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RESUMEN

La deteccidon de la especie Aeneolamia varia en la zona andina colombiana
ocurrida en junio de 2007 sobre cultivos de cafia de azucar, es una amenaza para
la produccién de la industria azucarera y el sector panelero. Entre las herramientas
de control biolégico para este insecto esta el uso de nematodos entomopatégenos
como una alternativa amigable con el ambiente. Debido a esto se evaluaron las
especies de nematodos: Steinernema colombiense, Steinernema websteri,
Steinernema sp1, Steinernema sp2, Heterorhabditis bacteriophora y un
aislamiento de Steinernema (O1R1) en dos dosis de 100 y 1500 juveniles
infectivos Jl/cm?, sobre los diferentes estados ninfales de A. varia en plantulas de
cafa de azucar bajo condiciones de invernadero. El estado adulto se evalu6 bajo
condiciones de laboratorio empleando una dosis de 100 Jl/icm?y los sistemas de
bioensayo de cajas Petri y cilindros de acetato. Se registré6 diariamente la
mortalidad hasta completar el ciclo de vida del insecto. La mortalidad para cada
estado ninfal vario entre las especies de nematodos y respondié diferencialmente
con el incremento de la dosis. Se encontré que Heterorhabditis bacteriophora fue
mas eficaz en el control de los estados ninfales. El estado ninfal Ill fue el menos
susceptible y el IV estado ninfal fue el mas susceptible a H. bacteriophora,
Steinernema sp2 y Steinernema sp1, presentando mortalidades de 89.1, 73.9 y
67.4 %, respectivamente con la menor dosis. En el estado adulto se present6 una
mortalidad de 100% con todas las especies de nematodos evaluadas en el
sistema de bioensayo de cajas de Petri mientras que en cilindros de acetato la
mortalidad varid entre 40 y 54%. Adicionalmente se evalu6 la capacidad de
busqueda de las seis especies nativas de nematodos entomopatdégenos para
encontrar ninfas de A. varia bajo condiciones de laboratorio. Para ello se utilizé un
cuerpo de desplazamiento horizontal de 21 cm de largo, que contenian suelo
estéril a capacidad de campo. En un extremo se ubicé una plantula de cafa de
azucar de tres meses, infestada con ninfas de A. varia de IV instar, luego 1000
juveniles infectivos se depositaron en la mitad del cuerpo de desplazamiento.
Cinco dias después de aplicados los nematodos se estimé el numero de
nematodos en cada seccion determinando el desplazamiento hacia o en sentido
contrario donde se encontraban las ninfas de A. varia. Todas las especies fueron
atraidas hacia las ninfas del salivazo, destacandose H. bacteriophora y
Steinernema sp1, al registrarse desplazamientos de 56.3% y 77.4% vy causarles
mortalidades del 46% y 30%, respectivamente. Las especies H. bacteriophora y
Steinernema sp1 se presentan como las mas promisorias para su evaluacion
sobre ninfas en ensayos de campo.

Palabras clave: Cafia de azucar. Aeneolamia varia. Control bioldgico.
Steinernema. Heterorhabditis.



ABSTRACT

The presence of the species Aeneolamia varia in sugarcane crops in Colombia’s
Andean region, initially detected in June 2007, is an ongoing threat to the country’s
sugar industry, particularly the panela (brown sugar loaf) sector. Because the use
of entomopathogenic nematodes is an environment friendly biological control
method of this pest, the efficacy of applying different nematode species—
Steinernema colombiense, Steinernema websteri, Steinernema sp1, Steinernema
sp2, Heterorhabditis bacteriophora and an isolate of Steinernema (O1R1)—on
different nymphal stages of A. varia was evaluated on sugarcane plantlets under
greenhouse conditions. Nematodes were applied at two rates: 100 and 1500
infective juveniles (1J)/cm?. To evaluate the adult stage, bioassays were performed
in Petri dishes and acetate cylinders under laboratory conditions, using a rate of
100 IJ/cm?. Mortality was recorded daily until the insect’s life cycle was completed.
The mortality of each nymphal stage varied depending on nematode species,
presenting a differential response with increasing application rate. The nematode
H. bacteriophora was found to be more effective in controlling nymphal stages.
Nymphal stage Ill was the least susceptible and stage IV the most susceptible, with
mortality rates of 89.1% for H. bacteriophora, 73.9% for Steinernema sp2 and
67.4% for Steinernema sp1 at the lowest application rate. In the adult stage, 100%
mortality occurred in all nematodes species evaluated in the bioassay using Petri
dishes, whereas mortality ranged between 40 and 54% when acetate cylinders
were used. In addition, the search capacity of the six native entomopathogenic
nematode species to find A. varia nymphs was evaluated under laboratory
conditions using a 21-cm-long unit containing sterile soil at field capacity that
allowed horizontal movement of insects. A 3-month-old sugarcane plantlet, infested
with A. varia instar IV nymphs, was located on one end of the unit and 1000
infective juveniles were then deposited in the middle of the unit. The number of
nematodes in each section was determined five days after the nematodes were
applied by determining the movement towards or away from where A. varia
nymphs were found. All species were attracted to spittlebug nymphs, particularly H.
bacteriophora and Steinernema sp1. The former recorded movements of 56.3%,
with 46% mortality, and the latter movements of 77.4%, with 30% mortality. The
species H. bacteriophora and Steinernema sp1 are considered to be the most
promising for use in field trials to evaluate their control of A. varia nymphs.

Key words: Sugarcane. Aeneolamia varia. Biological control. Steinernema.
Heterorhabditis.



0. INTRODUCCION

Los Insectos denominados salivazos y mas especificamente Aeneolamia varia
(F.), junto con otras especies pertenecientes al mismo género, han sido
consideradas como una de las plagas mas importantes de la cafia de azlcar y de
los pastos en el continente americano (Peck, 1998).

Su deteccion en la zona andina Colombiana, ocurrida en junio de 2007 sobre
cultivos de cafa de azucar, se constituye en una amenaza tanto para el sector
panelero como para el sector azucarero (aproximadamente 450.000 ha) en
términos de la produccién, al igual que para el medio ambiente, por la necesidad
de usar insecticidas por ausencia, al menos temporal de medidas de control de
bajo impacto ambiental y social.

En el valle del rio Cauca y en la zona panelera andina, ademas de la cafa de
azucar, existen potreros sembrados con especies de pastos susceptibles al
salivazo, tales como Brachiaria decumbens, y gramineas silvestres que sirven
como hospederos alternos para la plaga (Gomez, 2007).

El adulto del salivazo deposita los huevos cerca o entre las raices, enterrados a 1
0 2 cm de profundidad; también los pueden ovipositar sobre la superficie del suelo,
estolones, residuos vegetales, lamina foliar y base del tallo (Peck et al., 2002).

Las ninfas del salivazo introducen su aparato bucal en los tejidos de la raiz hasta
alcanzar el xilema, causando una disminucion e interrupcion del transporte de
agua y sales minerales (Byers y Wells, 1966). Los adultos se alimentan de la savia
de las hojas, al tiempo que inyectan una toxina, la cual impide el transporte y
respiracion en la planta (Enkerlin y Morales, 1979). En las hojas se producen
manchas alargadas de color pardo rojizo y finalmente los tejidos se secan lo que
ocasiona disminucién en el é&rea disponible para la fotosintesis y en la
productividad (Gémez, 2007).

El dafio econdmico que causan los salivazos puede llegar a ser considerable,
limitando el desarrollo de la cafia de azucar y ocasionando pérdidas en
produccion, tanto en tonelaje como en sacarosa. Asi por ejemplo, las pérdidas
agricolas e industriales ocasionadas por Mahanarva fimbriolata, en Brasil suman el
60% (Mendoca, 2001); en Ecuador, M. andigena puede reducir entre el 15 y el
34% del contenido de sacarosa (Mendoza, 2001). En el caso especifico de
Aeneolamia varia, las perdidas establecidas en el area de influencia del central
Rio Turbio (Venezuela) indicaron disminucion en la produccion cercana al 25%,
debido al efecto de su ataque (Salazar y Proafio, 1989).

14



Entre las medidas de control que reducen los efectos perjudiciales que puede
tener el uso indiscriminado de insecticidas sobre el medio ambiente y el hombre,
esta el uso de nematodos entomopatdégenos como una alternativa que no ha sido
muy explorada en Colombia. Los nematodos tienen caracteristicas que los hacen
importantes en el control biolégico de insectos, como son la capacidad de
desplazarse, buscar, encontrar y atacar a su presa, capacidad de adaptacién a
nuevos ambientes y a condiciones adversas, resistencia a productos quimicos,
especificidad por insectos, inocuidad al medio ambiente y mamiferos y
compatibilidad con otros entomopatégenos (Kaya, 1990; Rovesti y Deseo, 1990;
Lewis y Gaugler, 1994; Glazer, 1996; Kaya y Koppenhofer, 1996; Akhursty Smith,
2002).

De acuerdo con lo anterior y considerando que las ninfas del salivazo se
encuentran principalmente cerca o dentro del suelo, donde la mayoria de las
medidas de control son poco efectivas, el objetivo del presente estudio fue evaluar
la virulencia de especies de nematodos entomopatdgenos de los géneros
Steinernema sp y Heterorhabditis sp., para el control del salivazo de la cafia de
azulcar, A. varia.

15



1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la virulencia de especies de nematodos entomopatdgenos para el control
del salivazo de la cafia de azucar, Aeneolamia varia.

