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RESUMEN

Se evalud y comparo6 la patogenicidad (medida en porcentaje de penetracion y mortalidad)
de tres nematodos nativos, Heterorhabditis sp. (HNI 0100 y CIAT) y Steinernema sp. (SNI
0198) contra larvas de tercer instar de Phyllophaga menetriesi bajo condiciones de
laboratorio. Los tratamientos fueron cada especie de nematodo en dos concentraciones (7
000 y 13 000 1J/ml) y dos tiempos de evaluacion (5 y 10 dias). El porcentaje global de
penetracion fue de 74.5%, siendo los tratamientos con Steinernema sp. los que presentaron
los mas altos valores (>80%). La mortalidad global fue baja (10.5%), la especie que causo

la mayor mortalidad (20-30%) fue Heterorhabditis sp. (HNI 0100).

Con base en los resultados e informacion adicional obtenida en la literatura cientifica se
postula que la cepa de Steinernema evaluada se trata de S. glaseri o una especie muy

cercana a ella.



1. INTRODUCCION

Las larvas de escarabajos de la superfamilia Scarabaeoidea conocidas como chisas,
mojorros, gallinas ciegas, o0 mojojoyes, son consideradas mundialmente como insectos-
plagas de gran importancia econdmica, puesto que se alimentan directamente de las raices
de diversos cultivos, afectando su desarrollo y ocasionando en muchos casos hasta la

muerte de las plantas.

Las especies mas voraces y dafiinas se encuentran dentro de los géneros Anomala, Popillia,
Macrodactylus, Cyclocephala, Strategus y Phyllophaga. Este Gltimo, se considera como
una de las principales plagas debido a su gran rango de hospederos y su amplia distribucion
latitudinal (Centro y Sur América) y altitudinal (1 800-2 500 msnm) (King & Saunders

1984, Sanchez & Vasquez 1996).

En Colombia, Phyllophaga menetriesi (Blanchard) ha sido reportada en las zonas agricolas
de clima frio atacando diversos cultivos de importancia econdmica como cereales,
hortalizas, frutales, tuberosas, flores, forrajes, arvenses y forestales (Posada 1993, Londono
1998, Madrigal 2003). El tercer estadio larval es el mas dafiino al permanecer mas tiempo
alimentandose de las raices principales de las plantas, y por lo tanto, es sobre éste en el que

se han centrado los esfuerzos de control quimico y bioldgicos.

Dentro del control bioldgico, sobre larvas de escarabajo-plaga, se han evaluado diferentes
especies de nematodos entomopatogenos, de las familias Steinernematidae y
Heterorhabditidae. Estas familias se caracterizan por estar asociadas a bacterias simbiontes

que matan rapidamente al insecto parasitado.
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Debido a esta asociacion simbiotica, a su amplio rango de hospederos, gran capacidad de
busqueda, alta virulencia, su facilidad para ser reproducidos masivamente y porque no
ocasionan problemas al ambiente (Klein 1990), los miembros de Steinernetamatidae y
Heterorhabditidae han sido clasificados como los agentes de control bioldgico mas

promisorios, entre los nematodos entomopatdgenos.

A nivel mundial, se han desarrollado investigaciones empleando estas dos familias de
nematodos para controlar plagas subterraneas de importancia econémica, obteniéndose
resultados muy prometedores en el campo del control biologico; e.g. Cosmopolites sordidus
en cultivos de banano (Rosales & Suarez 1998), Diaprepes abbreviatus y Phyllophaga spp.
en cafa de azucar (Sirjusingh et al. 1992), Phyllopertha horticola y Amphimallon
solstitialis en prados (Smits 1992), Popillia japonica en campos de golf (Villani & Wright
1988, Grewal et al. 2002), Exomala orientalis, P. japonica'y Cyclocephala borealis en

prados (Koppenhofer & Fuzy 2003) entre otros.

En Colombia, Amaya & Bustamante (1975) iniciaron el reconocimiento de nematodos
como enemigos naturales de las chisas evaluando Steinernema (=Neoplectana)
carpocapsae cepa, DD-136, contra larvas de Premnotrypes vorax, Cyclocephala rufficollis
y Eutheola sp.. En 1994 Londofio y Pérez, aislaron nematodos entomopatogenos de las
familias Rhabditidae y Mermithidae a partir de varias especies de chisas, mientras que
Sanchez & Vasquez (1996) aislaron el nematodo Hexamermis spp. (Mermithidae) de larvas

de Phyllophaga, Anomala, Serica 'y Plectris.



Cabe destacar también otros trabajos como los de Garzon et al. (1996) quienes evaluaron
Steinernema spp. y S. carpocapsae cepa 25 (EXHIBIT®) contra Premnotrypes vorax;
Saenz & Luque (1999) quienes probaron S. feltie, cepa Villapinzon, sobre larvas de Tecia
solanivora y Clavipalpus ursinus; Londofo (1998) quien emple6 H. bacteriophoray S.
carpocapsae contra P. obsoleta y Ramirez (2002) quien evalud la patogenicidad de

Heterorhabditis spp. sobre larvas de P. menetriesi.

El presente trabajo se plantea ante la necesidad de investigaciones que contribuyan a
ampliar el conocimiento de los controladores naturales asociados a las larvas de escarabajo-
plagas, para lograrlo, la investigacion busc6 evaluar y comparar en condiciones de
laboratorio, la patogenicidad de tres especies de nematodos nativos Heterorhabditis sp.
(HNI 0100), Heterorhabditis sp. (CIAT) y Steinernema sp. (SNI 0198) sobre larvas de
tercer instar de P. menetriesi provenientes de cultivos de yuca y cebolla, de los
departamentos de Cauca y Risaralda. Partiendo de la hipdtesis de que existen diferencias
estadisticamente significativas, entre los diferentes tratamientos (tres especies de
nematodos, dos concentraciones de nematodos y dos tiempos de evaluacion) y el porcentaje

de larvas penetradas y muertas por los nematodos entomopatégenos.



2. MARCO TEORICO

2.1 Insectos Plagas de Suelo

Los insectos plagas del suelo, se constituyen en uno de los mayores limitantes en los
agroecosistemas a nivel mundial, generando bajos rendimientos y en muchos casos
pérdidas de hasta el 100%. Los principales dafios estan relacionados con muerte de las
semillas y plantulas, escaso desarrollo de las raices y partes aéreas, alteraciones
morfologicas y fisiologicas, marchitez, debilitamiento, volcamiento, acceso de
fitopatogenos directa e indirectamente y hasta la muerte (Rios-Rosillo & Romero-Parra

1982).

Los insectos-plaga del suelo mas importantes estan distribuidos en tres grupos principales,

segun su estrategia de alimentacion, estos son: minadores que perforan el tallo continuando
su alimentacién dentro de la planta; succionadores que se alimentan de los fluidos vegetales
y los masticadores, los cuales se alimentan trozando las raices 6 cortando al nivel del cuello

del tallo de las plantas (Tabla 1).

Dentro del ultimo grupo se encuentran las larvas de escarabajos, de las subfamilias
Melolonthinae, Dynastinae, Rutelinae y Cetoniinae, orden Coleoptera, consideradas como
unas de las principales plagas subterraneas (Morén 1994). Su amplio rango de hospederos
incluye cultivos, forestales y arvenses (Tabla 2). Los dafios se caracterizan por su
desigualdad y aparicion esporadica y porque son ocasionados, principalmente, por larvas de
tercer estadio. Dependiendo de la época del afo y del estado del cultivo, el ataque puede

ocasionar pérdidas hasta del 80% (Posada 1993).



