SUSCEPTIBILIDAD DEL ADULTO DE Cyrtomenus bergi A TRES
ESPECIES DE NEMATODOS ENTOMOPATOGENOS EN INVERNADERO
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INTRODUCCION

Cyrfomenus bergi Froeschner (Fig 1A), es un
Hemiptera de |a familia Cydnidae, polifago y de
hdbio subtendneo que se alimenta directamente
del producto comercial de diversos cultives de
importancia econdmica como, yuca, manl,
cebolla, esparragos no s&io en Colombia, sino
tambeén en paises del neotrdpico como Panama,
Costa Rica, Venezuela y Brasil. Su control hasta
el momento ha sido muy dificil de implementar
por su hdbto polfage y su adaplaciin al
ambiente del suelo (Balloth, 2002)

Figura 18. Juvenll infective de
Stelnernemna

La evaluacion del potencial de biocontrol con
nematodos entomopatogencs de los génercs
(Fig. 18) y se ha

adulte susceptibles al pamastiEmo de las
diferentes  especies
porcentaes de monalidad muy bajas 3-45% Se
propone su E-raluac-on en invernadero con & fin
de &n su

en un ambiente mas real anles de ser
recomendados como una alermativa para su
manejo integrada (CIAT, 2003)

Figura 1A Adultos de C. bergl.

MATERIALES Y METODOS

Nmaosv estados de C. bergi

parala del presente trabajo (Tabla 1) fueron producidos en
lawas de (itimo instar de Galens medonalz 8 23°C de acuerdo a la metodologla descnta por Kaya &
Stock (1987) Los juvenies infectivos fueron en agua con al 001% a2
10°C durante 5-7 dias y un dia antes de su inoculacidn fuercn aclimatades a 23°C. Los adultos de
C. bargi lueron seleccionados de la colonia del laboratorio de Entomalogia de Yuca del CIAT.

Tabla 1. Especies de nematodos y su origen.

Especies Origen
Stewnarnema nobrave (Sr) Estados Unidos
S Carpecapsae (S carp.) Estados Unides
Stenemenma sp-SNID100 (SNI) Colombia
Hetleromabeilis ep-HNI-0198 (HNI) Colombia
Heterorhabdilis sp-CIAT 2003 (HCIAT) Colombia

Ensayos:

El adulto de C bevg fue inoculado con una sola dosis de nematodos, 1.000 nematodosim| de tres
especies diferentes (S carpo, SNI y HNI) en vasos plasticos con 300 g de arena sin esterilizar
{4%P/P) ¥ un grano de malz pregerminado (CIAT, 2003) Los tratamientos fueron organizados en
blogues compéetos al azar con 30 insectos por trataméento. El control fue moculado con un mililitro
de agua destiada La evaluacidn se realizd 10 dias despues, el parasitismo y la mortalidad fueron
regestrados.

Un segundo ensayo fue realzado con dos especies de nematodos (S carp. y HNI) y 25000
nematodos/mi). El ensayo fue repetide fres veces veces en blogues completos al azar con 12
Insectos por El control, |a ¥ fueron los mismos del
ensayo anterior.

El Gitimo ensayo constio de tres especies de nematodos (SNI, HCIAT y Sr) a razdn de 100.000
nematodasimi El ersayofue repetido tres veces veces en bloques completos al azar con 12
Insectos rirol, la ¥ fueron los mismos de los

por
ENs3Y0s anteriores.