1.1.2 Objetivos especificos

e Aislar especies de nematodos entomopatdégenos obtenidos a partir de
muestras de suelo de campos de cafa (azucarera y panelera) de Guatica-
Risaralda, Anapoima- Cundinamarca y Oiba-Santander.

e Determinar la susceptibilidad de ninfas de A. varia al ataque de las especies
de nematodos entomopatdgenos aislados de campos de cafa (azucarera y
panelera) y cinco especies suministradas por el Centro Nacional de
Investigaciones de Café (Cenicafé), bajo condiciones de laboratorio.

e Determinar la susceptibilidad de adultos de A. varia al ataque de las
especies de nematodos entomopatégenos aislados de campos de cafa
(azucarera y panelera) y cinco especies suministradas por el Centro
Nacional de Investigaciones de Café (Cenicafé) bajo condiciones de
laboratorio.

e Evaluar la aplicacién de dos dosis de nematodos entomopatégenos sobre
ninfas de A. varia de diferentes estados de desarrollo bajo condiciones de
invernadero.

e Determinar la capacidad de busqueda de seis especies nativas de
nematodos entomopatdégenos para encontrar el hospedero A. varia.

e Establecer un banco de nematodos entomopatdgenos en el Centro de

Investigaciones de la Cafia de Azucar (Cenicafia) y enriquecer el banco ya
establecido en Cenicafeé.
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2. MARCO TEORICO

2.1 EL SECTOR AZUCARERO EN LA ACTUALIDAD

El sector azucarero colombiano se encuentra ubicado en el valle geografico del rio
Cauca, que abarca 47 municipios desde el norte del departamento del Cauca, la
franja central del Valle del Cauca, hasta el sur del departamento de Risaralda. En
esta region hay 208.254 ha sembradas en cafia para azucar, de las cuales, el 24%
corresponde a tierras propias de los ingenios y el restante 76% a mas de 1.700
cultivadores de cafia. Dichos cultivadores abastecen a los 13 ingenios de la region
(Cabafa, Carmelita, Castilla, Incauca, Manuelita, Maria Luisa, Mayaguez, Pichichi,
Providencia, Riopaila, Risaralda, San Carlos y Central Tumaco). Desde 2005,
cinco de los trece Ingenios tienen destilerias anexas para la produccion de alcohol
carburante (Incauca, Manuelita, Providencia, Mayagiiez y Risaralda) (Asocafia,
2010).

En Colombia, en el afio 2009 se produjeron 2,6 millones de toneladas de azlcar a
partir de 23.6 millones de toneladas de cafia y de alcohol carburante se produjeron
325 millones de litros, destinados a la mezcla con gasolina en una proporcién E10
(10% etanol, 90% gasolina) (Asocafia, 2010).

El consumo nacional de azucar en Colombia es de 1,65 millones de toneladas,
destinado en un 65% al consumo directo en los hogares y un 35% a la fabricacion
de productos alimenticios y bebidas para consumo humano. En el afio 2009 se
exportaron 1 millon de toneladas de azucar, de las cuales el 76% se dirigio a las
Islas Caribe, Chile, Estados Unidos, Peru, México, Sri Lanka y Canada. El resto de
las exportaciones se destind hacia mdultiples destinos alrededor del mundo
(Asocafa, 2010).

El sector azucarero colombiano, en 2009 registr6 un crecimiento de 15,1%,
contribuyendo con 0,1 puntos porcentuales al crecimiento econémico nacional, si
se tiene en cuenta que su participacion en el PIB total es de 0,54% (Asocafia,
2010).

Con relacion a los aspectos sociales, el sector genera 188.533 empleos en la
cadena productiva desde los ingenios hacia atrds de la misma. Si se tiene en
cuenta el empleo que se genera también hacia adelante de la cadena, se obtiene
un total de 265.402 empleos a través de toda la cadena de valor (Asocafa, 2010).

17



En los dltimos seis afios los ingenios azucareros destinaron mas de 20 mil
millones de pesos a programas de proyectos educativos en la region y ha invertido
en mas de 2.900 soluciones de vivienda que favorecen a mas de 11.600 personas
en el valle geografico del rio Cauca (Asocafia, 2010).

El cultivo de cafia ademas es un captador de gases de efecto invernadero, lo que
ayuda a mitigar el cambio climético. Una hectarea sembrada en cafia de azucar
libera anualmente cuarenta toneladas de oxigeno y captura sesenta toneladas de
dioxido de carbono (Asocafa, 2010). La agroindustria azucarera, entre 1996 y
2008, ha invertido méas de 188 millones de ddlares en el area ambiental (Asocafa,
2009).

2.2 PLAGAS DE LA CANA DE AZUCAR

La cafia de azucar, por su caracteristica de monocultivo, esta expuesta
permanentemente al ataque de diferentes plagas, que con mayor o menor
incidencia, causan dafos a la planta, afectando su produccién y rendimiento. En
Colombia se tienen registradas en el cultivo de la cafia de azucar cerca de 50
especies de insectos, pero no todas son de importancia econdmica (Posada,
1989).

La cafia de azucar es especialmente susceptible a muchos insectos barrenadores
del orden Lepidoptera y, en menor grado, del orden Coleoptera. En el Valle del
Cauca predominan los barrenadores del género Diatraea: D. saccharalis y D.
indigenella; el perforador de las yemas, Blastobasis graminea el barrenador de
verano, Elasmopalpus lignosellus; los picudos de la cafia Metamasius hemipterus
y Rhynchophorus palmarum y el barrenador gigante Telchin licus (Lastra y Gémez,
2000; Bustillo, 2010).

Los insectos comedores de follaje se presentan con mayor o menor intensidad en
todas las regiones geogréficas donde se cultiva cafia de azucar. En Colombia, se
presenta Caligo illioneus oberon, principalmente durante el periodo de maduracion
de la cafia (Lastra y GOmez, 2000).

En Colombia se han registrado ataques esporadicos de insectos chupadores, tales
como escamas (Duplachionaspis divergens, Pulvinaria elongata), piojos harinosos,
pulgones (Sipha flava). Sus brotes en general son de poca duracién y se han
relacionado con cambios en el ambiente local (Lastra y Gomez, 2000). Sin
embargo, el saltahojas hawaiano, Perkinsiella saccharicida y el salivazo, A. varia
revisten un manejo especial y de permanente vigilancia debido a que la primera es
vector de la enfermedad de Fiji (no introducida al continente americano) y la
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segunda por su importancia como plaga en paises vecinos como Venezuela y
Brasil (Gaviria, 2007).

2.2.1 Los salivazos de la familia Cercopidae

Los salivazos (familia Cercopidae) constituyen plagas importantes que se
desarrollan en muchas especies de plantas. Se registran atacando cafa de
azucar, maiz, arroz, avena, sorgo y numerosas especies de la familia poaceas
silvestres y cultivadas como pastos para alimentar ganado, bajo ciertas
condiciones (Fewkes 1969, Nilake 1985, Souza y Nilake 1985).

Los géneros principales son Aeneolamia, Deois, Mahanarva, Prosapia y Zulia
(Peck, 2001). Fewkes (1969) registré cerca de 31 especies de salivazos en el
ambito mundial y para América 24 especies, que han sido plagas de importancia
econdmica o, al menos, asociadas con la cafia de azUcar.

En Colombia hay registros de varias especies de salivazo encontradas sobre la
cafia de azUcar. En 1999, Prosapia simulans fue encontrada en Santander de
Quilichao (Cauca) sobre pasto Brachiaria dictyoneura (Peck et al., 2001) y a
principios del 2005, se detect6 en la Hacienda Piedechinche (Ingenio
Providencia) sobre la cafia de azucar de la variedad CC 84-75. También en 1999
se reporté Mahanarva andigena en campos de cafia panelera cultivada cerca de
Tumaco (Narifio), siendo esta especie una plaga de importancia econémica en
Ecuador (Rodriguez y Peck, 2007).

En 2002, se registro la presencia de Mahanarva bipars (Walker), en lotes de cafia
panelera ubicados en la vereda de Santa Ana del municipio de Guatica (Risaralda)
(Peck et al., 2004) y en junio de 2007 se detectd a A. varia, en el Valle del Cauca
sobre la variedad CC 84-75 (Gomez, 2007). Esta ultima especie ha sido registrada
como plaga severa de pastos en los Llanos Orientales, piedemonte de la
Orinoquia y de la Amazonia Colombiana (Peck, 2001), y de la cafia de azlcar en
Venezuela (Linares y Salazar, 2007). Los niveles mas altos encontrados
alcanzaron los valores de 1.06 salivas y 1.2 adultos/tallo, en la Hacienda La
Floresta (Ingenio Carmelita) sobre la variedad CC 85-92 (Castro et al., 2009).

Los dafos observados y resultantes de las altas poblaciones presentes de A.
varia, obligaron a la aplicacion de insecticidas de las suertes con focos mas
desarrollados y la quema, cosecha y renovacion de la mas afectada (Castro et al.,
2009).

Ante la situacion, el Instituto Colombiano Agropecuario, ICA, por Resolucion No

1932 de julio de 2007 declaré en emergencia sanitaria la zona de distribucién del
insecto (Buga, Tulua, Riofrio y Yotoco) que comprende 18.000 ha afectadas y
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dict6 medidas para evitar su dispersion en el Valle del Cauca y el resto del pais
(Castro et al., 2009).

2.2.2 Ciclo de vida de Aeneolamia varia

Los salivazos se caracterizan porque en su estado inmaduro se recubren de una
sustancia con apariencia de saliva que sirve de defensa contra enemigos
naturales y como proteccion de condiciones climéticas adversas. La produccion de
espuma la llevan a cabo una vez que inician su alimentacion, que puede
encontrarse principalmente en el suelo alrededor de la cepa de la cafia, en la parte
basal de los tallos o en la raiz. Por lo general, en cada saliva se halla solo una
ninfa (Gomez, 2007).