Tabla 1. Principales plagas de suelo de Centro y Sur América (modificada de Coto et al. 1995)

FAMILIA TIPO DE CULTIVOS
PLAGA AFECTADOS

Curculionidae Minadores Cafa de azlcar, sorgo, maiz, algodon, platano, chile, berenjena

Pyralidae Minadores Camote, mani, cafia de azlcar, sorgo, frijol, tabaco

Cydnidae Succionadores Yuca, mani, cafia de azucar, maiz, frijol, algodon, banano, café, tabaco, berenjena

Pseudococcidae Succionadores Mango, pifia, camote, mani, garbanzo, banano, platano, café, apio

Chrysomelidae Masticadores Cebolla, lechuga, camote, nabo, sandia, uva, melon, pepino, mani, sorgo, trigo,
maiz, soya, frijol, arveja, esparrago, algodon, banano, chile, ajonjoli, remolacha,
espinaca, tomate, tabaco, berenjena, papa, zanahoria

Curculionidae Masticadores Pifia, camote, yuca, mani, cafia de azucar, trigo, maiz, frijol, banano, platano, cafg,
citricos, chile, papa

Gryllidae Masticadores Cebolla, repollo, mani, cafia de aziicar, maiz, garbanzo, frijol, ajonjoli,café,
tomate, tabaco

Scarabaeidae Masticadores Ajo, pia, lechuga, camote, repollo, meldn, yuca, mani, cebada, sorgo, caia de

azucar, trigo, maiz, soya, frijol, esparrago, platano, remolacha, fresa, manzana,
pera, café, citricos, chile, tomate, tabaco, papa, uva, zanahoria, arracacha, ciprés,
pino, ceiba




Tabla 2. Principales géneros de coledpteros rizofagos, por paises y cultivos afectados (Fuentes: Londofio & Pérez 1994, Sanchez &
Vasquez 1996, Shannon & Carballo 1996, Londofio & Rios 1997, Koppenhdfer & Fuzy 2003, Garcia et al. 2003)

GENERO PAIS CULTIVOS ATACADOS
Anomala México, Honduras, Panama, El Salvador Maiz, frijol
Colombia Arracacha, yuca, pastos, hortalizas, frijol, maiz, lulo, granadilla,
flores, mora, guayaba, eucalipto
Estados Unidos Prados de golf, pastizales, ornamentales
Cyclocephala Honduras, El Salvador Maiz, sorgo-maiz
México Maiz, frijol, caia de azucar, alfalfa
Colombia Arracacha, papa
Estados Unidos Prados de golf, pastizales, ornamentales
Macrodactylus Honduras, México Papa, maiz
Colombia Maiz, frutales, frutas, hortalizas, remolacha, zanahoria, papa, frijol,
arracacha, pasto, trigo
Popillia Estados Unidos Prados de golf, fresa, ornamentales, frutales
Phyllophaga Estados Unidos Avena, trigo, cebada, sorgo, leguminosas
México Cana de azlcar, maiz, leguminosas, platano, café, frijol, trigo,
alfalfa
Colombia Yuca, café, remolacha, zanahoria, papa, frijol, repollo, habichuela,
arracacha, maiz, pastos, flores, frutales
Guatemala Frijol, maiz, sorgo, esparrago, arveja, hortalizas, rosas
Nicaragua Papa, granos bésicos, pastos, café
Costa Rica Maiz, yuca, arroz, frijol, papa, cafia de azlicar, esparrago, ciprés,

Panama, El Salvador
Honduras

sabila, brocoli, remolacha, manzana, fresa
Maiz, arroz, frijol, pina, café
Maiz, sorgo, frijol, chile, cebolla, repollo, ajo




Los géneros mas adaptables y eurifagos de estas fubfamilias, son Anomala, Popillia,
Macrodactilus, Cyclocephala, Strategus y Phyllophaga. En la literatura se ha reportado
que todos los estados del ciclo de vida de estos escarabajos son susceptibles al ataque de
enemigos naturales como vertebrados, hongos, bacterias, virus, protozoos y nematodos,

motivando el estudio enfocado hacia el control biologico de estas plagas.

2.1.1. Métodos de Control

Las estrategias empleadas para el control de estas importantes y limitantes plagas, se
pueden reunir en dos grupos: las de tipo tradicional 6 quimico y las alternativas o limpias
(sin quimicos). Las primeras incluyen tanto el uso de insecticidas como de otros quimicos
(i.e. atrayentes o repelentes) (Bosque-Pérez 1992). Sin embargo, su uso indiscriminado ha
generado problemas de resistencia en los insectos, el surgimiento de nuevas plagas y
contaminacion por sus efectos residuales en fuentes de agua, suelos y alimentos, afectando

la calidad de vida de humanos y animales.

Las estrategias alternativas comprenden diversos métodos: cultural, fisico, genético y
bioldgico, las cuales, a su vez, pueden articularse en otras practicas como el control cultural
que incluye tacticas agrondmicas tales como uso de fechas y densidades de siembra,

rotacion de cultivos, recoleccion de residuos y manejo de arvenses.

Dentro de los métodos fisicos se encuentran las barreras naturales como arboles y rios y las
trampas atrayentes (feromonas, luz, cebos, etc.). El control genético se ha basado
principalmente en el desarrollo de resistencia vegetal, permitiendo a la planta evitar,

minimizar y/o tolerar el dafio causado por los insectos (Londofio 1998, Bosque-Pérez
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1992). Finalmente, el control biologico incluye la accion de enemigos naturales
(parasitoides, predadores y microorganismos entomopatogenos) y abarca tanto agentes de

ocurrencia natural como introducidos.

Entre los primeros se destacan los ectoparasitoides de larvas de las familias Tiphiidae y
Scoliidae (Hymenoptera) (King & Saunders 1984, Andrews 1984) Tachinidae,
Bombyliidae y Asiilidae (Diptera) (Lopez 2001). Los principales deprededores, segun
King & Saunders (1984), son los vertebrados como aves y anuros, mientras que Lopez
(2001) menciona a Conoderus sp. (Coleoptera: Elateridae). Los microorganimos incluyen
principalmente géneros de los hongos Metarrhizium y Beauveria, entre las bacterias
Bacillus sp y Serratia sp y los nematodos entomopatégenos de las familias

Steinernematidae y Heterorhabditidae (Rhabditida) (Tanada & Kaya 1993).

2.2 Nematodos Entomopatégenos

Los nematodos son gusanos cilindricos no segmentados, que poseen una cuticula exterior
acelular bajo la cual se encuentra la epidermis seguida por las fibras musculares
longitudinales, carecen de peritoneo, razén por la cual se incluyen dentro de los
seudocelomados. Tienen sistema excretor, nervioso, digestivo, reproductivo y muscular,

pero sin sistema circulatorio y respiratorio (Kaya & Stock 1997).

Algunas especies se encuentran asociaciadas a insectos, en relaciones que van desde
fortuitas hasta parasiticas. Estas ultimas, puede ocasionar diferentes efectos deletéreos

sobre sus hospederos, que pueden ir desde reduccion en la fecundidad, esterilidad y



longevidad, disminucién en la actividad, retrazo en el desarrollo, cambios fisiologicos,

morfoldgicos y de comportamiento (Poinar 1979) y hasta la muerte.

