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Capacidad de busgueda del nematodo entomopatdgeno Seinernema sp. SNIO 198

(Rhabditida: Steinernematidae)

Searching capacity of the entomopathogenic nematode Seinernema sp. SNI1O 198 (Rhabditida: Steinernematidae)

ADRIANA SAENZ APONTEy WILLIAM OLIVARES?

Resumen: Se evaluaron la movilidad y velocidad de los nematodos entomopatégenos (Seinernema sp. SN10198) en
suelos de una plantacion de palma de aceite en Tumaco, Colombia con €l fin de establecer si este sistema de control
podriaser aplicado paramanejar Sagal assa valida una de | as principal es plagas que af ecta | as plantaciones. Se utilizaron
columnas pléasticas de 25 cm de ato con dos texturas de suelo y cuatro niveles de humedad. 500 nemétodos fueron
ubicados en la parte superior, y en laparteinferior de lacolumna (24 cm) se ubicaron larvasde S. valida dentro de raices
primarias de palmay también completamente expuestas. El nimero de juveniles infectivos (Jl) de Seinernema sp., se
evalué atres profundidades alas 24, 48, 72 y 96 horas después de aplicados |os nemétodos. L os resultados muestran que
si laslarvasde S valida estan totalmente expuestas lamayoriade JI serecuperaron entre 48y 72 horas. Si laslarvas estan
dentro de raices de palma, lamayoriadelos JI se recolectaron entrelas 24 y 48 horas. Ademas, € desplazamiento delos
Jl en las dos texturas de suelo fue gradual. Los primeros J que lograron alcanzar el hospedero penetraron; otros se
localizaron en laproximidad delaslarvas o especial mente en lasraices o en las tres secciones de profundidad eval uadas.
Laprincipal conclusion, es que Seinernema sp. SN10198 tiene comportamiento crucero y emboscador.

Palabras clave: Juvenilesinfectivos. Columnas de suelo. Barrenador de raices. Sagalassa valida.

Abstract: The mobility and speed of entomopathogenic nematodes (Seinernema sp. SN10198) were evaluated in soils
of an oil palm plantation in Tumaco, Colombiain order to establish whether this control system could be applied for the
management of Sagalassa valida, one of the most important pests that affects plantations. Plastic columns, 25 cm long,
were used with two soil textures and four humidity levels. Five hundred nematodes were placed on top of each soil
column, and in the lower part (24 cm) S valida larvae were placed both inside primary pam roots and completely
exposed. The number of Seinernema sp. infective juveniles (1J) was evaluated at three depths at 24, 48, 72 and 96 hours
after nematode application. Theresults showed that if the S. valida larvae are completely exposed, the mgjority of |Jwere
recovered between 48 and 72 hours. If the larvae are located inside palm roots, the majority of 1Jwere collected after 24
and 48 hours. Also, the movement of 1J in the two soil textures was gradual. The first 1J that could reach the host
penetrated it; others stayed near the larvae or especially in the roots or in any of the three depths evaluated. The main

conclusion is that Seinernema sp. SNI0198 exhibits cruising and ambush behavior.

Key words: Infective juveniles. Soil column. Root borer. Sagalassa valida.

Introduccién

Dentro del complejo deinsectos que afectan el cultivo de pal-
ma de aceite (Elaeis guineensis Jacq., 1763) en Colombiay
especialmente en Tumaco-Narifio (Zona Occidental), € ba-
rrenador de raices, Sagalassa valida Walter, 1735 (Lepi-
doptera: Glyphipterigidae), essin dudael de mayor importan-
ciaeconomicay posiblemente de més dificil mangjo (Séenzy
Betancourt 2006). En 1991 se reportd que el 100% deloscul-
tivos jovenes de palma de aceite de la zona de Tumaco pre-
sentaban algun grado de ataque por este insecto (ICA 1991).
La gravedad del dafio de S. valida se reflgja en que las
larvas, al vivir en el sistemaradical, pasan desapercibidasy su
presenciasolo se manifiestacuando han ocasionado dafios que
pueden al canzar nivel eshastadel 80% delasraices (Aldanaet
al. 2000; Saenz y Betancourt 2006). El dafio ocasionado por
lalarvaconsiste en barrenaduras que pueden alcanzar mas de
30cm de longitud en una raiz primaria comprometiendo en
ocasiones €l cilindro central. Seguin Genty (1973), ladestruc-
cién parcial de las raices es seguida por una cicatrizacion de
los tejidos con emision de brotes nuevos o por una pudricion
gue puede extenderse hastael bulbo radical. Como consecuen-
ciadel atague, las palmas af ectadas pueden tener mal anclaje