Sendoya et al. (2011) en Buga, Valle del Cauca (Colombia) bajo condiciones de
invernadero determino el ciclo de vida de A. varia sobre cafia de azlUcar estimando
un ciclo total en 62 dias: los huevos eclosionan luego de 15 dias pasando por 5
instares ninfales que presentaron crecimiento durante 40.5 dias y la longevidad de
los adultos fue de 5 dias.

Las hembras ponen los huevos en el suelo, donde pueden permanecer en
quiescencia hasta que las condiciones de humedad relativa y la acumulacion de
agua en el suelo favorecen la eclosion. Esta estrategia evolutiva les permite a este
tipo de huevos pasar exitosamente la época de sequia enterrados en el suelo
hasta la época siguiente de lluvias (Evans, 1972).

2.2.3 Importancia econémica del salivazo

Los adultos del salivazo introducen su estilete a través de los estomas de las hojas
y no directamente a través de la epidermis, después pasa a través de varios
tejidos de la hoja para alcanzar las células del parénquima. Las ninfas se
alimentan directamente sobre el proto y meta-xilema en las raices. Durante el
primer instar, las ninfas también se alimentan de las células corticales del
parénquima de raices jovenes. Cuando esto ocurre, el estilete generalmente
alcanza la endodermis o el periciclo. Las ninfas del quinto instar alcanzan el xilema
de las raices (Hagley y Blackman, 1966). Byers y Wells (1966) menciona que al
alimentarse las ninfas de la savia de las raices se restringe el paso de agua y de
nutrientes para los puntos de crecimiento y el desarrollo aéreo de la planta.

El dafio méas importante lo hacen los adultos al inyectar sustancias toxicas
(enzimas y aminoacidos) que provocan una intoxicacion sistematica o fitotoxemia
en los tejidos afectados, llamada ‘candelilla’, ‘quemazon’ o ‘blight’ (Byers y Wells,
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1966) presentando en cafia de azucar porciones de manchas alargadas de color
pardo rojizo y los tejidos terminan por secarse lo que ocasiona disminucion en el
area disponible para la fotosintesis y por ende en la productividad de cafia de
azucar (Gomez, 2007).

Las alteraciones metabdlicas toman lugar en la respuesta de la cafia de azlcar a
la infestacion del salivazo, produciendo gran variedad de &cidos organicos y
compuestos fendlicos (Ravaneli et al., 2006). Estas sustancias reducen la
recuperacion de azlcar (inversion de sacarosa en glucosa y fructosa), el
metabolismo de la levadura durante la fermentacion, disminuye la produccion de
etanol, aumento en el contenido de fibra y altera la composicién de los productos
finales (Mutton y Mutton, 2002).

Los estudios realizados sobre el impacto econdémico en el proceso industrial del
azucar de P. simulans y A. postica en Guatemala demostraron que el periodo mas
critico de dafo de adultos ocurre de los 6 a los 8 meses de edad vegetativa de las
cafas, originando una pérdida de 8.21 toneladas de cafia por hectarea (TCH) y
5.83 Kg de azucar por tonelada de cafia (Cengicafia, 2007). A nivel comercial en
cafia con dafio severo mayor de 50% de area foliar quemada, las pérdidas fueron
de 10 TCH y en azucar 11.36 Kg/TC (Montepeque, 2005). En México, Flores
(1996) estim6 que una poblacion superior a 10 insectos adultos de Aeneolamia
spp., por cepa puede causar reducciéon de 3 a 6 ton/ha.

En Ecuador se han registrado pérdidas hasta de 34% en sacarosa con la especie
Mahanarva andigena (Mendoza, 2001), mientras que en Brasil las pérdidas
agricolas e industriales han llegado a 60% con la especie M. fimbriolata (Mendoca,
2001).

En el caso especifico de A. varia, las perdidas en el area de influencia del central
Rio Turbio (Venezuela) registraron disminucion en la produccion cercana al 25%,
debido al efecto de su ataque (Salazar y Proafio, 1989).

En Colombia se desconoce cual es el efecto que puedan tener estos insectos en
la produccién de la cafia. En el Valle del Cauca la incidencia de esta plaga ha sido
baja, menos del 5 %, que han sobrepasado el nivel de 0.2 individuos por tallo.
Cenicafia junto con los ingenios azucareros mas amenazados, determind que
alrededor de 20.000 ha comprendidas entre Buga y Tulud tienen presencia de A.
varia (Gomez y Gutiérrez, 2009).

Por otra parte, el dafio econdmico del salivazo en la ganaderia colombiana es de
por lo menos $41 millones de dolares anuales en pérdidas de produccion de leche
y carne. Ademas, los costos de produccién se incrementan entre 4% y 15%
(Holmann, 2008).
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2.2.4 Estrategias de control del salivazo

Debido a que la accién nociva del insecto no es nueva para la cafia de azucar y
gue ya existen estrategias de control, se han tomado en cuenta las experiencias
adquiridas por otros paises afectados por esta especie u otras relacionadas para
iniciar un plan de manejo en Colombia.

En la zona de emergencia sanitaria los Ingenios deben determinar, para fines de
manejo, cuales son los niveles de incidencia del insecto realizando evaluaciones
en el 25% de su &rea sobre suertes con cultivos menores de 6 meses, por ser
estas donde se pueden dirigir las medidas de control (Gomez, 2007). Fuera de la
zona de emergencia sanitaria, consiste en la deteccion oportuna de A. varia dentro
de sus campos empleando trampas pegajosas.

El umbral de control se presenta cuando se capturen 50 adultos/semana por
trampa o avistamiento de 0.2 salivas/tallo o bien 0.2 adultos/tallo (Gomez, 2007)

e Control quimico

En los cultivos de cafia de azucar afectados por esta plaga, los insecticidas se
utilizan en situaciones de emergencia mediante la autorizaciébn de entidades
gubernamentales como el ICA en Colombia (Gutiérrez y Gémez, 2009).

e Control cultural

El control cultural comprende diversas actividades como practicas mecanizadas de
cultivo que permitan exponer los huevos del salivazo al sol y a la accién adversa
del ambiente y los enemigos naturales. Se recomienda utilizar cultivadora tipo
Lilliston (Gémez, 2007). El uso de trampas pegajosas, instalando 25 trampas por
hectarea, en la periferia de las suertes que ademas de monitoreo sirve de
extraccién de los adultos del cultivo (Gémez, 2007) y disminuir la humedad al
proporcionarle a las plantas de cafia de azucar buen drenaje interno y superficial
evita la aparicion de raices adventicias que sirven de alimentacion a las ninfas,
como también la formacion de un microclima humedo, el cual debe permanecer
por debajo del 80% entre las plantas de cafia y el suelo y de esta manera se
afecta el desarrollo normal de ninfas y adultos de la plaga (Gaviria y Rodriguez,
2004).

Control genético

El uso de especies de plantas resistentes al ataque de insectos plaga es
econdmica, ecologica y ambientalmente benéfico. En Brasil se registro la variedad
SP83-5073 como resistente al salivazo Mahanarva fimbriolata (Guaimaraes et al.,
2007). Cenicafa en la actualidad esta adelantando estudios para el mejoramiento

22



de variedades de cafia de azucar resistentes al salivazo A. varia (Cuaran et al.,
2011).

e Control biolégico

En Brasil a partir de 1964, después de la aparicion epizodtica de Metarhizium
anisopliae sobre cercépidos de la cafia de azucar adquirié importancia su estudio
por parte de los investigadores. Se ha aplicado este entomopatdgeno hasta en
100.000 ha/afio de cafia de azucar para el control de M. posticata (Lecuona,
1996). En Costa Rica se aplica M. anisopliae en el cultivo de cafia de azUcar para
el control del salivazo (Aeneolamia spp. y Prosapia spp.) con dosis de 2.5 a 5 x
10% conidios/ha (Carballo y Falguni, 2004). En Colombia se han realizado
evaluaciones con cepas de M. anisopliae a nivel de invernadero en cafa de
azucar sobre ninfas y adultos de A. varia con resultados promisorios (Obando et
al., 2011).

Se ha registrado enemigos naturales como la mosca Salpingogaster nigra
(Diptera: Syrphidae), depredador de todas las especies de salivazo de raiz en
cafia de azucar y pastos y la hormiga Pheidole genalis (Hymenoptera: Myrmicinae)
la cual es empleada como depredador de M. fimbriolata en Brasil (Mendonga,
2005).

Segun Allard (1987), el uso de los nematodos entomopatégenos en conjunto con
M. anisopliae puede ofrecer una solucion a largo plazo para el control de A. varia.

2.2.5 Uso de nematodos entomopatdégenos en el control del salivazo

Ensayos en laboratorio y campo han mostrado que cerca de 17 6rdenes y 135
familias de insectos son susceptibles a los nematodos entomopatégenos en alguin
grado (Akhurst y Smith, 2002).

Existen varios registros del efecto de los nematodos entomopatégenos afectando
especies de salivazo. Poinar y Linares (1985) determinaron en los afos 1981-
1982, en las localidades de Guanare (Portuguesa, Venezuela), una alta incidencia
natural del nematodo Hexamermis dactylocercus, el cual parasitaba hasta un 50%
de las ninfas y adultos recolectados de A. varia. Bennett (1984) destaca la
posibilidad de usar nematodos para el control de A. varia basandose en
informacion existente desde principios de siglo. Menciona también el nematodo
mermitido Hexamermis sp., parasitando a A. varia en Trinidad, y en Brasil, sobre
M. fimbriolata.
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Ferrer et al. (2004) en Venezuela, presentaron el primer registro sobre la
posibilidad de uso de nematodos entomopatdégenos para el control de A. varia en
cafia de azlcar encontrando que Heterorhabditis bacteriophora a las 72 horas
después de la aplicacién a ninfas ocasionaba una mortalidad entre 71,3 y 75,4%,
en dosis de 50 a 100 millones de nematodos por hectéarea.