Existen ocho familias de nematodos reconocidas como parasitos de insectos, estas son:
Allantonematidae, Diplogasteridae, Mermithidae, Phaenopsitylenchidae, Sphaerularidae,
Tetradonematidae, Heterorhabditidae y Steinernematidae (Saenz 1999). Las dos ultimas,
estan relacionadas con una bacteria simbionte que mata al hospedero rapidamente, razéon
por la cual han despertado gran interés mundial para ser desarrolladas como
biocontraladores de insectos plaga. La bacteria simbionte pertenece a la familia
Enterobacteriacea y se han reconocido dos géneros Xenorhabdus en asocio con

Steinernematidae y Photorhabdus con Heterorhabditidae (Tabla 3).

Las células de la bacteria simbionte, son llevadas por los nematodos infectivos, en la
porcion ventricular de su intestino. Una vez es encontrado un insecto hospedero apropiado,
el nematodo lo penetra por sus aberturas naturales (boca, ano, espiraculos), llegando hasta
el hemocele, en donde libera la bacteria, la cual se propaga, matando al hospedero por

septicemia, en 48 horas (Kaya & Stock 1997).

En esta simbiosis obligada, la bacteria mata al insecto hospedero, produce compuestos
antimicrobianos como Xenorhabdinas y Xenocoumacinas (Akhurst & Boemare 1990) que
evitan la competencia con otros microorganimos, degrada el tejido del insecto en nutrientes
asimilables y sirve como fuente de alimento para el nematodo, siendo esta la manera como

los juveniles obtienen las células bacterianas antes de salir en busca de un nuevo hospedero.
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A su vez, el nematodo transporta la bacteria simbionte, la protege del medio exterior y de

las proteinas antibacteriales del sistema inmune del insecto (Kaya & Gaugler 1993).

Tabla 3. Asociaciones mutualistas entre nematodos y bacteria simbionte (modificada de

Akhurst & Boemare (1990) y Boemare (2002)).

Especie de Nematodo Asociado

Especie de Bacteria

Steinernema carpocapsae

S. feltie (=bibionis)

S. kraussei

S. affinis

S. intermedia

Steinernema spp. F3
Steinernema spp. F9

S. glaseri

Steinernema spp. NC513
Steinernema spp. M
Steinernema spp. N

S. rara

S. arenarium

S. kushidai

Heterorhabditis bacteriophora
H. indica

H. zealandica

H. bacteriophora grupo NC
H. megidis Grupo Neartico
H. megidis Grupo Paleartico

Xenorhabdus nematophilus
X. bovienii

X. poinarii
X. beddingii

Xenorhabdus spp.
Xenorhabdus spp.

X. japonica

Photorhabdus luminescens

P. temperata

Las familias Steinernematidae y Heterorhabditidae, han sido ampliamente estudiados como

potenciales biocontroladores de chisas rizofagas, debido a su amplio rango de hospederos,

gran capacidad de busqueda, alta virulencia, su facilidad para ser reproducidos

masivamente y sobretodo, porque no ocasionan problemas al ambiente (Klein 1990).

10



2.2.1 Taxonomia y Sistematica

11

En la actualidad, se han aislado varias especies y cepas de nematodos, a partir de muestras

de suelo e insectos infectados. A continuacion se listan las especies de steinernematidos

(Tabla 4) y heterorhabditidos (Tabla 5) identificados hasta el afio 2002.

Tabla 4. Especies reconocidas de Steinernema y sus sinébnimos (modificado de Poinar
(1990) y Adams & Nguyen (2002))

Especies originalmente descritas
en el género Neoaplectana excepto
kushidai 'y scapterisci)

Sinonimos

11

abbasi lelawad, Ahmad y Reid, 1997
affine (Bovien, 1937) Wouts,
Gerdin y Bedding, 1982
arenarium (Artyukhovsky, 1967) Wouts,
Mracek, Gerdin y Bedding, 1982

bicornutum Tallosi, Peters y Ehelers, 1995
bibionis (Bovien, 1937) Wouts,
Mracek, Gerdin y Bedding, 1982
carpocapsae (Weiser, 1955) Wouts,
Mracek, Gerdin y Bedding, 1982

carpocapsae (Weiser, 1955) Wouts,
Mracek, Gerdin y Bedding, 1982

caudatum Xu, Wang y Li, 1991
ceratophorum Jian, Reid y Hunt, 1997
cubanum Mracek, Hernandez

y Boemare, 1994

N. arenaria Artyukhovsky, 1967
N. anomali Kozodoi, 1984

N. anomalae (Kozodoi, 1984)
Curran, 1989

N. carpocapsae Weiser, 1955
N. belorussica Veremchuk, 1966

N. chresima Steiner en Glaser,
McCoy & Girth, 1942

N. dutkyi Turco et al., 1971

N. dutkyi Jackson, 1965

N. dutkyi Welch, 1963

N. elateridicola Veremchuk, 1970

N. semiothisae Veremchuk &
Litvinchuk, 1971

N. agriotos Veremchuk, 1969

N. feltie Filipjev sensu

Stanuszek, 1974



( continuacion) Tabla 4. Especies reconocidas de Steinernema y sus sinOnimos
(modificado de Poinar (1990) y Adams & Nguyen (2002))

Especies originalmente descritas
en el género Neoaplectana excepto
kushidai y scapterisci)

Sinonimos

feltie (Filipjev, 1934)Wouts,
Mracek, Gerdin y Bedding, 1982

glaseri (Steiner, 1929) Wouts,

Mracek, Gerdin y Bedding, 1982
intermedium (Poinar, 1985) Mamiya, 1988
kari Waturu, Hunt y Reid, 1997
kushidai Mamiya, 1988
kraussei (Steiner, 1923) Travassos, 1927
longicaudum Shen y Wang, 1991
neocurtillae Nguyen y Smart, 1992

oregonense Liu 'y Berry, 1996
puertoricense Roman y Figueroa, 1994

rarum (Doucet, 1986) Mamiya, 1988

riobravis Cabanillas, Poinar y
Raulston, 1994

ritteri Doucet y Doucet, 1990

scapterisci Nguyen y Smart, 1990

siamkayai Stock, Somsook y Reid, 1998
tami Luc, Nguyen, Reid
y Spiridonov, 2000

N. bibions Bovien, 1937

N. bothynoderi Kirjanova y
Puchkova, 1955

N. feltie Filipjen, 1934

N. georgica Kakulia 'y
Veremchuk, 1965

N. kirjanovae Veremchuk, 1969

N. leucaniae Hoy, 1954

N. menozzii Travassos, 1935

N. glaseri Steiner, 1929
N. intermedial Poinar, 1985

Aplectana kraussei Steiner, 1923

S. neocurtillis Nguyen y
Smart, 1992
S. oregonensis Liu y Berri, 1996
S. puertoricensis Roman
& Figueroa, 1994
S. rara Doucet, 1986

N. carpocapsae, cepa Uruguay
Nguyen y Smart, 1988

12
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Tabla 5. Especies reconocidas de Heterorhabditis y sus sindnimos (Poinar (1990), Adams

& Nguyen (2002))

Especies

Sinonimos

argentinensis Stock, 1993
bacteriophora Poinar, 1975

brevicaudis Liu, 1994

hawaiiensis Gardner, Stock y Kaya, 1994
indica Poinar, Karunakar y David, 1992
marelatus Liu y Berry, 1996

megidis Poinar, Jackson y Klein, 1987
zealandica Poinar, 1990

heliothidis (Khan, Brooks y
Hirschmann, 1976)

Cromonema heliothidis Khan,
Brooks & Hirschmann, 1976

hepialius Stock, 1997

Poblaciones de Nueva Zelanda
H. heliothidis sensu Wouts,1979

2.2.2 Ciclo Biologico

El ciclo de vida de los nematodos es simple; consta de huevo, cuatro estados juveniles,

separados por mudas, y adulto (Woodring & Kaya 1998).