produciendo en casos extremos vol camiento; ademés se pre-
sentan alteraciones fisiolégicas que se reflgjan en mal desa-
rrollo, lento crecimiento, amarillamiento y secamiento prema-
turo de las hojas basales e intermedias, emision continua y
prolongada de inflorescencias masculinas unida a una reduc-
cién en el tamafio delosracimos (Pefiay Jiménez 1994; Cues-
taet al. 1997; Saenz y Betancourt 2006).

En condiciones de campo el comportamiento criptico de
larvas de S. valida es una de las principales barreras fisicas
parael éxito de controladores biol 6gicostipo parasitoides, bac-
teriasy hongos, ya que estos organiSmos no presentan estruc-
turas o comportamientos de blisqueda adecuados para col oni-
zar hospederos en suel o o dentro de raices. EI comportamien-
to emboscador y navegante en suelo de los neméatodos
entomopatogenos, permite alta capacidad de blisqueday loca-
lizacion del hospedero, atributos que hacen de estos enemigos
naturales una alternativa a tener en cuenta para el control de
plagas de palma de aceite.

Los nematodos entomopatdégenos més importantes en
control biologico de plagas corresponden a las familias
Steinernematidae y Heterorhabditidae, cuyos miembros estan
mutual isticamente asociados con bacterias de los géneros
Xenorhabdusy Photorhabdus que ocasionan septicemiay otros
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tipos de afecciones | etal es en sus hospederos. Entrelas carac-
teristicas que hacen de éste un grupo promisorio de contro-
ladores biol 6gi cos pueden destacarse |as sigui entes: Altaviru-
lenciay répidaaccion a matar a hospedero, €l tercer estado o
juvenil infectivo no se alimenta y estd morfoldgica y fisio-
| 6gicamente adaptado para sobrevivir por largos periodos en
el suelo en ausencia de su hospedero, alto potencial repro-
ductivo y muestran respuesta numéricacon respecto al hospe-
dero, pueden criarse masivamente en laboratorio, tienen un
amplio rango de accidn, aunque algunos son muy poco espe-
cificos, alta resistencia a productos quimicos, tanto los
nematodos entomopatdgenos como sus bacterias, son inocuos
para humanos y animales domeésticos, no causan dafio a las
plantas por ser especificos para insectos, agunas especies se
pueden reproducir sin lapresenciadel macho, y estan exentos
deregistro parasu comercializacion en Europay Estados Uni-
dos(Klein 1990; Kaya1993; Kayay Gaugler 1993; Georgisy
Manweiler 1994). Dentro de los atributos negativos esta in-
cluido su amplio rango de hospederos (aunque ef ectos negati-
vos en hospederos no blanco no han sido observados, esterango
amplio de hospederos puedeincluir insectos benéficos); limi-
tada tolerancia a condiciones ambientales (por gemplo, re-
guerimientos de humedad); corto tiempo de almacenamiento;
pobre persistencia en campo y altos costos en comparacion a
los pesticidas quimicos (Kaya 1993).

De acuerdo con estudiosrealizados por Saenz et al. (2005)
con diferentes especies de nematodos entomopatdgenos para
el control del barrenador de raices de palma, la especie que
ocasiono mayor mortalidad de larvasde S. valida fue Seiner-
nema sp. SNI10198. Este es un nematodo nativo, tiene una o
dos generaciones en €l insecto y pueden matar al hospedero
entre 24 y 48 horas. Las larvas infectadas presentan colora-
cién marron variando a ocre o castafio. Estas variaciones en
color se deben apigmentos originales del insecto, cantidad de
luz que reflgja la cuticulay grado de infestacion. Las larvas
infestadas son flécidas e inodoras, |os tejidos internos son de
aspecto gomoso y se observan totalmente desintegrados (Séenz
2005).