Leite et al. (2002) fueron los primeros en evaluar la eficacia de Steinernema sp. y
Heterorhabditis sp., en el control de salivazo de cafia de azlcar en Brasil, ellos
registraron un 80% de mortalidad utilizando un aislamiento de Heterorhabditis, en
laboratorio. Afios mas tarde, Leite et al. (2005) evaluaron la patogenicidad de seis
especies de nematodos entomopatdgenos contra ninfas de salivazo de la cafia de
azucar M. fimbriolata en laboratorio y campo encontrando que Heterorhabditis sp.,
(CB- Nb5), Steinernema sp., (CB-N6) y Heterorhabditis sp., (CCA) fueron los tres
nematodos mas virulentos (100%, 98% y 96% de mortalidad, respectivamente). En
el experimento de campo con una dosis de 3,3 x 10 Ji/ha, Heterorhabditis sp.,
controlo el 74% de los insectos.

Recientemente en Brasil, Batista y Machado (2010) registran a Steinernema
riobravis y a Heterorhabditis amazonensis RSC1 causando mortalidades de 71% a
una concentracion de 2000 JI/ml sobre ninfas del salivazo de los pastos
Mahanarva spectabilis bajo condiciones de invernadero.

En Colombia Arango y Calderon (1981), mencionan haber encontrado en
condiciones de campo un nematodo de la familia Rhabditidae afectando ninfas y
adultos del salivazo. Quintero et al. (2007), realizaron investigaciones en
laboratorio y observaron la capacidad patogénica y multiplicacion de S.
colombiense y H. bacteriophora cepa Fresno, sobre ninfas de diferentes instares
de Aeneolamia sp.

2.3 NEMATODOS ENTOMOPATOGENOS

Después del Phylum Artrhopoda, el Nematoda (= Nemata) es uno de los mas
diversos y versatiles del reino animal, con un niumero estimado de méas de 100.000
especies (Coomans, 2000; De Ley, 2000). Han logrado colonizar los ambientes
mas diversos y variados como tundras, desiertos, ambientes marinos y de agua
dulce, o0 aguas termales y aguas congeladas (Stock, 1998).

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. Tienen sistema excretor, nervioso, digestivo,
reproductivo y muscular, pero sin sistema circulatorio y respiratorio (Kaya y Stock
1997).
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Se consideran promisorias ocho familias para el control biolégico de insectos,
estas son: Tetradonematidae, Mermithidae, Allantonematidae, Neotylenchidae,
Sphaerularidae, Aphelenchidae, Heterorhabditidae y Steinernematidae (De Ley y
Blaxter, 2002).

Las familias Heterorhabditidae y Steinernematidae estan asociados
simbidticamente a las bacterias Xenorhabdus y Photorhabdus, respectivamente
(Boemare, 2002), las cuales matan al hospedero rapidamente, razén por la cual
han despertado interés mundial para ser desarrolladas como biocontroladores de
insectos plaga.

En Colombia, la informacion sobre la presencia de especies nativas de
Steinernema es escasa. En 1998, la especie Steinernema feltiae Filipjev, cepa
Villapinzén se report6é aislada de muestras de suelo de la Sabana de Bogota
(Saenz, 1998). En otros estudios, diferentes especies de Steinernema se
registraron aisladas en los departamentos de Cundinamarca y Boyaca (Parada,
2006) y en el Valle del Cauca se reporté a S. kraussei Steiner (CIAT 2003a; Melo
et al, 2004; Melo et al, 2006).

Trabajos realizados en Cenicafé, han mostrado la diversidad de estas especies en
la zona cafetera central y su potencial uso en programas de control biolégico de
insectos plaga en la agricultura colombiana (LOpez et al., 2008). En cuanto al
género Heterorhabditis, se tienen dos registros de H. bacteriophora Poinar, 1976,
uno en el Valle del Cauca asociado con la “chinche de la yuca”, Cyrtomenus bergi
(Hemiptera: Cydnidae) (Caicedo y Bellotti, 1996), y otro aislado de suelo cultivado
con café en Fresno, Tolima. En el mismo estudio de biodiversidad de
steinernematidos y heterorabditidos en zona cafetera, se report6 el hallazgo de
dos nuevas especies de Heterorhabditis (Lopez et al., 2007).

2.3.1 Ciclo devida

Las especies de estas dos familias presentan un ciclo de vida basado
principalmente en seis estados de desarrollo: huevo, cuatro instares de estados
juveniles (conocidos también como “dauer”) y adulto (hembra, macho o
hermafrodita segun el género) (Wouts, 1991).

El tercer estado juvenil o juvenil infectivo (JI) se introduce en el insecto por sus
aberturas naturales (boca, ano o espiraculos) (Tanada y Kaya, 1993) o a través de
las partes suaves del integumento (Peters y Ehlers, 1994), no obstante, los JI de
los heterorabditidos también pueden penetrar el insecto raspando la cuticula del
mismo, debido a que poseen una estructura queratinosa que se asemeja a un
pequefio diente (Poinar, 1976).
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Cuando el juvenil infectivo entra al hemocele del insecto libera la bacteria. La
bacteria se multiplica rdpidamente y mata al insecto por septicemia entre 24 y 48
horas (Adams y Nguyen, 2002). Los nematodos se reproducen en el cadaver del
insecto y se alimentan de la biomasa bacteriana y de los tejidos del insecto
metabolizados por la bacteria (Boemare, 2002).

La reproduccion del nematodo continua hasta que la reserva de alimento que
proporciona el hospedante es suficiente para continuar con un nuevo ciclo,
usualmente se puede presentar hasta tres generaciones amfimicticas dentro del
mismo insecto. Por el contrario, si la reserva alimenticia no es suficiente, el Jl
adquiere la bacteria simbionte alimentdndose de los tejidos del cadaver del insecto
y posteriormente, lo abandona en busca de un nuevo hospedero. Los juveniles
infectivos no se alimentan y pueden sobrevivir en el suelo por varios meses
(Adams y Nguyen, 2002).

2.3.2 Efecto sobre organismos no blanco

Ensayos en laboratorio y campo han mostrado que cerca de 17 érdenes y 135
familias de insectos son susceptibles a los nematodos entomopatdégenos en algun
grado (Akhurst y Smith, 2002). Este amplio rango de hospederos es una de las
principales razones del gran interés actual en el desarrollo de nematodos para el
control biologico, pero este atributo es un arma de doble filo. Sin embargo, la
infectividad ha sido demostrada en experimentos en cajas Petri donde el insecto
estd en contacto permanente con el nematodo bajo condiciones 6ptimas y donde
las barreras ecoldgicas y de comportamiento han sido removidas (Kaya y
Koppenhdofer, 1999).

Los predadores y parasitoides son potencialmente afectados por los nematodos
entomopatdégenos a través de una infeccion directa, muerte temprana del
hospedero parasitado, o reduccién de la poblacion del hospedero (Akhurst y
Smith, 2002).

A pesar de la amplia aplicacion, se ha reportado que no hay una toxicidad aguda
o crénica significativa para los seres humanos o de otros vertebrados y no
presenta importantes repercusiones a largo plazo en poblaciones de invertebrados
no objetivo. Sin embargo, su uso potencial requiere de medidas preventivas que
deben ser tomadas durante las fases de produccion y aplicacion para evitar la
exposicién directa de los nematodos y sus simbiontes (Akhurst y Smith, 2002).
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2.3.3 Factores que influyen en el establecimiento y accion de nematodos
entomopatdgenos.

Los nematodos entomopatégenos varian frente a los factores abidticos en
sobrevivencia y eficacia de parasitismo. Es asi, como pueden actuar dentro de un
amplio rango de temperatura (3 a 35°C) (Patel et al., 1997). Caso contrario sucede
con valores de pH del suelo extremos (11 6 3) ya que limitan su capacidad de
infeccion, pero no su viabilidad, y humedades extremas, afectan su viabilidad y
establecimiento, debido al desecamiento del JI, dificulta su movilidad y capacidad
de busqueda del hospedante y generan condiciones anaerobias que reducen su
viabilidad (Ishibashi y Kondo, 1990; Koppenhofer et al., 1997). Los suelos salinos
0 con altas concentraciones de iones como aluminio, afectan su integridad celular
y por lo tanto, su viabilidad (Glazer, 1996). El uso de agroquimicos también puede
afectar la permanencia y supervivencia de nematodos debido a que su ingrediente
activo puede actuar como modificador de las caracteristicas del suelo.
Dependiendo de los tiempos de exposicion a la mayoria de agroquimicos
(fertilizantes, fungicidas, insecticidas, herbicidas, reguladores de crecimiento y
extractos vegetales), presentan sinergismo en algunos casos, al aplicarse en
mezcla para el control de algunos insectos plaga (Kaya, 1990; Glazer, 1996), pero
resultan susceptibles a algunos nematicidas (Glazer, 1996).

Las especies de nematodos difieren en la susceptibilidad a los pesticidas
quimicos, por ejemplo los heterorabditidos tienden a ser mas sensibles a los
cambios fisicos, incluyendo pesticidas mas que los steinernematidos (Grewal,
2002). También resultan los heterorabditidos mas sensibles a condiciones de
almacenamiento.