En las familias Steinernematidae y Heterorhabditidae, el tercer estado juvenil (J3 o 1J) es la

unica forma de vida libre. En esta etapa el nematodo, contiene reservas de energia en

forma de carbohidratos, que les sirve de alimento y su cuerpo estd protegido por la cuticula

de la anterior etapa (J2), brindandole resistencia a las condiciones del medio ambiente a las

que se ve expuesto al salir en busca de un nuevo hospedero (Woodring & Kaya 1998).

Una vez es encontrado el insecto hospedero apropiado, es penetrado por los 1J a través de

las aberturas naturales. Estas formas llegan hasta el hemocele y liberan las células

bacterianas. Los nematodos se alimentan, maduran hasta adulto y producen varias
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generaciones, hasta que la calidad nutricional del cadaver se deteriora, iniciandose en este
momento, el desarrollo de infectivos juveniles (1J), finalmente, estos emergen en busca de

un nuevo hospedero (Kaya & Koppenhdfer 1999). (Figura 1)

Aunque el ciclo de vida de los steinernematidos y los heterorhabditidos es muy similar,
existen diferencias entre ellos. La mas importante es que los adultos que resultan de los
infectivos juveniles de Heterorhabditidae a diferencia de Steinernematidae son
hermafroditas. Por lo tanto, es suficiente que entre s6lo un individuo para que prosiga la

reproduccion.

Infectivos juveniles
penetran al hospedero

Liberacion de la
bacteria simbionte

Insecto muere, los
nematodos se desarrollan
hasta adultos y se reproducen

Infectivos juveniles
emergen en busca de
un nuevo hospedero

Figura 1. Ciclo de vida general de los nematodos entomopatogenos (Ehlers 2001)
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2.2.3 Nematodos vs. Escarabajos Plaga
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Desde 1929, en diferentes partes del mundo, se han registrado aislamientos de especies y

cepas de las familias Steinernematidae y Heterorhabditidae a partir de escarabajos (Tablas

6y7).

Tabla 6. Steinernematidos aislados a partir de escarabajos (modificado de Poinar (1992)

aunque se incluyen las citas bibliogréaficas, éstas no fueron consultadas)

Nematodos Hospedero Localidad Referencia
Steinernema anomali Anomala dubia Europa Kozodoi,1984
(Kozodoi) Scop.
S. arenaria (Art.) Melolontha Europa Artyukhovsky,
hippocastani Fab. 1967
S. bothynodera M. afflicta Ball. Europa Gulyamova,
(Kirj. y Puch) 1973
S. scarabaei Exomala orientalis  Norte América Stock &
Waterhouse Koppenhofer,
2003
S. carpocapsae Popillia japonica Norte América Glaser et
(Weiser) al.,1942
S. carpocapsae P. japonica Norte América Jackson &
(Weiser) Klein, 1985
S. feltie (Filip) Onitis alexis Klug ~ Egipto Aliet al.,1973
S. feltie (Filip) Pentodon algerinum Egipto Ali et al.,1973
Herbst.
S. georgica (K. & V.) Amphimallon Europa Kakulia &
solstitialis (L.) Verm, 1965
S. glaseri (Steiner) P. japonica Norte América Steiner, 1929
S. glaseri (Steiner) Strigoderma Norte América Poinar &
arboricola (Fab.) Brooks, 1977
S. glaseri (Steiner) Anomala Norte América Poinar, 1990

S. kushidai Mamiya
Steinernema sp.

Steinernema sp.

flavipennis Burn.
A. cuprea Hope
Adoryphorus
coulini (Burm.)
Scitala sericans
Erich.

Japon
Australia

Australia

Mamiya, 1988

Bedding &
Akhurst, 1974

Bedding &
Akhurst, 1974
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Tabla 7. Heterorhabditidos aislados a partir de escarabajos (modificado de Poinar (1992)
aunque se incluyen las citas bibliograficas éstas no fueron consultadas)

Nematodos Hospedero Localidad Referencia

Heterorhabditis P. japonica Newm.  Norte América Poinar, 1990

Bacteriophora Poinar Cyclocephala hirta ~ Norte América Poinar, 1990

Phyllophaga sp. Norte América Poinar &
Georgis, 1990
H. megidis P. japonica Newm.  Norte América Poinar et
Poinar, Jackson & Klein al.,1987

Heterorhabditis sp. P. japonica Newm.  Norte América Poinar, 1990

Heterorhabditis sp. Pericoptus Nueva Zelanda Jackson, 1990
truncatus (F.)

H. zealandica Poinar Heteronychus Nueva Zelanda Wouts, 1979;
arator (F.) Poinar, 1970

Evaluaciones a nivel de laboratorio, invernadero y campo, han revelado aspectos sobre la
biologia de ciertas especies y cepas de nematodos que las hacen mas exitosas contra

especies de escarabajos plagas, en la Tabla 8 se mencionan algunos de estos trabajos.

2.3 Insectos Plaga de Suelo en Colombia
En Colombia, Bellotti e al. (1997) registran como principales plagas de suelo a la chinche
de la viruela Cyrtomenus bergi Froechner (Hemiptera:Cydnidae) y a las chisas ¢ larvas de

escarabajos (Coleoptera:Scarabaidae).

Dentro de los programas de control bioldgico de estas importantes plagas, entre 1994 y
1995 y recientemente en 2003, se han evaluado diferentes especies y cepas de nematodos
entomopatogenos, introducidos y nativos, sobre todos los estados de desarrollo de C. bergi,
encontrando que el V instar ninfal y el adulto son los estados mas susceptibles (Caicedo &

Bellotti 1994, CIAT 1995).
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Tabla 8. Especies de nematodos empleados en bioensayos contra escarabajos plaga.

Nematodos

Escarabajos plaga

Referencia

H. heliothidis

H. bacteriophora (HP88)
H. heliothidis

S. carpocapsae

S. glaseri

Heterorhabditis spp.
Heterorhabditis (HE-87.3)
H. bacteriophora HP88

H. bacteriophora NJ-2

S. glaseri NC

S. glaseri NJ-43

S. glaseri NJ-43

S. glaseri SI-12

S. glaseri

S. kushidai

H. megidis

H. bacteriophora
H. bacteriophora
S. glaseri

S. feltiae

S. carpocapsae
S. glaseri

H. bacteriophora
H. zealandica

S. scarabae

R. majalis
P. japonica
Maladera matrida

Phyllophaga hirticula

Melolontha melolontha
Phyllopherta horticola

P. japonica

P. japonica
Cyclocephala hirta

Anomala cuprea

Aphodius sp., P. horticola

Cotinis nitida

P. japonica
P. japonica
C. borealis
P. japonica
Exomala orientalis
Rhizotrogus majalis
C. borealis

Villani & Wright, 1988
Glaser & Gol'berg, 1989

Forschler & Gardner,
1991

Deseo et al., 1992

Smits, 1992

Selvan et al., 1993
Selvan et al., 1994
Converse & Grewal,

1998

Fujiie, 1996

Ehlers et al., 1996

Townsend ef al., 1998
Wang & Gaugler, 1999

Grewal et al., 2002

Koppenhofer & Fuzy,
2003

Mientras que en chisas se han registrado trabajos con los nematodos S. feltie, cepa

Villapinzén, sobre larvas de Tecia solanivora 'y Clavipalpus ursinus (Sdenz & Luque

1999); Steinernema spp.y S. carpocapsae, cepa 25 (EXHIBIT®), contra Premnotrypes

vorax (Garzon et al. 1996); Hexamermis spp. (Mermithidae) aislados a partir de larvas de
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Phyllophaga, Anomala, Serica y Plectris (Sdnchez & Vasquez 1996); Rhabditida y
Mermithidae encontrados en varias especies de chisas (Londono & Pérez 1994); H.
bacteriophoray S. carpocapsae evaluados sobre P. obsoleta (Londofio 1998) y

Heterorhabditis spp. probado sobre larvas de P. menetriesi (Ramirez 2002).