Condiciones ambientales.
T* Min 23 °C, T M&x. 34 °C y HR Min. 60% 5 y Max 52% 25

Andlisis estadistico
Les datos fueron analizados por Chi cuadrado y andliss de vananza [ANCVA)

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultades del primer ensayo mostraron
que s lres especies de  nemalodos
evaluados fueron capaces de localizar y
parasitar el adulto de C. bevpl pero con
porcentajes de parastismo muy bajos, 10, 18
y 21% para HNL SNI y S cap
respectvamente (Fig 2) Ademds no fue
posible determinar la mer especie ¥ no se
obsend moralidad

A pesar de |a baja respuesta de [as especies
se confirma |a lendencia observada en los
ensayos de [aboratorio, en los cuabes HNI fue
I3 especie con ef mas bapo parasismo sobre
@ estado adulto y las especies SNI y S camp SNI HN S. carp
con ks mayores porcentajes de respuests
tanto en laboratorio coma en invernadero. Especies

Figura 2. Parasitismo de tres especies de nematodos

Parasitismo (%)

sobre el adulto de C. bergl con 1000 nematodosiml.
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Eneiaegundneﬂsayusenbsemﬁun enla de ¥ con e
aumento de la La mayor s@ obluve con § carp con un 84% de
parasitismo y 20% de morlahdad !’ HHI con 54% de parastismo y 5% de mortalidad (Fig. 3). Pero a
pesar del aumento en la cue la enlre las especies de nematodos y

. bergi es muy baja, pues stio oon & Burnenlo en 25 veces de |a concertracidn de nematodos fue
posibie duplicar la respuesta del parastisma
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Figura 3. Parasitismal Moralidad del adulto de €. bergi con dos especies de
nematodos y 25.000 nematodasiml.

Con el aumento en 20 veces de la concenfraciin de dos de las especies que causaron el mayor

de en los bi de Ml ¥ Sry de una de las especies con el
bajo parastismo, HCIAT, se obsenvd una disminucion en el parastismo de 100% a 63% para la
egpecie SM| y de 71% a 68% para Sry de 67% a 56% para HCIAT. En coniraste con 1a monaldad, la
cual mosind un ligero aumento de tres veces a ko obienide en laboratorio para las especies SNl y Sry
de cinco veces para la especie HCIAT (Fig 4)
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Figurad  Parasitisma y Mortalidad de tres esoecies de nematodos sobre
#l adulto de C. bergl y 100.000 nematodosiml.
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(%)
s 28258828288

Los en los en con las dif
especies de nematodos evaluados EOblE el adulto ae C bergi  Destacdndose la relacidn positiva
entne el dela i ¥

A pesar de ka aftas e conbnue siendo muy
DBJB lo cual permite especular uue &l num oe infectivos que MI’SI" penetrar & chinche no son
com

para causar Selvan ef al (1863), un haao nimero de
nematodos causan una fasa uaga en el ¥ un en el resgo de
de por parte de la mmune del insecto, y (para Steinemematids) la

probabilidad de aparaeamiento es mucho mas baja debido a la baja poblacidn de individuos que
logran penetrar el insecto

Se considera priortanc Iniciar estudios bascos para el conocimiento de los factores Bsicos y quimicos
que C berg estd generando cuando endra en contacto con los nematodos enfomopatdgenos. El
conocimento de esta |nhenela:»6n permiticd avanzar en el proceso de seleccm de las mejores
especies de para ser en ‘de manejo integ

CONCLUSIONES

Todas las especies de
y matar el adulto de C. bergn.

fueron capaces de localizar, parastar

Aungue s& obenvd un incremento de 3 monalided del adulto de C bevgi con el incremento de la

de s Iniciar estudios basicos de los posibies mecanismos. de
defensa tanto fisicos como quimicos que C. bergi esta generando con las diferentes especies de
nematodos evaluadas y poder optimizar el proceso de seleccadn de las mejores especies para el
control de ©. bergi
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UNA NUEVA ESPECIE DE NEMATODO ASOCIADO AL CHINCHE SUBTERRANEO DE
LA VIRUELA Cyrtomenus bergi Froeschner (Hemiptera : Cydnidae) EN COLOMBIA

[:] ]