En cuanto a los factores bibticos, se ha reportado una diversidad de organismos
como hongos, bacterias, virus, protozoos, &caros, insectos y nematodos, que
pueden llegar a ser antagonistas o factor de mortalidad de estos nematodos
entomopatdégenos en el campo (Kaya, 1990; Kaya y Koppenhofer, 1996; Epsky, et
al., 1998). Esta interacciobn puede afectar la sobrevivencia del JlI; afectar el
establecimiento y/o desarrollo del simbionte, y afectar al insecto una vez ha sido
invadido por el nematodo (Kaya, 1990). Mientras que otros organismos pueden ser
benéficos al aumentar la eficacia por el incremento de la susceptibilidad a la
infeccion por el nematodo, reduciendo el periodo letal de infeccién, o presentando
un efecto adictivo o sinérgico sobre la mortalidad (Kaya, 1993; Koppenhofer et al,
1999).

2.3.6 Comercializacion de nematodos como agentes de control.

Dentro de las técnicas exitosas de produccion de nematodos que se han
desarrollado e implementado, se encuentra el cultivo monoaxénico en liquido,

27



tecnologia que garantiza una produccién masiva constante, asegurando tanto la
estabilidad del in6culo como de las fuentes de material y reduciendo costos de
produccion en cuanto a equipos se refiere (Friedman, 1990).

El desarrollo de formulaciones también ha ocupado la atencién y el dinero de las
companias. La investigacion en este sentido se ha enfocado en la facilidad de
aplicacion y aumento de persistencia del biolégico incrementando su efectividad
en el control (Lopez, 2002). Se puede encontrar formulaciones desarrolladas en
matrices de geles (alginato, arcilla, poliacrilamida, entre otras), con diversas
presentaciones (solidas, semisodlidas y liquidas) (Georgis y Hom, 1992; Hominick y
Collins, 1997).

Por otro lado, una amplia gama de tecnologia esta disponible para la aplicacion de
nematodos entomopatdgenos, incluidos los sistemas de riego y diversos equipos
de pulverizacion. La eleccion de los equipos de aplicacion, y la manera en que los
nematodos se aplican, pueden tener un impacto sustancial sobre la eficacia del
control de la plaga.

Los nematodos entomopatdégenos son principalmente usados como agentes de
control biolégico inundativo y los Jis son liberados en numeros masivos,
normalmente 2.5*10° Jlis/ha, el cual tiene como objetivo obtener una supresion
inmediata de la plaga (Georgis y Manweiler, 1994). La susceptibilidad del insecto,
comportamiento ecoldgico, formulacion, facilidad de uso, almacenamiento y costo
del producto ha limitado el uso de nematodos para ciertos insectos y mercados
(Georgis, 2002).

Las tres principales compafiias que lideraban la comercializacion de los
nematodos entomopatégenos eran: Thermotrilogy Ltda® (antes, Biosys), Microbio
Ltda® y Koppert Ltda®, distribuyendo sus productos por medio de patentes, en
mas de 11 paises europeos (Hominick y Collins, 1997). Actualmente en el mundo,
mas de 80 compafiias comercializan productos con solamente ocho especies de
nematodos de las 35 registradas (L6pez, 2002).

Mas de la mitad de los productos existentes en el mercado (68%), se han
desarrollado con base en dos especies: Steinernema carpocapsae (37%) y
Heterorhabditis bacteriophora (31%); otros productos incluyen especies como S.
feltiae (17%), H. megidis (5%), S. glaseri, H. indica, H. marelatus (3% c/u) y S.
riobrave (1%) (L6pez, 2002). En el cuadro 1 se presentan algunos ejemplos de
presentaciones y precios con los que se comercializan los productos.

En Colombia, los trabajos en investigacion con nematodos son escasos y por ende
no se han incorporado estos organismos dentro de programas MIP. Con
excepcion de la informacidn obtenida en los ultimos afios por algunos Centros de
Investigacion como Cenicafé, Cenipalma, CIAT, ICA y Corpoica y algunas
universidades apoyados por estos Centros, la produccion a este nivel es minima.
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Lo anterior, se debe principalmente al desconocimiento tanto de los
entomopatdgenos en si (biologia, comportamiento, distribucién, entre otros), como
del amplio potencial que tienen para implementarse en programas MIP (Lopez,
2005). Sin embargo, actualmente hay dos empresas que producen nematodos
comercialmente y estan iniciando trabajos para la produccion masiva, como son
Bioagro en Cartago (Valle) y Perkins en Palmira (Valle).

Cuadro 1. Presentaciones y precios de comercializacion de nematodos
entomopatdégenos

Precio
JI Dosis | US

Nematodo (millones)| (m2) $ $
Steinernema sp. 10 84-232 |24,9| 49.800
Steinernema sp. 50 1.000 54 1108.000
Steinernema sp. 100 2.000 99 [198.000
Steinernema sp. 200 4.000 | 190 [380.000
H. bacteriophora 10 204 25,9 51.800
H. bacteriophora 50 408 54 (108.000
H. bacteriophora 100 2.000 |104 ]208.000
H. bacteriophora 200 4.000 | 196 (392.000

Tomado de Lépez (2008)
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3. METODOLOGIA

3.1 LOCALIZACION

La presente investigacion se llevd a cabo bajo condiciones de laboratorio
(Temperatura media de 24 £ 0.7 °C y 70 = 3 % de humedad relativa) e invernadero
(Temperatura media de 26,6 £0.85 °C y 70,7 £ 4.3 % de humedad relativa) en las
instalaciones del Centro Agropecuario SENA - Buga en el departamento del Valle
del Cauca ubicado a 3° 54’ 07" de latitud norte y 76° 18’ 14" de longitud al oeste, a
969 m.s.n.m donde se encuentra establecida la cria de A. varia.

3.2 MATERIAL BIOLOGICO

3.2.1 Nematodos entomopatégenos

El Centro Nacional de Investigaciones de Café (Cenicafé) facilitd cinco especies
de nematodos entomopatégenos provenientes de suelos de la zona cafetera
colombiana: Steinernema colombiense, Steinernema websteri, Steinernema spl,
Steinernema sp2 y Heterorhabditis bacteriophora. Estos nematodos se
multiplicaron en el laboratorio en larvas de Galleria mellonella, criadas en una
dieta artificial (Realpe et al., 2007).

Igualmente, se efectuaron muestreos de suelo en campos de cafia donde se ha
registrado la presencia de salivazo para aislar nematodos entomopatdégenos. Para
esto se realizaron visitas a lotes ubicados en los municipios de Guéatica
(Risaralda), Anapoima (Cundinamarca) y Oiba (Santander). En cada uno de estos
municipios, se realizaron dos recolecciones: en octubre de 2009 y mayo 2010,
cada una de ellas correspondiente al periodo de sequia y lluvia, respectivamente

En cada region y para cada lote seleccionado, se tomaron un total de 20 muestras
de suelo de aproximadamente 1 kg cada una. Las muestras se tomaron a una
profundidad de 20 cm utilizando un barreno para facilitar su extraccion. Cada
muestra se identifico y se transporto al laboratorio para ser evaluada.

De cada muestra, se tom0 dos sub- muestras de 300 g que se dispusieron en
recipientes plasticos con tapa. Cada sub-muestra se llevé a capacidad de campo
y se le adiciond cinco larvas de G. mellonella siguiendo la metodologia de Bedding
y Arkhurst (1975).
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Las evaluaciones se realizaron 4 y 8 dias después, y las larvas muertas se
colocaron en trampas White modificada (Kaya y Stock, 1997) que consistieron en
una base o tapa de caja Petri de 5 cm de diametro, incluida en una base de caja
Petri de 10 cm de diametro. Sobre el aditamento de menor tamafio, se coloco un
disco de papel filtro y sobre éste los cadaveres de los insectos. Posteriormente, se
adiciono entre 15 a 20 ml de agua destilada en la base del recipiente de mayor
tamano.

Todo el proceso mencionado anteriormente se realizé dos veces, pues no siempre
en el primer intento se recuperan los nematodos. Durante este tiempo, se observo
la sintomatologia presentada por las larvas.

Los insectos que durante este tiempo presentaron flacidez de su cuerpo, mal olor
o total endurecimiento, se retiraron inmediatamente ya que comuUnmente su
muerte se debe a otros agentes como virus, bacterias y hongos, los que
eventualmente pueden causar infecciones secundarias en larvas que
verdaderamente han sido infectadas por los nematodos, inhibiendo su desarrollo
(L6pez, 2008).

La recoleccion de nematodos de la trampa White, se realiz6 diariamente hasta que
se observo reduccion en su produccion procediendo a su almacenamiento (White,
1927).

A cada muestra con signos de parasitismo por nematodos, se le asigné un codigo

de identificacién de la zona y con los JI de los nematodos emergidos, se probaron
los postulados de Koch en larvas de G. mellonella.

3.2.2 Insectos
Los adultos y ninfas de A. varia utilizados en los ensayos se obtuvieron de la

colonia establecida por Cenicafia en las instalaciones del SENA en el municipio de
Buga bajo condiciones de invernadero (Figura 1).
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Figura 1. Estados de desarrollo de A. varia. A). Adulto sobre follaje de pasto
braquiaria; B). Detalle donde se muestra ninfas produciendo espuma al
alimentarse de las raices de cafia de azucar; C) Ninfa descubierta.

3.2.3 Caiflade azucar

Se sembraron yemas de cafia de azucar de la variedad CC 8592 procedentes de
tallos con edad aproximada de 8 meses. Las yemas se sometieron a un pre
tratamiento con el fin de asegurar que estén libres de plagas y enfermedades
segun la metodologia desarrollada por Victoria et al. (1997). Las plantas
empleadas en los ensayos tenian una edad aproximada de tres meses.