2.3.1 Los Escarabajos Plaga: Phyllophaga menetriesi

Las especies de chisas mas abundantes y voraces en Colombia se encuentran en los géneros
Anomala, Popillia, Macrodactylus, Cyclocephala, Strategus y Phyllophaga (Bellotti et al.
1997, Pardo 1994). Estas se registran en las zonas cafeteras y de clima frio moderado de
los departamentos de Antioquia, Boyaca, Cundinamarca, Narifio (Ritcher 1958), Valle,

Quindio, Tolima, Cauca (Pardo 2000), Huila (Yepes et al. 2000) y Risaralda (Pardo com.

pers.).

Segun Andrews (1984), Phyllophaga es el género mas importante de todas las chisas
fitofagas. A nivel nacional, se ha reportado atacando diversos cultivos, como cereales
(trigo, cebada, avena, maiz, sorgo y arroz); hortalizas, incluyendo lechuga, cebolla, repollo
y zanahoria; frutales como lulo, tomate de arbol, citricos y aguacate; tuberosas como papa
y yuca; cucurbitaceas; flores; cafa de azucar; café; plantas forrajeras y prados, ademas
de especies forestales como ceiba, ciprés, pino calentano, eucalipto, entre otras (Posada

1993, Londofio 1998, Madrigal 2003).

Phyllophaga menetriesi es una especie cosmopolita, distribuida desde Guatemala hasta Sur

América (King & Saunders 1984). En Colombia ha sido registrada atacando diferentes
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cultivos en los departamentos de Cauca, Risaralda, Quindio (Pardo 2000) y Tolima

(Sanchez & Vasquez 1996).

Vulgarmente se le conoce como abejon de mayo, gallina ciega, joboto, jogoto o chisa.
Tiene un ciclo de vida univoltino (Figura 2) destacandose el tercer estadio como el mas
voraz (Figura 3) al consumir las raices de las plantas hospederas desde fines de junio hasta
octubre. Los adultos emergen durante enero y marzo y consumen hojas de arboles como
Eritrina poeppigiana, Anona sp., Ceiba sp., Hibiscus spp., Manihot spp., entre otras

(Figura 4).

@ huevo

(@ larva de I instar

1

/

adL%os salen con las I [luvias®

/\@ larva de g% instar

se alimentan y reproducen
'y @ larva de 3* instar

: S
Ot

E

Figura 2. Ciclo de vida de Phyllophaga menetriesi (Tomado de Andrews 1984)
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Figura 3. Larvas de tercer instar de P. Figura 4. Adulto de
menetriesi (Tomado de King & Saunders P. menetriesi (Tomado de King & Saunders
1084) 1984)

Debido al creciente registro de larvas de escarabajos, atacando cultivos de importancia
economica en diferentes regiones de Colombia, en el afio 2002, en CIAT se inici6 el
proyecto “Control Integrado de Plagas Subterraneas en Sur América”, que busca identificar
las principales plagas subterraneas, reducir las pérdidas en los cultivos que ocasionan y
encontrar una estrategia apropiada para su manejo integrado, evaluando diferentes

enemigos naturales, entre los que se incluyen los nematodos entomopatogenos.

El presente trabajo, hace parte de este proyecto, participando en la determinacion y
comparacion de la patogenicidad de tres especies de nematodos entomopatogenos nativos
sobre larvas de tercer instar de Phyllophaga menetriesi, en condiciones de laboratorio,
como parte de la busqueda de enemigos naturales de esta importante plaga, para su manejo
y control y de esta manera reducir el dafio ocasionado en los diferentes cultivos y el uso

indiscriminado de insecticidas quimicos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Sitio de Estudio

Los bioensayos se realizaron en el laboratorio del Programa de Entomologia de Yuca —
Manejo Integrado de Plagas- del Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT),
ubicado en el municipio de Palmira (Valle del Cauca, Colombia), con temperatura

promedio de 23°C y humedad relativa de 65%.

3.2 Material Biologico

3.2.1 Nematodos

Los estadios infectivos (1Js) de los nematodos nativos (Heterorhabditis spp HNI 0100 y
Steinernema spp SNI 0198) fueron facilitados por el Centro Nacional de Investigacion del
Café (CENICAFE), gracias a la colaboracion del microbiologo Juan Carlos Lopez. Estos
nematodos fueron aislados a partir de muestras de suelo de los municipios de Fresno

(Tolima) y Montenegro (Quindio), respectivamente.

La especie nativa Heterorhabditis spp. CIAT, fue aislada en el municipio de La Florida

(Risaralda), a partir de muestras de suelo de cultivos de cebolla.

La identificacion de los aislamientos hasta género fue realizada en los laboratorios de
CENICAFE y de Entomologia de Yuca del CIAT. Muestras de los entomopatogenos
fueron enviadas a la doctora Patricia Stock, Universidad de Arizona, Estados Unidos, para

su correspondiente identificacion hasta especie.
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Los nematodos fueron cultivados en larvas de ultimo instar de Galleria mellonella a 23°C,
en cajas de petri y papel filtro Whatman No.1, (Kaya & Stock 1997) (Figura 5A). A partir
de las larvas muertas, se recolectaron los infectivos en trampas “White” durante tres dias
(Figura 5B). Posteriormente fueron almacenados maximo por una semana, en frascos de

vidrio con formaldehido al 0.05%, en incubadoras a 15°C.

Figura 5. Reproduccion in vivo de nematodos sobre larvas de G. mellonella. A, incubacion
en cajas de petri; B, trampa “White”.

Las soluciones de nematodos fueron preparadas por dilucion 24 horas antes del montaje del
ensayo (Kaya & Stock 1997). A partir de la solucion madre se tom6 un mililitro de
nematodos y se diluyo en 9 ml de agua destilada estéril (ADE). Los conteos se realizaron
con 10 submuestras de 50 microlitros bajo el microscopio-esteroscopio, estimandose la
concentracion de nematodos de la soluciéon madre original, mediante la formula:

N*I/M*(x+1)=S
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donde, N es el promedio de nematodos por submuestra; M es el numero de mililitros de la
submuestra; x + 1 es la dilucion realizada; S es la concentracion (nematodos / ml) de la

soluciéon madre.

Para preparar las soluciones con las concentraciones deseadas (7 000 y 13 000 nematodos /

ml) a partir de la suspension inicial o suspension madre, se empleo la formula:
A=D*C)/B

donde A es el volumen inicial de la suspension que se desea diluir; B es el nimero de

nematodos por mililitro de esta suspension; C es el volumen final de la nueva dilucion; D

es la concentracion deseada de la nueva dilucion. Siendo C — A la cantidad de agua que

debe ser adicionada o restada para obtener la concentracion final.

3.2.2 Los Insectos

Las larvas de tercer instar de P. menetriesi se colectaron en cultivos de yuca, Manihot
esculenta y cebolla, Allium fistulosum, en los municipios de Pescador (Cauca) y La Florida
(Risaralda), durante los meses de julio y agosto de 2003. Las muestras fueron procesadas

en el laboratorio y sometidas a cuarentena por un periodo de uno a dos meses (Figura 6).