Cyriomenus bergi Froeschner (Fig. 1A) es
considerado una de las principales plagas del
suelo de numerosos cultives en Colombia y
varos palses tropicales E| aislamiento de

con p para su
control ha sido una de las metas durante los
ditimes aflos como una allernativa para reducir
el uso excesivo de plaguicidas quimicos
{Beliotti, 2002)

C. bergy se ahmenta de ralces, tubércules y
frutas sublerrdneas (Ej. mani) de las plantas
hospederas. Sélo en yuca el dafic ha sido
caracterizado, tanto adultes como las ninfas
insertan su estilete en la epidermis y corteza
de la ralz de la yuca defando lesiones en el
paréngquima que facilta la entrada de
patégenos del suelo tales como Fusanum,
Aspergilus, Geniculana y Pythium (Bellotti,
2002)

.
Fig. 18: Races de yuca con dana

MATERIALES Y METODOS

A duccién de o4
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Con g . situadas a la izguierda del intestino. Bursa abierta del tipo
peloderan con una parie pequena de la cola que sobresale de la bursa, el velo en |a parte terminal
en forma de V (Figs 6-7) Nueve pares de rayas bursales, tres pares precloacales, tres adcloacales
¥y tres post cloacales. Espleulas delgadas con puntas en forma de aguja de crochet, con la punta
proximal curvada hacia afuera (Fig 8)

Fig. &, Explests del macho,
Vista lateral

Fig. &, c-u:-c..n'n-xu Fig. 7. Cola dul muchs. Vists venirsl

Diagnosis diferencial

Rhabditis sp. n, sp comparte vanas caracteristicas morfologicas con olras especies del grupo
Insectivora tales como la carencia de un bulbo medio en [a faninge bien desarroliado, rectum
extremadamente largo, bursa con nueve pares de papilas bursales, esplculas con puntas pares 5y
8 orientadas hacia afuera y las puntas con forma de aguja de crochet La caracteristica mas
distintiva de Rhabdifis sp. n sp es la longfud del estoma con respecto a R myriophila
R. necronema y R. caulieryl

Adultos de la nueva especie son mas pequefos y delgados que R. caulleryi. El nimero de huevos

¥
Durante el afio de 1862 se realizd el primer recor i de nativos
C bergi en ocho localidades de Colombia (Caicedo y Bellotti, 1996). En el ano 2000, se mllzc-
i de de las muestras de suelo de Santander de Quilichao, (Cauca,
Cohmbua] usando Gallenz melionefa L. como insecto trampa (Kaya & Stock 1997) Los
dos fueron reproducidos in vive y en medio sélido y evaluados sobre todos
los estados de C‘ bergi bajo d de a y Bellotti, 1998)

Caracterizacién morfolégica
Se realizaron observaciones de especimenes de cada estado, adultos y juveniles infectivos, I,
VIVOS Y MUertos con un microscopio de contraste de fases Las medidas fuescn tomadas usando

jpor itero es menar que en R caulleryi Con respecto a la especie R mynophila difiere en
Ia forma y tamafic de las espiculas, siendo mucho més grandes las de la nueva especie (42-68 vs
35-48um). El poro excretor en la nueva especie estd localizado mas anfencrmente que en
R. myriophiia y la cola de los juveniles de |a nueva especie es también mas larga Con |a especie
R necronema, la nueva especie difiere en que en ésta las esplculas de los machos son mas
grandes al igual que el tamafio de los machos y las hermafroditas, pero los juveniles son mas
pequefios y anchos que los de R necronema

