentaje de mortalidad de Agrotis sp. por los nematodos entomopatogenos en forma
libre y encapsulados resultaron ser efectivos.

e Los nematodos entomopatogenos resultaron lograron disminuir los cortes, que ocasiona
Agrotis sp. por lo que representa una alternativa amigable para el control de esta plaga.
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