3.3 Multiplicacion de los nematodos entomopatdégenos

La produccion de nematodos se realizé in vivo en larvas de G. mellonella e incluy6
las siguientes etapas:

a. Cria de G. mellonella: Se desarroll6 a partir de 1000 huevos del insecto
(90 mg) en 1 kg de dieta artificial. Para obtener 1 kg de la dieta, inicialmente
se mezcl6 464 g de salvado de trigo, 69 g de levadura seca y 67 g de cera
de abejas derretida. Posteriormente se adicioné 207 g de glicerinay 193 g
de miel de abejas. Esta mezcla se colocé en recipientes cerrados (Realpe
et al, 2007).

b. Infeccion de larvas de G. mellonella: Se realizd en recipientes cerrados
con papel toalla en los cuales se dispusieron 100 larvas, posteriormente se
infectaron mediante aspersion manual con 10.000 nematodos de la especie
gue se iba a producir. Luego los recipientes se llevaron a incubacién por 48
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h a 24°C, 80% de humedad relativa obteniendo mortalidades de 97 a 100%
(L6pez, 2008).

En la etapa de maduracién, el nematodo se desarrolla y se produce en el
interior de la larva parasitada: 100 larvas parasitadas se llevaron a mallas
plasticas en bandejas multiusos (18*21*5 cm) y agua en su superficie. Cada
bandeja se mantuvo bajo las mismas condiciones de la infeccion (L6pez,
2008).

c. Cosecha de nematodos: Después de 10 a 12 dias de haber hecho la
infeccion se observo la aparicion de nematodos sobre los cadaveres de las
larvas, los cuales se retiraron mediante aspersion de agua estéril, cubriendo
la superficie de la malla y arrastrando hasta el fondo del recipiente al
nematodo emergente (Lopez, 2008).

d. Almacenamiento: Diariamente se retir6 el agua asperjada, la cual se
concentr6 en un colector final y alli, se decantdé los nematodos por
gravedad, durante 4 h. Al final de este tiempo se retir6 el agua y se
procedi6 a su almacenamiento en espuma de poliéter poliuretano de
densidad 12 con aproximadamente 2 millones/espuma de 8*10cm.

Con base en este proceso, se conoce que una larva de G. mellonella produce
aproximadamente 75.000 nematodos (Juveniles Infectivos) de S. colombiense,
con una viabilidad minima del 95%, lo que permite un almacenamiento en esponja
(30 millones), hasta por 6 meses, sin que se disminuya su viabilidad en mas de
10% (L6pez, 2008).

3.4 Prueba de seleccibn por patogenicidad de los nematodos
entomopatdégenos a ninfas de V instar y adultos de A. varia bajo condiciones
de laboratorio

Se realizaron bioensayos correspondientes a las cinco especies de nematodos
suministrados por Cenicafé: Steinernema colombiense, Steinernema websteri,
Steinernema spl, Steinernema sp2 y Heterorhabditis bacteriophora y los
nematodos aislados de las muestras de suelo con el fin de determinar la
patogenicidad sobre ninfas de V instar y adultos de A. varia bajo condiciones de
laboratorio.

Se confinaron tres ninfas en una caja Petri de 14 cm de diametro, con papel toalla
en cuyo interior se encontraba un estolon de pasto braquiaria mantenido en
solucion nutritiva, que sirvié de alimento a las ninfas. Las ninfas de A. varia se
colocaron en contacto con 15400 Juveniles infectivos (JI) por caja Petri (100
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Jilcm?) aplicados por aspersién en 6 ml de agua estéril. Al tratamiento testigo se
aplic6 agua estéril. En el bioensayo con adultos se confinaron tres tenerales
(adultos de menos de 24 horas de edad) de A. varia en una caja Petri de 14 cm de
diametro siguiendo la metodologia descrita anteriormente.

Las cajas Petri con los insectos infectados se mantuvieron a temperatura ambiente
y el pasto se cambi6 cada dos dias.

El experimento se realizO bajo un disefio completamente aleatorio. Cada
tratamiento constd de 10 repeticiones para un total de 30 ninfas y 30 adultos por
tratamiento.

Las evaluaciones de la mortalidad de A. varia se realizaron diariamente y durante
cinco dias. Se estimd el promedio de ninfas y adultos muertos por tratamiento, y
se corrigio teniendo en cuenta la mortalidad en el testigo (Schneider-Orelli, 1947):

%% mt — % mita
%o Mortalidad corregida = ( ) = 100
100 — %% mta

mt = mortalidad en el tratamiento.
mita = mortalidad en testigo absoluto.

Adicionalmente, se realizaron observaciones sobre la produccion de los
nematodos en el 50% de los individuos muertos colocandolos en camara “White”
modificada (Kaya y Stock, 1997). El 50% restante de los individuos se disecaron,
determinando el nimero de nematodos que lograron parasitar cada insecto. Lo
anterior se realizé cuando el porcentaje de mortalidad fue superior a 20%, de lo
contrario se disecaron en su totalidad los insectos muertos.

Los datos se analizaron mediante un analisis de varianza y las diferencias entre
tratamientos se analizaron a través de la prueba de Duncan al 5% utilizando el
programa estadistico SAS 9.1.3.

Después de determinar la patogenicidad de la (s) especie (s) de nematodos
entomopatdégenos sobre adultos y ninfas de V instar se procedi6 a realizar
bioensayos en invernadero.

3.5 Evaluacién de la virulencia de los nematodos entomopatdégenos sobre
los instares de A. varia, bajo condiciones de invernadero

En esta etapa se determiné la susceptibilidad de los diferentes instares (I, II, Ill, IV
y V) de A. varia a los nematodos entomopatdégenos que resultaron patogénicos al
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insecto en las pruebas de laboratorio, evaluando dos dosis de Jl/lcm? de la unidad
experimental (d1: 100 y d2: 1500 Jl/cm?).

Las unidades de experimentales fueron plantulas de cafa de azucar variedad CC
85-92 sembradas en recipientes de PVC de 6 cm de didmetro y 7 cm de largo
infestadas con cinco ninfas. La metodologia de siembra se basoé en la disefiada en
el Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) para evaluar materiales de
pasto braquiaria con resistencia varietal a ninfas de A. varia (Cardona et al., 1999).
Las plantulas de cafia de azucar presentaron un volumen adecuado de raicillas
secundarias que son el sitio de alimentacion preferido de las ninfas.

Ocho dias después de la infestacidon con huevos de A. varia se aplicaron los
nematodos entomopatdégenos en 10 ml de una solucion de agua estéril y un
dispersante (Carrier® 0.1%), dirigida a las ninfas de | instar empleando una pipeta.

Para efectuar los bioensayos con ninfas de Il, lll, IV y V instar de A. varia se
infestaron con huevos de A. varia y las aplicaciones de los nematodos se
realizaron en el momento en que se desarroll6 cada estado ninfal en 10 ml de una
solucién de agua estéril y un dispersante (Carrier® 0.1%), dirigida a las ninfas
empleando un atomizador.

Las evaluaciones se llevaron a cabo diariamente hasta completar el ciclo del
insecto. Se estimd la proporcidon promedio de ninfas muertas por tratamiento,
corregida por el testigo segun Schneider-Orelli (1947).

Adicionalmente, se realizaron observaciones de reproduccion de los nematodos
en el 50% de los individuos muertos colocandolos en camara “White” modificada
(Kaya y Stock, 1997). El 50% restante de los individuos se disecaron
determinando el nimero de nematodos que lograron parasitar cada insecto. Lo
anterior se realizo si el porcentaje de mortalidad es superior a 20%, de lo contrario
se disecaron en su totalidad los insectos muertos.

Los experimentos se llevaron a cabo bajo un disefio completamente aleatorio. Al
tratamiento testigo se aplic6 agua estéril. Cada tratamiento consistio de 10
repeticiones y cada unidad experimental se conformd por cinco ninfas, para un
total de 50 individuos por tratamiento.

Se realiz0 un analisis de varianza y las diferencias entre tratamientos se
analizaron a través de la prueba de Duncan al 5% utilizando el programa
estadistico SAS 9.1.3.
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3.6 Capacidad de busqueda de los nematodos entomopatégenos

Se evalué la capacidad de busqueda de cinco especies de nematodos
entomopatdégenos Steinernema websteri, Steinernema sp2, Steinernema spl,
Steinernema colombiense, Heterorhabditis bacteriophora y Steinernema O1R1
para encontrar ninfas de IV instar de A. varia bajo condiciones de laboratorio.

Se utilizé un sistema de bioensayo para desplazamiento horizontal, que consistié
de tubos de PVC de 7 cm de didametro por 7 cm de largo. Tres de estas secciones
se unieron para formar un cuerpo de desplazamiento de 21 cm de largo. Estos
recipientes contenian suelo estéril (suelo + arena 3:1) a capacidad de campo y en
un extremo se encontraba una plantula de cafia de azlcar infestada con cinco
ninfas de A. varia de IV instar (Figura 2).

1000 juveniles infectivos (JI) se dispensaron en un ml de agua estéril en la mitad
del cuerpo de desplazamiento (10.5 cm). Al tratamiento testigo se le aplicé sdlo
agua esteéril.

Cinco dias después de aplicados los nematodos se extrajo de cada seccion el
suelo y se estim6 el nimero de JI presentes en cada seccidn, mediante conteos
de JI utilizando el método de tamizado y decantaciéon de Cobb (1918) modificado
para la recuperacion de los nematodos. Para cada seccidon se realizaron 10
conteos. Adicionalmente se determiné el nimero de ninfas muertas por unidad
experimental.

El bioensayo se llevd a cabo bajo un disefio completamente aleatorio, cada
tratamiento consistié de 10 repeticiones y cada unidad experimental se conformo
por cinco ninfas, para un total de 50 individuos por tratamiento.