Deacuerdo conlo anterior, losobjetivosdel presente estu-
dio fueron evaluar lamovilidad delosjuvenilesinfectivos (JI)
de Seinernema sp. SNIO 198 en columnas de suelo con dos
texturas, cuatro humedadesy con presenciade larvas expues-
tasy enraicesprimarias de palma, dado el comportamiento de
dafio que realizan las larvas de S valida en campo. Ademas,
de establecer el porcentagje de mortalidad de este hospedero
por los Jl.

Materialesy M étodos

El ensayo se desarroll6 en laplantacion Pameiras SA., loca-
lizadaa 58 km de San Andrés de Tumaco (Narifio, Colombia),
a una altura de 28 msnm, temperatura promedio de 28°C y
92% de humedad relativa.

Movilidad deJI en diferenteshumedadesdesuelo. El ensa-
yosemonto encilindrosdepléasticode 25 cmdelargoy 10 cm
dedidmetro, con seisorificioscada7 cm. Serealizaron cuatro
tratamientos que consistieron en suel o franco arenoso con cua
tro humedades: suelo seco (0% de humedad), suelo semiseco
(15% de humedad), suelo a capacidad de campo (30% de hu-
medad) y suelo saturado (45% de humedad). Para cadacilin-
dro se pesaron 2.200 g de suelo y se le agregd agua hasta la
humedad deseada. A cada cilindro se le aplico 500 J en uno

delos extremos del mismoy en €l otro se colocd unalarvade
S valida alos 24 cm Los cilindros se ubicaron verticalmente
con las larvas hacia la parte inferior. Se realizaron cuatro re-
peticiones por tratamiento.

Seevaluaron muestrasde suelo alas 24, 48, 72y 96 horas,
extrayéndolas delos orificios con ayudade un microbarrenoy
se colocaron en embudos Baermann, paracontar el nimero de
nematodos en cada muestra. Se expusieron 20 larvas de
Galleriamellonella L. 1758 (Lepidoptera: Pyralidae) alos Jl
obtenidos para evaluar la sintomatologia propia de la infec-
ciony porcentaje de mortalidad.

Movilidad deJl en dostexturasde suelo. Semontd el ensa-
yo descrito conlarvasde S, valida expuestasy larvas en raices
de palma. Ademés, se utilizaron dos texturas de suelo: franco
arenosa y franco arcillosa, provenientes de la plantacion. Se
realizaron cinco repeticiones por tratamiento. Se tomaron
muestras cada 24 horas hastalas 96 horasy se dispusieron en
embudos Baermann paralarecuperacion de JI. Lasdistancias
evaluadas para el conteo de Jl correspondieron a7, 14y 21
cm. El suelo se dejo con humedad a capacidad de campo, co-
rrespondiente al 30% de acuerdo con los resultados del ensa-
yo anterior. A cadacolumnase le adicion6 2.200 g de suelo y
aproximadamente entre 660 y 780 ml de agua, de acuerdo al
tipo de suelo. Se expusieron 20 larvas de G. mellonella alos
JI obtenidos de los embudos Baermann y se evalud el porcen-
taje de mortalidad.

Disefio estadistico.Parael ensayo de movilidad de JI se utili-
z6 un disefio completo al azar con arreglo factorial 4 X 4 (cua-
tro humedades, cuatro tiempos de evaluacion). Parael ensayo
de dos texturas de suelo se usd un disefio completamente al
azar con arreglo factorial 2 X 2 (dos texturas de suelo, dos
formas del hospedero).L as variables evaluadas fueron: nime-
ro de Jl presentes en cada distanciay tiempo. Parael andlisis
estadistico serealizo andlisisde varianzay regresién con ayu-
dadel programa SAS.