Las larvas fueron individualizadas en vasos plasticos, de 4 onzas con tapa, empleando
como sustrato suelo estéril 3:1 (tres partes de materia organica por una de arena) y
alimentadas con trozos de zanahoria y granos de maiz pregerminado. Cada larva recibia
tres granos de maiz o un trozo de zanahoria de 2 cm’, aproximadamente, cada ocho dias,

retirandose el alimento no consumido (Figura 7).
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Figura 6. Cuarto de cuarentena Figura 7. Larva individualizada

3.3 Diseiio Experimental

La unidad experimental modificada a partir de la utilizada por Caicedo & Bellotti (1994),
Gaugler et al. (1994) y Bedding (1990), consisti6 de cinco vasos desechables de dos onzas
con tapa. A cada vaso se le agrego6 una larva de tercer instar de P. menetriesi, 40 g de arena
estéril al 5.8% de humedad en peso y un grano de maiz. Un mililitro de la solucién de
nematodos, fue aplicada en un orificio de 2.5 cm de profundidad, en el centro del sustrato y
cubierta con arena (Figura 8). Al tratamiento control se le adicioné 1ml de ADE, sin

nematodos.

Los vasos fueron rotulados con el cddigo del tratamiento y la fecha y almacenados, en

bandejas dentro de bolsas plasticas negras selladas, para mantener la humedad (Figura 9),

en un cuarto oscuro a 23°C y 65% H.R hasta el momento de la evaluacion.
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Figura 8. Montaje de los bioensayos. Figura 9. Almacenamiento de las unidades de
muestreo.

3.4 Bioensayos

3.4.1 Susceptibilidad de las Larvas a los Nematodos

Se realiz6 una evaluacion de tres especies de nematodos nativos de acuerdo a lo sugerido

por Bedding (1990) para verificar si las larvas de tercer instar de P. menetriesi eran

susceptibles a los nematodos nativos. Las larvas fueron inoculadas con dos

concentraciones (7 000 y 13 000 nematodos /ml) y evaluadas en dos tiempos (5 y 10 dias

luego de la aplicacioén). Cada tratamiento, incluyendo el control, cont6 con cuatro

repeticiones en el tiempo para un total de 20 larvas por tratamiento.

A los 5y 10 dias se realiz6 la evaluacion para verificar presencia o ausencia de nematodos,
las chisas vivas se lavaron con ADE para comprobar la presencia de nematodos sobre el
cuerpo. Posteriormente, las larvas se disectaron en solucion salina estéril bajo el
microscopio-esteroscopio, dividiéndose en cinco secciones: cabeza, térax, abdomen 1,
abdomen 2 y raster. Se realizo el conteo aproximado del nimero de nematodos que

penetraron en cada segmento, tanto vivos como muertos. Las larvas muertas fueron
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conservadas en camara himeda (Figura 10) y se continud observandolas dos meses mas,

hasta el final del ensayo.

RSN et

AN ?eiji

plosto &-11/cd

Figura 10. Larva muerta en camara humeda

Los datos obtenidos, se analizaron por medio de pruebas ji-cuadrado, para determinar la
dependencia entre los factores parasitismo y mortalidad y los tratamientos montados (SAS,

version 6.4, 1994)

3.4.2 Patogenicidad de los Nematodos
Antes y después de cada ensayo, se prepararon unidades de muestreo idénticas a las de los
tratamientos, pero con cinco larvas de ultimo instar de G. mellonella para comprobar la

patogenicidad y persistencia de los nematodos empleados (Figura 11).

Figura 11. Control positivo de los bioensayos, larvas de G. mellonella.
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Las larvas se revisaron 48 horas después, registrandose el numero de vivas y muertas, estas
ultimas se trasladaron a una camara htimeda (caja petri + papel filtro Whatman No.1) para

continuar con el desarrollo de los nematodos y su posterior recuperacion en trampa “white”.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Patogenicidad de los Nematodos y su Atraccion hacia las Larvas de P. menetriesi
Antes de la diseccion, al examinar bajo el estereoscopio el agua con que se lavaron las
chisas vivas, se encontro, igual que Forschler & Gardner (1991), gran cantidad de
nematodos vivos sobre la superficie de las larvas, confirmando la atraccion de los 1Js hacia

el insecto y su viabilidad a los 5 y 10 dias post-inoculacion.

Otra manera de confirmar la persistencia de los nematodos, fue con los controles positivos,
empleando larvas de G. mellonella en el momento del montaje y evaluacion de los
tratamientos. Este tipo de control, presenté mortalidades del 100% de los insectos a las 48
horas, demostrandose la sobrevivencia y patogenicidad de los nematodos bajo las

condiciones del bioensayo, segin lo recomendado por Wright et al. (1988).

4.2 Susceptibilidad de las Larvas de P. menetriesi a los Nematodos Nativos
4.2.1 Porcentaje de Penetracion
Globalmente, el porcentaje de penetracion de las larvas fue de 74.5 % (n=247),

dependiendo significativamente de los tratamientos aplicados (y* =23; 11 g.I; P=0.014).

Los tratamientos con Steinernema presentaron los mas altos valores de penetracion siendo
iguales o superiores al 80%. El tratamiento SNI-7-10 alcanzé el 100% de penetracion
(n=23), seguido de SNI-7-5 (91%, n=23), SNI-13-5 (80%, n=20) y SNI-13-10 (78%, n=18).
En contraste los tratamientos con Heterorhabditis presentaron los menores porcentajes de

penetracion, siendo el mas bajo H C-13-5 con un valor de 52.9% (n=17) (Figura 12).
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Figura 12. Porcentaje global de penetracion de larvas de tercer instar de P. menetriesi por
tres especies de nematodos nativos (SNI, HNI, H CIAT), con dos concentraciones distintas

( 7000y 13 000 [Js/ml) y dos tiempo de evaluacion (5 y 10 dias).

Estos resultados difieren con aquellos registrados en la literatura, en los cuales

Heterorhabditis es el género con mayor posibilidad de penetracion gracias a que posee un

diente terminal con el que raspa las areas intersegmentales de la cuticula del insecto,

facilitando la entrada al cuerpo del hospedero (Ishibashi & Kondo 1990).

Es importante anotar que Wang & Gaugler (1998), citados por Dowds & Peters (2002),

reportan una mayor penetracion de S. glaseri gracias a la produccion de secreciones que
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degradan el tejido del insecto. Es posible que la cepa evaluada se trate de una especie
cercana a S. glaseri, la cual no ha sido registrada para Colombia, por lo tanto es importante
lograr la identificacion hasta especie del nematodo empleado, para corroborar lo encontrado
en 1998 o adicionar una especie mas a la lista de steinernematidos que ocasionan altos

porcentajes de penetracion.

La separacion de los tratamientos por fecha de evaluacion (Figura 13), permite visualizar
que la dependencia entre tratamientos y porcentaje de parasitismo no fue significativa. A
los 5 dias el porcentaje total de larvas parasitadas fue 68.85% (n=122) (x’=10.87; 11 g.1;

P=0.05), mientras que a los 10 dias alcanzé el 80% (n=125) (x’=8.6; 11 g.1; P=0.12). En
ambos casos sin embargo, SNI-7 present6 los mayores porcentajes de penetracion (100%,

n=23).