c i y andlisis filog

Scion software de imag reder , USA) con un El andlisis de parsimonia maxme de las secuencias de las unidades mas pequefias (SSU) produjo
326 caracteres parsimoniosos informativos y produjo un sélo rbol parsimonicso con una longitud de
[~ izach i y analisis fil i drbol de 400 pasecs (Cl1=097). En este andlisis Rhabdithis sp. n. sp. es considerada una hermana de
El analisis se realizd la in de de ADN Rhabdithis myriophila, una especie ascciada con milpiés en Califonia (Figw 9). Relaciones
ribosamal (185 rDNA), M de 10-50 wes fueron usados para la exraccion de evolucionarias entre estas dos , estd por un 1 i del 100%. La
ADN, el cual fue por esp ia y 100-200 ng fueron usados para PCR distancia matrix entre Rhabdtis spn. spy R. i difi en22c
de ofros tres R R ipophila Poinar, R, blumi and C. elegans fueron
recuperados de GenBank usando [a opcidn ELLAS‘I‘ e
100
RESULTADOS Y DISCUS| " il
Fig. 5. Relciones Mogensticas de L nuevs sspocks
R blurmi ‘do Riabaditis con otros mismbros Rhat-dftidae
Caracterizacién morfolégica
Celegans
Una nueva especie de nematodo fue
aislada e identificada de muestras de - o
suelo y de especimenes adultos y ninfas iy o Ecologia: Varias al grupo , han sido
de C bergi de Santander de Quilichan, 2 cuT ks --v-etmuerl‘tos del suelo (Painar, 1986, Sudhaus E Sh,JIe 1989). En &ita
perterec asociacian, el infectivo penetra los por sus , pero nunca se
QC:::,: E::t;abrzl;n‘:alod;r.um m:::ﬂ:.z,;' desarrollan los adullos hasta que el hospedero muere y el caddver es invadido con bacterias
una (Sudhaus & Shulte, 1989) Los nematodes se alimentan, se ap ¥ rep iendo de

con este insects La misma especie
habia sido Identficada anteriormente
como una raza de la  especie
Heterorhabditis baclenophora Poinar.

Descripcién

Adultos: Los adulios presentan cuticula lisa, con
un grosor de 1pm, con puntos finos gue forman
estrias longitudinales y transversales  Sews labios
conectados por una sensillia terminal. Region labial
7-8 pm. Anfidious conspicous con abertura eliptica
(Fig.1). Estoma largo y estrecho, 56 veces mas
largo que ancho (Fig.2). Corpus cilindrico, 48-55%
de ia faringe. Bulbo medio no bien definido. |stmus a
20-24% de la faringe. Bulbo basal pirforme, con
vahula bien :Iesanollada a 15-17% de la faringe
Foro excretor al anillo ¥
al nivel del bulbo basal Anillo nervioso localizado en
Ia mitad del stmus Fasmidos conspicues (Fig. 3).

Fig. 2 Extrema ssterior do L

Homhﬂls hermafreditas: Vulva con aperura transversa, en las hermafroditas jovenes

y labios (Fig 1) Nimero de huevos presentes por Gtero
menar gue en otras especies de Rhbaditis (Fig. 4). Longitud del rectum, cerca de 15 veces del
ancho del cuerpo anal Los labios anales no protuberantes Cola conica y terminando
simétricamente en una punta fina (Fig. 3)

Juveniles infectives (Fig. 5) Tercer estado con |2 cuticula del estado antenor, no fuertemente
adherida. Cuerpo deigado, gradualmente estrecho de la faringe a la parte final y del anus hasta la
punta. Regidn labial lisa, boca cerrada, estoma 5 veces mas largo que ancho. lstmus largo v
estrecho. Bulbo basal con vélvas. Anillo nervioso en el mismo nivel del istmus. Poro excretor
cerca de la mitad de la faringe, Cola concide con punta terminal

la multiphcacién bacterial en el cadaver del hospedero

Sin embargo, Rhabdifis sp. n. sp. fue alslada tanto de chinches como dée muestras de suelo usando
larvas de G. mellonelia, multiplicada tanto in vivo como in vitro y evaluada sobre todos los estados
de C_ bergi Los resultados mostraron al quinto instar como el estado mas susceptible con un 90%
de mortalidad después de 10 dias de inoculados (Barberena & Bellotti, 1998). Ademds una bacteria
del género Bacillus fue aislada de los infectivos de esta especie (CIAT, 2002) pero hasta el
momento no se ha confirmado si la presencia de esta bacteria es |a responsable de la muerte de los
hospederos.