La informacion se analiz6 mediante un analisis de varianza y las diferencias entre

tratamientos se analizaron a través de la prueba de Duncan al 5% utilizando el
programa estadistico SAS 9.1.3.
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Figura 2. Bioensayo de capacidad de busqueda. A). Disposicion de las unidades
experimentales; B). Detalle del tubo de PVC donde se realiz6 el bioensayo.
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4. RESULTADOS

4.1 Aislamiento de nematodos entomopatégenos

En las muestras de suelo se encontraron en algunas larvas de G. mellonella,
nematodos que por sus caracteristicas morfologicas resultaron ser saprofagos. La
separacion entre saprofagos y patdégenos se realizé aplicando los postulados de
Koch, registrando sintomas en larvas asi como comportamiento tipico.

Los nematodos entomopatdégenos recuperados en este estudio corresponden a las
familias Steinernematidae y Heterorhabditidae. En el primer muestreo de suelo
realizado en el municipio de Oiba (Santander) en la finca “El puerto” en la Vereda
Santa Maria propiedad de José Gregorio Rincén, se aisl6 un nematodo
entomopatdégeno correspondiente a la familia Steinernematidae identificado como
O1R1. El sitio tiene las siguientes coordenadas: longitud -73° 19’ 23.574” W y
latitud 6° 12° 9.216 “ N.

En el segundo muestreo de suelo de Guatica (Risaralda) en la finca “La
Colombina” en la vereda Santa Ana, propiedad de Ramén Medina se aislé un
nematodo de la familia Heterorhabditidae, codificado como Gua3l. Las
coordenadas de ubicacion son longitud 75° 49’ 9.4439 ” W vy latitud 5° 18’ 58.86 °
N.

Estos aislamientos se reprodujeron en larvas de G. mellonella y se mantienen
almacenadas en espuma en las instalaciones de los Laboratorios de Entomologia
de Cenicafé y Cenicafa.

El suelo de donde se aislaron los nematodos present6 un pH de 4.9 (El Puerto) y
5.6 (La Colombina) con una textura franco arcillosa y arcillosa respectivamente.

4.2 Prueba de selecciobn por patogenicidad de los nematodos
entomopatdégenos a A. varia bajo condiciones de laboratorio

4.2.1 Efecto de nematodos entomopatdgenos sobre ninfas de V instar de
A. varia.

De acuerdo con el andlisis de varianza, no se encontraron diferencias estadisticas

significativas (P= 0.3458) en la mortalidad de las ninfas de A. varia con las
diferentes especies de nematodos. Después de 7 dias de estar expuestas las
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ninfas a los nematodos se registré una mortalidad del 3% con Heterorhabditis
bacteriophora y 17% con Steinernema websteri (Figura 3). El testigo, no presento
mortalidad durante el tiempo de la evaluacion.

La sintomatologia observada en las ninfas muertas fue flacidez, malformacion,
detencion de la metamorfosis a adulto y cambio de coloracion para el caso de
H. bacteriophora (Figura 4).

Debido a que el porcentaje de mortalidad de las ninfas no super6 el 20% se
disecaron en su totalidad los insectos muertos. Durante las disecciones de las
ninfas muertas se observé que lograron penetrar el cuerpo en promedio 7 Jl de S.
websteri, 28 JI de Steinernema sp2, 6 JI de Steinernema spl, 2 Jl de S.
colombiense, 4 JI de O1R1y 4 JI de H. bacteriophora.
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Figura 3. Porcentaje de mortalidad acumulada de ninfas de V instar de A. varia
infectadas con seis especies de nematodos entomopatégenos.
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Figura 4. Sintomatologia de ninfas de V instar de A. varia infectadas con
nematodos entomopatdgenos. A). Flacidez; B). Malformacion; C). Ninfa muerta en
la metamorfosis a adulto; D). Cambio de coloracion causado por Heterorhabditis
bacteriophora.

Las ninfas que sobrevivieron continuaron su desarrollo hasta el estado adulto. En
este estado se observé una mortalidad del 100%, la cual ocurrié al cabo de 1 a 3
dias después de su transformacion a adulto. En el testigo no se present6
mortalidad de adultos.

Durante las disecciones de los adultos parasitados se observé que lograron
penetrar en el cuerpo del insecto en promedio 18 JI de S. websteri, 20 JI de
Steinernema sp2, 6 JI de Steinernema spl, 10 JI de S. colombiense, 13 JI de
O1R1y 10 JI de H. bacteriophora.

En todos los tratamientos se presenté emergencia de nematodos de los adultos de

A. varia, mas no de todos los individuos del salivazo. La mayor produccién de JI se
presentd con Steinernema spl con un promedio de 4933 JI/ adulto (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Promedio de juveniles infectivos de los nematodos, emergidos de
adultos de A. varia

Nematodo Jl producidos
Steinernema websteri 3124
Steinernema sp2 2684
Steinernema spl 4933
Steinernema colombiense 1399
Steinernema O1R1 654
Heterorhabditis bacteriophora 1728

4.2.2 Efecto de nematodos entomopatdgenos sobre adultos de A. varia.

Los resultados indicaron que el mayor porcentaje de mortalidad se presentd 48 h
después de la infeccion para todos los tratamientos. Después de 72 h de estar
expuestos a las diferentes especies de nematodos se registr6 una mortalidad
acumulada de 100% de los adultos de A. varia (Figura 5). El testigo, no presenté
mortalidad durante el tiempo que tomdé la evaluacion. No se observo
sintomatologia de parasitismo (flacidez o cambio de color).

Durante las disecciones de los adultos parasitados (Figura 6) se observd que
después de 48 h de su muerte, hubo desarrollo de estados adultos de los
nematodos entomopatdgenos (NEP) y lograron penetrar en el cuerpo del insecto
en promedio 11 Jl de S. websteri, 22 JI de Steinernema sp2, 39 JI de Steinernema
spl, 32 JI de H. bacteriophora, 14 Jl de O1R1y 14 Jl de S. colombiense.

En todos los tratamientos se presenté emergencia de nematodos de los adultos de

A. varia, mas no en todos los individuos. La mayor produccion de JlI se presento
con H. bacteriophora con un promedio de 30201 Ji/adulto (Cuadro 3).
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Figura 5. Porcentaje de mortalidad acumulada de adultos de A. varia infectados
con nematodos entomopatdgenos

Figura 6. Adultos de A. varia infectados con nematodos entomopatégenos. A).
Detalles del bioensayo; B). Diseccion de adultos de A. varia; C). Nematodos
entomopatdgenos encontrados en el interior de adultos de A. varia.
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Cuadro 3. Promedio de juveniles infectivos de los nematodos, emergidos de
adultos de A. varia

Nematodo Jl producidos
Steinernema websteri 3735
Steinernema sp2 1512
Steinernema spl 3676
Steinernema colombiense 5438
Steinernema O1R1 5024
Heterorhabditis bacteriophora 30201

Las especies de nematodos evaluadas ocasionaron 100% de mortalidad en el
estado adulto sin embargo, se debe tener en cuenta que los adultos
permanecieron confinados obligdndolos a estar en contacto con los nematodos y
no bajo condiciones de su habito alimenticio representado en las hojas de la planta
disminuyendo la probabilidad de contacto. El testigo, no presentd mortalidad
durante el tiempo que tomo la evaluacion.

Teniendo en cuenta lo anterior, se realiz6 un bioensayo en el cual plantulas de
cafia de azucar y tres tenerales (adultos de menos de 24 horas de edad) se
introdujeron en un cilindro de acetato transparente cubierto en la parte superior e
inferior con tul y a las cuales se asperjé 100 Ji/cm?, tanto en suelo como en el
follaje determinando el porcentaje de mortalidad de los adultos (Figura 7).

De acuerdo con los andlisis de varianza, no se encontraron diferencias
estadisticas significativas (P< 0.05) en el porcentaje de mortalidad para las
especies de nematodos. Después de 96 h de estar expuestos los adultos de A.
varia a los NEP se registr6 una mortalidad acumulada entre 40 y 54%. El testigo,
presentd una mortalidad de 8%. No se observd sintomatologia de parasitismo
(flacidez o cambio de color) (Figura 8).
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Figura 7. Detalle y disposicion de los cilindros de acetato para la evaluacion del
efecto de nematodos entomopatdégenos sobre adultos de A. varia.
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Figura 8. Porcentaje de mortalidad de adultos de A. varia infectados con
nematodos entomopatégenos. Letras iguales no difieren (P<0.05)
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4.3 Evaluacion de la virulencia de nematodos entomopatdégenos sobre los
instares de A. varia, bajo condiciones de invernadero

4.3.1 Virulencia de nematodos entomopatdégenos sobre ninfas de | instar.

Se presenté mortalidad con la especie H. bacteriophora en ninfas de | instar
registrandose este efecto hasta cuando las ninfas se encontraban en Il instar. No
se present6 mortalidad con las otras especies de nematodos evaluadas, ni en el
testigo (Figura 9). La sintomatologia observada en las ninfas muertas fue flacidez
y coloracion rojiza (Figura 10). Las ninfas muertas de | instar se disecaron y se
encontré en su interior en promedio 1 y 5 JI en las dosis de 100 y 1500 Jl/cm?,
respectivamente.
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Figura 9. Porcentaje de mortalidad de ninfas de A. varia infectadas con dos dosis
de Heterorhabditis bacteriophora

45



Figura 10. A). Ninfa de A. varia de | instar infectada con H. bacteriophora; B).
Nematodos observados al estereoscopio que se encontraban en el interior del
cuerpo de una ninfa infectada por H. bacteriophora.