Esto permite destacar que a excepcion de SNI-13 en todos los tratamientos, el porcentaje de
parasitismo se increment6 con el tiempo, observandose, independientemente de la especie
de nematodo empleada. Se presume que la accidon de la respuesta inmune (ver seccion 6.3)
puede haber desintegrado los nematodos, generando una subestimacion en el calculo del

porcentaje de penetracion.
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Figura 13. Comparacion del porcentaje de penetracion de larvas de tercer instar de P.
menetriesi entre dos tiempos de evaluacion diferentes (5 y 10 dias), por tres especies de
nematodos nativos (SNI, HNI, H CIAT) en dos concentraciones distintas ( 7 000 y 13 000
[Js/ml). A, es el porcentaje de penetracion a los 10 dias (80%); B porcentaje global
(74.5%) y C porcentaje a los 5 dias de evaluacion (68.9%).

4.2.2 Porcentaje de Mortalidad

Globalmente, el porcentaje de mortalidad de las larvas fue bajo, 10.5% (n=247),
dependiendo significativamente de los tratamientos aplicados (y’=21.01; 11 g.I; P=0.03).
Similares resultados, fueron obtenidos por Desed ef al. (1992) trabajando con Melolontha
melolontha, una de las especies mas dafiinas en Europa, los autores, encontraron que las

larvas de tercer instar no eran susceptibles a diferentes cepas de Steinernema 'y

Heterorhabditis.
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Noble & Noble (1971) proponen que la resistencia de los insectos debido a la edad, puede
ser el resultado del mejoramiento de la resistencia natural. Los factores inmunoldgicos
indudablemente juegan un papel importante en la susceptibilidad y en los estados iniciales
juveniles la respuesta de los anticuerpos es mas baja que en los mas viejos. Debido a esto,
al igual que Dese0 et al. (1992) se considera necesario el desarrollo de investigaciones
sobre todos los estadios larvales del insecto plaga, P. menetriesi, antes de descartar una

cepa o especie de nematodo entomopatdgeno.

Los tratamientos con mayor porcentaje de mortalidad fueron en los que se evaluo
Heterorhabditis, obteniéndose valores entre el 15 y el 30%. El tratamiento HNI-13-5
presentd el mayor valor 31.6% (n=19), seguido de H C-7-5 y HNI-13-10 con 21% (n=19

para ambas cepas).

En contraste, los tratamientos con Steinernema presentan los valores mas bajos de

mortalidad, destacandose SNI-13-5 y SNI-7-10 con el 0% (n=20 y n=23) (Figura 14).

Nuestros resultados se semejan a los obtenidos en otros estudios a nivel de laboratorio, que
comparan especies y cepas de ambos géneros de nematodos contra larvas de escarabajos, en
los cuales, especies de Heterorhabditis se presentan como mas agresivas, virulentas o

patogénicas que especies de Steinernema.
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Figura 14. Porcentaje global de mortalidad de larvas de tercer instar de P. menetriesi por
tres especies de nematodos nativos, dos concentraciones distintas ( 7 000 y 13 000 [Js/ml) y
en dos tiempos de evaluacion diferentes (5 y 10 dias).

En efecto, Wright et al. (1988), encontraron que el porcentaje de mortalidad ocasionado por
H. heliothidis (100%,n=19) sobre larvas de P. japonica, era significativamente mayor que
el causado por S. glaseri y S. feltie (100%, n=13 y n=2). En forma similar, Villani &
Wright, en ese mismo afio, encontraron que H. heliothidis caus6 entre 30-50% mas de
mortalidad que S. feltie sobre larvas de Rhizotrogus majalis y Forschler & Gardner en

1992, encontraron que especies de Steinernema (S. glaseri 'y S. carpocapsae) requerian,
respectivamente, 6.8 y 16.6 veces mas de formas infectivas para producir el 50% de

mortalidad (i.e. LCsp) en larvas de P. hirticula, que su contraparte H. heliothidis.
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Asimismo, Smits (1992) al comparar diferentes especies de nematodos sobre larvas de
tercer instar de Phyllopertha horticola, encontrd que Heterorhabditis, cepa HE-87.3, causo
el 98% de mortalidad, mientras que las S. anomali, S. glaseriy S. feltie causaban

mortalidades inferiores al 60%.

Adicionalmente, otras comparaciones en laboratorio de dos cepas de S. carpocapsae (S20 'y
All) y H. bacteriophora cepa HP88, demostraron una vez mas la mayor efectividad de los
heterorhabditidos, al presentar una mortalidad dos veces mayor que steinernematidos, esta

vez sobre larvas del escarabajo-plaga Maladera matrida (Gaugler et al. 1994).

Sorprendentemente, y contrario a lo registrado por otros autores (Converse & Grewal 1998,
Villani & Wright 1988), quienes obtuvieron mayores valores de mortalidad a medida que
pasaba el tiempo, el mayor porcentaje de larvas muertas fue a los 5 dias de evaluacion
(13.11%, n=22) comparado con los 10 dias (8%, n=125) (Figura 15). Una posible
explicacion para este fenomeno, recae sobre las variaciones, no controladas, de los
especimenes de P. menetriesi que fueron traidos directamente de dos regiones diferentes y
usados en los tratamientos aleatoriamente, sin tener en cuenta este factor como fuente de

variacion.

No obstante, ante la imposibilidad de obtener ejemplares de cria, se realiz6 una
“cuarentena” mediante la cual, las larvas fueron individualizadas en vasos plasticos con
tapa y suelo estéril. Estas larvas fueron monitoreadas durante 1-2 meses, para garantizar de

esta manera que las empleadas en los tratamientos no presentaran ningtn tipo de patdégeno.
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Por otra parte, las chisas tratadas solo con ADE (larvas control) no presentaron mortalidad,

confirmandose el buen estado de salud de las larvas.
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Figura 15. Comparacion del porcentaje de mortalidad de larvas de tercer instar de P.
menetriesi entre dos tiempos de evaluacion diferentes (5 y 10 dias), por tres especies de
nematodos nativos (SNI, HNI, H CIAT) en dos concentraciones distintas ( 7 000 y 13 000
IJs/ml). A, es el porcentaje de mortalidad a los 5 dias (13.1%); B porcentaje global
(10.5%) y C porcentaje a los 10 dias (8%).

La variacion en los resultados, debido a los diferentes origenes de las larvas, es mencionado
por Sikora (1990), citado por Sirjusingh ef al. (1992), quien propone que la patogenicidad
de una cepa de nematodo puede variar debido a la existencia de diferentes niveles de
susceptibilidad o resistencia en las distintas poblaciones del insecto blanco. Adicionalmente

segun Villani et al. (1992), sugieren que esta susceptibilidad puede estar modificada por el

estrés en el medio ambiente y su respuesta fisiologica ante este.
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Por lo tanto, se ve necesario el empleo de insectos a partir de cria, para garantizar una
respuesta homogénea y generalizable, controlando factores de variaciéon como los

anteriormente mencionados.
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Figura 16. Porcentaje de parasitismo y mortalidad de los dos tratamientos de nematodos
que mas penetraron las larvas de P. menetriesi y las que causaron mayor mortalidad.

Al comparar graficamente los porcentajes de parasitismo y mortalidad (Figura 16) de los
tratamientos que presentaron mayor penetracion (SNI-7-10 y SNI-7-5) y mayor mortalidad
(HNI-13-5 y HNI-13-10), se observa que, los primeros ocasionaron mortalidades muy bajas
0% (n=23) y 4.35% (n=23), respectivamente. Esta aparente contradiccion, fue observada
por Selvan et al. (1993) quienes encontraron que aunque S. glaseri (cepa NJ-43) causéd
mayor mortalidad (83.3%) a las larvas de P. japonica, la cepa NC fue la de mayor

porcentaje de penetracion (62.3%) pero con menor mortalidad (40%).
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Esto podria atribuirse a una mayor eficacia de los nematodos y para nuestro caso, como se
menciond anteriormente en el marco teoérico, el mayor porcentaje de mortalidad con un
numero bajo de penetracion, mostrado por las cepas de Heterorhabditis puede deberse a
que gracias a su condicion hermafrodita, solo un 1J es necesario para causarle la muerte al

insecto hospedero e iniciar el ciclo de vida de los nematodos.