CONCLUSIONES

Rhabditis sp. n. sp es la especie de que se de
C bergl ¥ de muesiras de suelo de Santander Ue Quilichag, Cauca yno la ﬁpe:ae Identificada
antenurmente como Helerorhabditis bacteriophara Poinar

Es importante continuar con los estudios basicos sobre esta nueva especie y comprobar su relacién
con C. bergi tanto en laboratorio como en campo
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POTENCIAL DE BIOCONTROL DE SEIS ESPECIES DE NEMATODOS
ENTOMOPATOGENOS SOBRE Cyrtomenus bergi EN LABORATORIO

AM. CAICEDO", P-A. CALATAYUD™, A.C

GilAITs

MNematodos entomopatdgenos de los generos

yF fitis con sus
asociadas ¥y Phe
respectivamente  (Fig 1A) reperesentan un
sistema dnico para el control bioldgico de
insectos-plaga. Ensayos en laboratorio y campo
han mostrado que cerca de 17 ordenes y 135
familias de inseclos son susceplibles a los
nematodos entomopatdgencs en algin grado
{(Akhurst & Smith, 2002)

Figura 18: Adulto de C. bergl con nematodos

Cyrtomenus  bergi  Froeschner  (Hemiptera:
Cydnidae), es un insecto polifago que ha sido
encontrado causando dafio en diversos cultivos
de importancia econdmica. Desde su descripcion
como plaga de la yuca en Colombia en 1980, se
ha convertide en una plaga imporianie en todo el
neoirépico. Diez afics después se iniciaron las
primeras evaluaciones en laboratorio del potencial
de los nematodos entomopatdgencs para su
control con I3 especie exdlica Steinermema
carpocapsae Weiser (Fig. 1 B) (Caicedo & Bellotti,
1884). Adn no ha sido posible encontrar la mejor
especie de nematodo para su control

Flgura 14 Juvenil infectivo de Heterorshbditis sp

MATERIALES Y [o}]
Nematodos y estados de C. bergi
Los para la del trabajo (Tabla 1) fueron producidos

en larvas de ditimo instar de Gallera mellonella a 23'C de acuerdo a la metodologla descrita par
Kaya & Stock (1987). Los juveniles infectives fueron almacenados en agua con formaldehido al
0.01% a 10°C durante 5-7 dias y un dia antes de su Incculacidn fueron aclimatados a 23°C.
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Cuando el estado adulto de C. bergr fue expuesio a cinco dosis diferentes de nematodos no fue
posible establer una relacién directa entre la dosis y el p i entre las dil

Los estados de €. benyi, quinto y adulto fueron seleccionados de la colonia del de
Entomologla de Yuca

Table 1. Especles de nematodos y su origen.

Especies | Origen
Steinernema riobrave  (Sr) [Estados Unidos
Heterorhabditis bacteriophora  (Hb) Reino Unido
‘Steinernema sp -SNI-0100 (SNI) Colombia
Heterorhabditis sp-HNI-0198 (HNI) - Colombia
Steinernema feltiae cepa Villapinzén (Sf). Colombia
Heterorhabd itis sp- CIAT 2003(HCIAT) Colombia

Ensayos

Se inccularon dos estados de C. bergi, {quinto y adulto) con una sola dosis de nematodoes, 5000
nematodos/ml de cada especie, en vasos plasticos con 10 g de arena estérl (4%P/P) y un grano
de maiz pregerminado (Caicedo & Beflott, 1994) Cada tratamiento fue repetido cinco veces con
12 insectos por tratamiento en un disefio de bloques completos al azar. El control fue inoculado
con un millitro de agua destilada. La evaluacién se realizé 10 dias despues y el parasitismo y la
maortalidad fueron registrados.