Resultadosy Discusion

Movilidad deJI en diferenteshumedadesde suelo. El conteo
maximo de Jl se presentd alas 72,79 horasy los nematodos se
desplazaron 20,46 cm desde € punto de aplicacion, con hu-
medad de 25,67%, es decir, un suelo a capacidad de campo.
Por ende, ésto le permite alos JI nictar con facilidad (Fig. 1),
desplazarse vertical y horizontalmente. La velocidad estima-
dadedesplazamiento delos Jl enlascolumnasde suelo fuede
20,26 cm en suelo con humedad de 31,5%. Esto indica que €l
mejor movimiento de los nemétodos'y con mayor niimero de
JI se encuentra en suelos con porcentgjes de humedad entre
los 25y 30% de agua (Fig. 2).

La profundidad no tiene efecto sobre el nimero de J ha-
llados (F = 4,34; g.l. = 1; P< 0,07) (Fig. 2). Ademés, €l por-
centaje de humedad en el suelo afectala movilidad de los JI
hacia el hospedero (F=6,75; g.l. = 1; P < 0,00005), lo cual se
observaen lareduccién en el nimero de JI cuando los porcen-
tajes de humedad son altos (45%) o no se establecié movili-
dad en humedades bajas (15%), (Fig. 2). Kung et al. (1990a,
b) y Barbercheck y Kaya (1991) afirman que una humedad
relativa superior a 90% y € rocio, a pesar de favorecer la
supervivencia e infeccion de Jl alibre exposicion en algunas
especies de nemétodos entomopatégenos, pueden favorecer
fendmenos de quiescencia. Este Gltimo fenémeno, posiblemen-
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te lo presentaron los juveniles infectivos expuestos a hume-
dades superiores a capacidad de campo.

El tiempo es significativo sobre la movilidad (F = 5,29;
g.l.=1; P<<0,001) y lamayoriadelos J se desplazan en 24
horasy lalarvacebo seinfectaen un periodo de 72y 96 horas.
Los Jl recorren unadistancia de 24 cm en menos de 72 horas
y a disectar las larvas cebos, éstas presentaron adultos de
Seinernema sp. Con esto se comprueba que este nematodo
nativo se desplaza verticalmente como se ha registrado para
otras especies de nemétodos entomopatégenos (Georgis y
Poinar 1983a; Schroeder y Beavers 1987; Mannon y Jansson
1992; L épez 1999; Moalinay L6pez 2002).

En la interaccion tiempo por profundidad se presentaron
diferencias significativas (F = 3,23; g.l. = 1; P < 0,0006) y
aunque el muestreo de nemétodos essimilar enloscuatro tiem-
poseva uados, hubo mayor recuperacion dejuvenilesinfectivos
cuando €l suelo se encuentra en capacidad de campo, es decir,
30% de humedad; por otra parte, la profundidad no afecto el
desplazamiento (Fig. 3).

L os neméatodos encontrados entre 14 y 24 cm son los més
velocesy tienen alta capacidad de busqueda, lo cual seve es-
timulado por & hospedero, dado que, al evaluar las larvas a
las 96 horas, se encontraron nemétodos en diferentes estados
como J4 y adultos, asi como hembras y machos de primera
generacion. También se observaron Jl arededor de los in-
sectos. En suel o seco se encontrd el mayor nimero de larvas
vivas (90%). En suelo con humedad de 15% hubo una mor-
talidad del 15%. En suelo con 30% de humedad hubo una
mortalidad del 75% y en suelo saturado hubo un 45% de
mortalidad. Resultados similares fueron encontrados por
Schroeder y Beavers (1987) a establecer el movimiento de
juvenilesinfectivos de acuerdo con | as propiedadesfisicas del
suelo y con Choo y Kaya (1991) al evaluar Heterorhabditis
bacteriophora. El porcentgje de mortalidad de larvas de G
mellonella, expuestas a J recuperados de los embudos
Baermann por profundidad fue del 93 (7 cm), 98 (14 cm) y
95% (24 cm). Estos porcentajes indican |a alta patogenicidad
y rapidez de desarrollo del ciclo de vida del nematodo en el
insecto cebo. Datos similares son observados en los estudios
realizados por Chooy Kaya (1991), Kayay Gaugler (1993) y
Georgiay Manweiler (1994).