Esto se observo en las larvas muertas que fueron separadas en cajas petri, a partir de las
cuales se obtuvieron infectivos juveniles vivos, veinte y hasta treinta dias después de la
infeccion, los cuales fueron recuperados en trampas “White” durante cerca de diez dias,

confirmandose la muerte de las chisas por causa de los nematodos entomopatdgenos.

4.3 Portal de Entrada y Supervivencia de los Nematodos

El conteo aproximado de los nematodos vivos y muertos encontrados en las cinco secciones
en que se disect6 cada larva (Tabla 9), mostré que la tendencia de penetracion es por la
cabeza (140 chisas). La mayoria de los infectivos se alojaron en la porcién anterior del
intestino, o buche (Figura 17). Estos resultados coinciden con lo descrito por Ishibahis &
Kondo (1990), Forschler & Gardner (1991) y Sirjusingh et al. (1992), quienes proponen
que el principal portal de entrada de los nematodos a las larvas de escarabajos es por el

tracto digestivo.

Figura 17. Diseccion cabeza de larva de P. menetriesi. A, gula; B, mandibula.
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No. de SEGMENTO
CHISAS CABEZA TORAX ABDOMEN; ABDOMEN, RASTER TOTAL
Con 140 31 25 43 59 298
nematodos
Con
nematodos 58 18 14 27 47 34
muertos
Con
nematodos 122 17 16 22 25 202
Vivos

Tabla 9. Numero de chisas con nematodos en cada seccion del cuerpo, se separan el
nimero de chisas con nematodos vivos y muertos.

Cabe anotar que la cabeza present6 el mayor nimero de chisas con nematodos muertos (58)
(Tabla 9) (Figura 18). Aunque no verificado en este estudio, es posible que la accion de
los fluidos intestinales del hospedero, hayan matado los parésitos, tal como lo destaca
Dowds & Peters (2002). Los autores identificaron este hecho como un limitante para el

parasitismo de nematodos a través del tracto digestivo.

Figura 18. Nematodos muertos a partir de chisa disectada

Hasta el presente, no se ha identificado el tipo de respuesta inmune de P. menetriesi, ante la
invasion de nematodos entomopatdgenos y/o la bacteria simbionte que estos liberan. Los
nematodos muertos encontrados en el presente trabajo, tenian en su interior partes blancas

alternando con espacios transparentes (Figura 19) y al tomarlos con la aguja de diseccion,
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se partian en trozos pequefios. Se puede suponer que la muerte fue ocasionada por
respuestas de tipo humoral: reacciones con componentes no celulares, como encapsulacion
melanica y produccion de péptidos antimicrobiales que, en ocasiones, causan la muerte de
los nematodos sin ningun sintoma de ataque (Poinar 1979), la accion de los fluidos

intestinales puede ser una de estas respuestas segun lo descrito por Dowds & Arne (2002),

Figura 19. Fotografia microscopica de nematodos muertos

Vale la pena resaltar la necesidad de continuar la investigacion en esta area para lograr
identificar el tipo de biocontrolador mas resistente al sistema inmune del P. menetriesi de
acuerdo a su estado de desarrollo, para implementarlo en un programa efectivo de manejo

integrado de plagas.
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5. CONCLUSIONES
- Bajo condiciones controladas de laboratorio, las especies de nematodos Steinernema sp.
SNI 0198, Heterorhabditis sp. HNI 0100 y Heterorhabditis sp. CIAT presentan grados

variables de patogenicidad sobre larvas de tercer estadio de Phyllophaga menetriesi.

- Aunque el porcentaje global de penetracion de las tres especies de nematodos nativos
alcanzo el 74.5% (n=247) se presentaron variaciones estadisticamente significativas

(P=0.014) entre tratamientos.

- El mayor porcentaje de penetracion se dio en el tratamiento con Steinernema sp.,
alcanzando valores mayores o iguales al 80%, mientras que Heterorhabditis sp. CIAT, fue

el de menor valor con 52.9% (n=17).

- Dado el alcance practico de los resultados obtenidos es importante identificar, a nivel
especifico, los nematodos evaluados en este proyecto. Esto permitiria confirmar si la cepa
de Steinernema corresponde a S. feltie o si es una nueva especie o cepa, que ocasiona altos

porcentajes de penetracion.

- El aumento en el porcentaje de penetracion a través del tiempo, fue un fendémeno

observado en este bioensayo, concordando con lo encontrado por otros autores, con otras

especies de nematodos e insectos-plaga.
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- El tamafio de la muestra impide establecer conclusiones firmes sobre la dependencia de
los tratamientos y el porcentaje de parasitismo en el tiempo (5 y 10 dias), por lo tanto, son

necesarias nuevas evaluaciones con muestras poblacionales mas grandes.

- En general el porcentaje de mortalidad fue bajo, 10.5% (n=247), con una dependencia

significativa entre tratamientos y mortalidad (P=0.03).

- Los tratamientos con Heterorhabditis ocasionaron los mayores porcentajes de mortalidad,
con valores de 31.6% (n=19) para HNI-13-5y 21% (n=19) con HNI-13-10 y H C-7-5,
mientras que en los tratamientos con SNI-13-5 y SNI-7-10 de Steinernema se presentaron

mortalidades nulas (n=20 y n=23, respectivamente).

- Los resultados obtenidos, corroboran los hallazgos reportados en la literatura cientifica en
donde se establece que las especies de Heterorhabditis causan mayores mortalidades que

los Steinernema.

- El origen geografico diferente de las larvas empleadas en los bioensayos genera
dificultades en el andlisis de las variaciones en los porcentajes de mortalidad observados a
los 5 dias de evaluacion, por lo tanto se requiere realizar nuevos ensayos pero empleando

insectos obtenidos a partir de una cria de laboratorio.

- Los tratamientos que presentaron mayor porcentaje de penetracion (Steinernema sp.), no
fueron aquellos que causaron la mayor mortalidad (Heterorhabditis sp.), por lo tanto es

plausible inferir una mayor eficacia de los ltimos.
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- El principal portal de entrada de los nematodos hacia la hemolinfa de la chisa es la boca,
probablemente, los entomopatdgenos logran entrar en el momento de la alimentacion,

transportados por el bolo alimenticio.

- Los nematodos fueron encontrados principalmente en la primera seccion del intestino

anterior, o buche, concordando con la informacion presentada ya por otros autores.

- En el desarrollo de futuras investigaciones en las que se busque encontrar un
entomopatogeno efectivo para el control bioldgico de Phyllophaga menetriesi, es necesario
hacer hincapié en tres puntos importantes a tener en cuenta: utilizar especimenes
exclusivamente de cria, para minimizar los factores de variacion como respuesta inmune,
edad, calidad y salud de los insectos; evaluar diferentes cepas y especies de nematodos en
todos los estados de desarrollo de la plaga y finalmente, desarrollar investigaciones en la
inmunidad de las chisas, para identificar que tipo de respuesta es la que se presenta contra

los nematodos y la bacteria simbionte.
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