Un segundo ensayo fue realizado con tres especies de nematodos (SNI, Sr y HCIAT) y cinco
concentraciones (2000, 4000, 8000, BODD y 10000 nematodos por mi). El ensayo fue repetido
cuatro veces en bloques completos al azar con 12 insectos por tratamiento La evaluacidn y
parametros fueron los mismos que en el ensayo anterorn

Analisis estadistico
Los datos fueron sometidos a un andliss de vananza (ANOVA) con separacian de medias con el
test de DUNCAN y andlisis Probit respectivamente

RESULTADOS Y DISCUSION

Los dos estados de C. bergl fueron parasitados por todas as de

pero Sleinernema sp-SNI fue significativamente la especie mas eficiente en parasitar el quinto
instar y el adulto de C. bergi con 77 y 100% parastismo respectivamente y la especie menos
eficiente fue Helerorahbelitfs sp HNI con 2B y 49% de parasitismo respectivamente (Fig. 2) después
de 10 dias de inoculades

El mayor porcentaje de mortalidad se presento en el quinto instar con la especie Steinernema sp-
SNI. pero fue de solo 22% de mortalidad comparado con el 77% de parasitismo. La especie con el
mencr p de fue Heter sp HCIAT con sdlo 4% de mortalidad (Fig. 3)

Segin Koppenhofer, et al. (2003), la eficacia de vanas especies de nematodos o cepas difieren
significativamente en el control de una misma especie-plaga. Lo cual esta influenciado por la tasa
de penetracion de |os infectivos en el insecio, el tiempo de liberacién de la bactena simbidtica y el
grado de virulencia de la misma para causar la muerte al insecto

Continued

de dos. Tampoco se observd ninguna diferencia significative entre las tres
especies de dos un ranga de ) entre el 65-100% y al
igual que en el ensayo anterior la mortalidad del estado adulto fue muy baja, entre el 3-40%.

Los resultados i o por Caicedo & Bellotti (1994) en evaluaciones
con |a especie Sleinermnema carpocapsae sobre todos los estados del chinche v los encontrados
por Barberena y Bellott (1998)

En este punto sdlo se puede especular sobre los posibles factores que estdn inferactuando entre
las diferentes especies de nematodos y los estados de C. bergi Uno podria ser una coevolucion de
C. bergi con los g ¥ otros p del suelo. Ctro sera que C. bergl
esta generando mecanismos de defensa tanto fisicos como quimices cuando entra en contacto con
los nematedos entomopatdgenos, los cuales son desconocidos hasta el momenta,

Sdlo se puede la ok 0 mueros, con coloracidn amarilla y sin
reproducir dentro de los dos estados de © bergl lo cual podria relacionarse directamente con los
mecanismos de respuesta del sistema inmune de los insectos, tanto a nivel celular coma humoaral,

como son Is; ¥y no de la bacteria en la hemolinfa del
insecto, id el i y o lio de los n y la muerte del insecto por
septicemia

Para eslas obser se planed la realizacitn de un ensayo preeliminar para

dete(mmar sl C. bergl estaba generando respuﬁta humaoral con los nematodos entomopatagencs
en de activided de ph y la identificacion de las céiulas de la
hemelinfa responsables de la respuesta a nwel celular (CIAT, 2003)

CONCLUSIONES

Todas las de o &l guinta instar y el estado adulto de C bergl, sienda
la especie Steinamama sp SNI la que caust el 77 y 100% de parasitismo respectivamente, pero el
alto parastismo de esta especie no estuve correlacionado con una alta mortakidad, sdlo &y 21% de
martalidad respectivamente

En &l momento es una pricridad iniciar los estudios basicos para conccer la respuesta innata
inmune de C. bengi y determinar la comelacion que existe entre el insecto y las diferentes especies
de nematodos tanto a nivel celular coma humoral y desarrollar una nueva herramienta para la
seleccién de las mejores especies/razas de nematodos entomopatigencs para su control
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