Movilidad de JI en dostexturasdesuelo. No se presentaron
diferencias entre las texturas de suelo (F=0,62; g.l. = 1; P<
0,4348), larvas expuestas y larvas dentro de laraiz (F = 4,70;

Figura 1. Juveniles infectivos presentes en |as patas de Sagalassa vali-
da realizando |os movimientos de nictacion.

gl.=1; P<0,6331) y lainteraccion S. validaxtiempo (F =
1,30; g.l. = 3; P<0,2830), S validaxtiempox profundidad (F =
1,83; g.l. = 6; P< 0,1008). Sin embargo, se presentaron dife-
rencias significativas en lasvariables profundidad (F = 16,67;
g.l.=2; P<0,0000), tiempo deevaluacion (F =49,15; g.l.= 3;
P < 0,0000) y las interacciones S. validax profundidad (F =
8,21; g.l. = 2; P<0,00005) y profundidadxtiempo (F = 59,05;
g.l. = 6; P<0,0000).

Serecuperaron juvenilesinfectivosen lastres profundida-
des evaluadas para la textura franco-arenosa con larvas ex-
puestas y en raiz (Fig. 4A). La mayor recuperacion de Jl se
present6 a las 48 y 96 horas a 14 y 21 cm de profundidad.
Resultados similares encontraron Georgis y Poinar (1983b),
al evaluar nematodos entomopatdgenos en cinco texturas, sien-
do més favorables las texturas con mayor proporcion de are-
nas que permiten el facil desplazamiento de los juveniles
infectivos.

Infectivos (I3)

Infectivos (J3)

Infectivos (J3)

Tiempo (h)

15
Humedad (%) 0 24

Figura 2. Juveniles infectivos de Seinernema sp. SNIO 198 recupera-
dos en las tres profundidades: A) 7 cm, B) 14 cmy C) 24 cm en las
cuatro humedades y tiempos eval uados.
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Figura 3. Juveniles infectivos presentes en cada uno de | os tiempos eval uados para las diferentes profundidades y humedades.

El comportamiento de los JI en texturafranco arcillosa es
similar al presentado en franco arenosa. En todas las profun-
didades se encontraron Jl tanto en larvas expuestas como en
larvas en raiz (Fig. 4B). Las mayores lecturas de juveniles
infectivos serealizaron alas 48 y 96 horas en las profundida-
desde 14y 21 cm, igual que en latexturafranco arenosa. Sin
embargo, lavelocidad de desplazamiento fue menor en latex-
turafranco arcill osa, quizas debido a tamafio delas particulas
y por ende, e movimiento y desplazamiento delos Jl haciael
hospedero es méas rgpido en suelo franco arenoso que en suelo
franco arcilloso, dado que este ultimo tiene mayor concentra-
ciéndearcillas. No obstante, € desplazamiento de Seinernema
sp. esfavorecido por 1abaja densidad aparente en las dos tex-
turas empleadas, debido aquelos Jl se desplazaron con facili-
dad conservando su viabilidad. De acuerdo con los estudios
de Portillo et al. (2000), una densidad alta afecta el desplaza-
miento y sobrevivencia de los JI, por € reducido tamarfio de
poro, ya que los JI de algunas especies de nematodos
entomopatdgenos pueden tener un didametro mayor con res-
pecto a diametro de poro delatexturalo cua impide su despla-
zamiento haciael hospedante. Por €l contrario, las densidades
bajas permiten el movimiento continuo delosJl entrelas par-
ticulas.

En cada tiempo de evaluacion en larvas expuestas, se re-
cuperaron en promedio 8, 17,5, 14,6 y 19,3 Jl en lastres pro-
fundidades en | as dos texturas de suelo. Al compararlo con el
tratamiento de larvas en raiz €l nimero promedio de J se
incrementaa9, 19,2, 16y 19,2. Esto debido posiblementeala
respuesta positiva que presentd Seinernema sp. a desplazar-
se en direccion a su hospedero. L as especies con este despla-
zamiento, presentan atraccion por volétiles en el momento en

gue la plaga hospedante |os emite. Para este caso las sustan-
cias volatiles pudieron ser emitidas por la alimentacién y
deyecciones de S validay lasraices primarias de palma, que
hacen que lleguen los JI y encuentren su hospedero dentro de
las galerias formadas en las raices barrenadas. Este tipo de
respuestaindujo alos JI adesplazarse inicialmente en sentido
vertical sobrelabarrera (raiz de paima), labordearon y final-
mente los pocos Jl que tuvieron contacto con laraiz, se des-
plazaron en sentido horizonta y alcanzaron € orificio de per-
foracion realizado por lalarva, como se observé a evaluar las
raices bajo el estereomicroscopio. Resultados similares fue-
ron hallados por Choo y Kaya (1991) a exponer H. bacte-
riophora ahospederos con y sin raices de maiz (Barbercheck
y Kaya 1991).

Al realizar las observaciones bajo el estereomicroscopio
se observo que los primeros Jl que llegaron a las larvas ex-
puestas o larvas en raiz presentaron el movimiento tipico de
nictacion, descrito por Ishibashi y Kondo (1990). A través de
este movimiento, los JI se desplazaron por € interior de las
galerias hechas por lalarvay localizaron la plaga. Asi mismo
selogré determinar todala secuenciadel movimiento delosJl
en cinco posicionesal interior delasgaleriasen laraiz afecta-
dapor S valida. En primerainstancia, al ingresar e Jl por €l
orificiodeentradadelalarvaprolongé laparte posterior desu
cuerpo y formé planos (posicion 1) extendiendo su cuerpo en
forma ondulatoria constantemente y se quedd totalmente pa-
rado en su parte posterior (posicion 2,5). Luego € JI prolongd
la parte anterior de su cuerpo en sentido horizontal hasta que
establecié contacto nuevamente con la superficie de la raiz,
con un movimiento ondulatorio pausado (posicion 3) El Jl
continud con lasposiciones 1, 2, 3 hastael momento en el cual
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el Jl localizé a su hospedero posiblemente por quimiotaxis o
por gradientes de CO, y finalmente €l JI se preparé para efec-
tuar un salto (posicion 4) y penetrar lalarvade S valida.

Se estima que el tiempo que tardo € Jl en desplazarse d
interior de laraiz y parasitar la larva estuvo entre 72 'y 96
horas. Lo cua se observo d finalizar las evaluaciones, a en-
contrar en promedio de 12 a 18 JI dentro de laraiz, en las
deyecciones rosadas hechas por la larva 'y sobre el insecto,
realizando el desplazamiento descrito anteriormente. Este
movimiento es caracteristico de Seinernema sp., por poseer
ambos comportamientos: crucero y emboscador, respondien-
do positivamente a las sustancias volatiles del hospedero y
recorrer ciertadistanciacon movimiento nictatorio hastaloca-
lizarlo, accediendo aéste por €l salto o desplazandose eingre-
sando alalarva (Fig. 1).

Otros Jl no se desplazaron en la columna de suelo, sobre
laslarvas o lasraices, probablemente por que no alcanzaron a
percibir las sustancias vol &iles emitidas por laplagao laraiz
o la humedad del medio que hizo que los JI entraran en un
estado de quiescencia o reposo. En algunos casos, especies
emboscadoras no presentan respuesta alguna hacia su
hospedante, si no perciben en cantidades suficientes los
gradientes de CO, o € estimulo atrayente (Campbell y Kaya
1999).

En este experimento se observo el salto y penetracion en
larvas expuestas. Los Jl se desplazan en el cuerpo del insecto
dorsolateralmente y en sus patas, localizando |os espiraculos
parapenetrarlo (Fig. 1). En promedio se encontraron 12J por
larva. El porcentajede mortalidad delaslarvasde G. mellonella
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Figura 4. Juveniles infectivos encontrados en cada profundidad en tex-
tura franco-arenosa (A) y franco-arcillosa (B).

expuestas alosjuvenilesinfectivos recuperados de los embu-
dos Baermann fue del 66% para todos | os tratamientos.

Conclusiones

L asestrategiasintermedias de comportamiento de Seinernema
sp. permiten que los juveniles infectivos se adapten parain-
fectar insectos que permanecen bajo la superficie del suelo o
tener altamovilidad y estar distribuidos através del perfil del
suelo, controlando no solamente al barrenador de raices de
palmasS. valida, sino posiblemente prepupas de lepidépteros,
hormigas o larvas de escarabajos que son plagas limitantesy
estén presentes en los cultivos de palmaen Colombia.
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