Las ninfas que sobrevivieron continuaron su desarrollo realizando observaciones
hasta el estado adulto. Al llegar a V instar, las plantulas se introdujeron en un
cilindro de acetato (Figura 11). En el momento en que los insectos mudaron a
adultos, se alimentaron de las hojas y se observaron durante 6 dias. Al cabo de
este tiempo sdélo se observé mortalidad en el tratamiento con el nematodo O1R1,
causando 16% y 8% con las dosis d1 y d2, respectivamente. Sin embargo, al
disecar estos insectos no se encontraron nematodos en su interior.
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Figura 11. A). Detalles del bioensayo utilizado; B). Adulto de A. varia que una vez
emergido se desplaza a las hojas de la cafia de azUcar.

Para confirmar la viabilidad de los nematodos en el suelo aplicado, se emplearon
larvas de G. mellonella, como controles positivos al terminar la evaluacion (Figura
12). A las 72 h de colocadas las larvas se registré6 mortalidad baja sugiriendo que
estos nematodos murieron o fueron lavados con el agua de riego durante el
tiempo que tomo la evaluacion (36 dias) (Cuadro 4). Esto puede explicar los
resultados obtenidos en los adultos de A. varia.

Figura 12. Sobrevivencia y patogenicidad de los nematodos bajo las condiciones
del bioensayo en invernadero, 36 dias después de aplicados los nematodos. A).
Detalles del ensayo; B). Larva de G. mellonella afectada por nematodos
entomopatdgenos.
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Cuadro 4. Mortalidad de G. mellonella provocada por los nematodos
entomopatdégenos que se encontraban en el suelo 36 dias después de la
aplicacion.

Especie de nematodo Porcentaje de mortalidad de larvas
de G. mellonella

D1: 100 Ji/cm? | D2: 1500 Jl/cm?
Steinernema websteri 10 20
Steinernema sp2 15 15
Steinernema spl 20 30
Steinernema colombiense 30 30
Steinernema O1R1 20 30
Heterorhabditis bacteriophora 0 10

4.3.2 Virulencia de nematodos entomopatdégenos sobre ninfas de Il instar.

La especie H. bacteriophora caus6 una mortalidad de 2 y 18% con d1 y d2,
respectivamente en ninfas de Il instar. Cuando el insecto se encontraba en Il
instar la mortalidad fue de 16% con d2. No se presentd mortalidad con las otras
especies de nematodos evaluadas ni en el testigo. La sintomatologia observada
en las ninfas muertas fue flacidez y coloracién rojiza. Las ninfas muertas de I
instar se disecaron verificando la presencia de nematodos con un promedio de 1y
4 J1 en las dosis de 100 y 1500 Jl/cm?, respectivamente.

4.3.3 Virulencia de nematodos entomopatdégenos sobre ninfas de lll instar.

Los resultados mostraron que solo dos especies de nematodos fueron capaces de
parasitar ninfas de Ill instar pero a pesar de la altas concentraciones de
nematodos evaluados, la mortalidad fue baja (Figura 13). El testigo, no present6
mortalidad durante el tiempo que tomo la evaluacion.

La sintomatologia observada en las ninfas muertas fue flacidez, y coloracion rojiza
para el caso de H. bacteriophora. Las ninfas muertas se disecaron verificando la
presencia de nematodos en su interior. 3, 2 y 2 Jl penetraron el cuerpo del insecto
en promedio para O1R1 d1 y las dos dosis de H. bacteriophora.

Se presento una mortalidad de 100% de las larvas de G. mellonella provocada por
los nematodos entomopatdgenos que se encontraban en el suelo demostrandose
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asi la sobrevivencia y virulencia de los nematodos bajo las condiciones del
bioensayo.
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Figura 13. Porcentaje de mortalidad de ninfas de Ill instar de A. varia infectadas

con dos dosis de nematodos entomopatdgenos. Letras iguales no difieren
(P<0.05)

4.3.4 Virulencia de nematodos entomopatégenos sobre ninfas de IV instar.

De acuerdo al analisis de varianza, se presentaron diferencias estadisticas
significativas en el porcentaje de mortalidad entre las especies de nematodos (P=
0.0001), sin embargo no hubo diferencias estadisticas significativas entre dosis
evaluadas para cada especie (P=0.9984).

Los tratamientos con mayor porcentaje de mortalidad correspondieron a H.
bacteriophora, obteniéndose mortalidades de 89.13 y 84.78 % para las dosis 1y 2
respectivamente, mientras que los tratamientos con S. colombiense, O1R1 y S.
websteri no superaron el 15% en la mortalidad (Figura 14). El testigo, presento
una mortalidad de 8%. En general el mayor porcentaje de ninfas muertas se
presento entre las 48 y 96 horas después de la infeccion.

Un aumento en la dosis de los nematodos no necesariamente significo un

aumento en los porcentajes de mortalidad, incluso se presentaron mortalidades
mas altas en la dosis menor (Figura 14).
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Figura 14. Porcentaje de mortalidad de ninfas de IV instar de A. varia infectadas
con dos dosis de nematodos entomopatdgenos. Letras iguales no difieren
(P<0.05)

La sintomatologia observada en las ninfas muertas fue flacidez y coloracion rojiza
para el caso de H. bacteriophora (Figura 15). El 50% de las ninfas muertas se
disecaron verificando la presencia de nematodos en su interior que varié con d1
entre 1y 18 Jl y con d2 entre 1 y 13 JI (Cuadro 5). El 50% restante se colocaron
en camara White para evaluar la multiplicacion de los nematodos, observandose
que en todos los tratamientos se presenté emergencia de nematodos de las ninfas
mas no en todos los individuos. La mayor produccién de JI se presenté con H.
bacteriophora con un promedio de 4066 y 4061 Jl/ninfa para dl1 y d2,
respetivamente (Cuadro 6).

Para confirmar la persistencia de los nematodos, se emplearon larvas de G.
mellonella como controles positivos al terminar la evaluacion de los tratamientos
sobre el suelo empleado. Este tipo de control, presenté mortalidades del 100% de
los insectos a las 48 horas, demostrandose la sobrevivencia y virulencia de los
nematodos bajo las condiciones del bioensayo.
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Figura 15. Ninfa de IV instar de A. varia muerta por efecto de nematodos
entomopatdégenos.

Cuadro 5. Promedio de juveniles infectivos que penetraron el cuerpo de ninfas de
IV instar de A. varia

Nematodo JI que penetraron el cuerpo del
insecto
D1: 100 Jl/cm® | D2: 1500 Jl/cm?
Steinernema websteri 1 1
Steinernema sp2 3 13
Steinernema spl 1 4
Steinernema colombiense 18 1
Steinernema O1R1 3 3
Heterorhabditis bacteriophora 4 4

Cuadro 6. Promedio de juveniles infectivos emergidos de ninfas de IV instar de
A. varia

Nematodo JI producidos
D1: 100 Jl/cm? | D2: 1500 Jl/cm?
Steinernema websteri 220 240
Steinernema sp2 1000 1370
Steinernema spl 520 1247
Steinernema colombiense 2773 2305
Steinernema O1R1 943 1098
Heterorhabditis bacteriophora 4066 4061
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4.3.5 Virulencia de nematodos entomopatdégenos sobre ninfas de V instar.

De acuerdo con el andlisis de varianza, se presentaron diferencias estadisticas
significativas en el porcentaje de mortalidad entre las especies de nematodos (P=
0.0060) y en las dosis (P= 0.0089).

Los mayores porcentajes de mortalidad se obtuvieron con la dosis mas alta (1500
Jilcm?), destacandose H. bacteriophora, S. colombiense y O1R1 con valores de
20, 18 y 18%, respectivamente. Con la dosis de 100 Jl/cm? la mortalidad en las
ninfas en todos los casos fue inferior al 10% (Figura 16).
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Figura 16. Porcentaje de mortalidad de ninfas de V instar de A. varia infectadas
con dos dosis de nematodos entomopatdgenos. Letras iguales no difieren
(P<0.05)

La sintomatologia observada en las ninfas muertas fue flacidez, malformacion,
detencion de la metamorfosis a adulto y coloracién rojiza para el caso de
H. bacteriophora (Figura 17A). Las ninfas muertas se disecaron verificando la
presencia de nematodos en su interior que fluctué con d1 entre 1y 2 JI y con d2
entre 1y 21 JI (Cuadro 7).

Las ninfas que sobrevivieron continuaron su desarrollo hasta el estado adulto. En
este estado se observd una mortalidad del 100%, la cual ocurrio al cabo de 1 a 3
dias después de su transformacién a adulto confirmandose los resultados
obtenidos en laboratorio (Figura 17B).
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Figura 17. Ninfas y Adultos de A. varia infectados con nematodos
entomopatdégenos. A). Ninfa de V instar de A. varia muerta por efecto de H.
bacteriophora; B). Adultos de A. varia muertos por efecto de nematodos
entomopatdgenos.

Cuadro 7. Promedio de juveniles infectivos que penetraron el cuerpo de ninfas de
Vinstar de A. varia

Nematodo JI que penetraron el cuerpo del
insecto
D1: 100 Jl/lcm? | D2: 1500 Jl/cm?
Steinernema websteri 0 2
Steinernema sp2 1 0
Steinernema spl 2 21
Steinernema colombiense 1 3
Steinernema O1R1 2 1
Heterorhabditis bacteriophora 1 5

La mortalidad al terminar el estado ninfal V aparentemente es baja, pero cuando
se continué la observacion sobre las ninfas que sobrevivieron hasta el estado
adulto, se encontré que todos murieron por infeccién de los nematodos, o sea, la
mortalidad fue del 100% para todas las especies al cabo de 3 dias. Esto indica
gue aplicaciones de los nematodos cuando el insecto estd en V instar, pueden
reducir considerablemente la poblacién. Sin embargo, se debe tener en cuenta
gue los adultos permanecieron confinados sin darle la oportunidad de continuar
con su habito alimenticio en las hojas y de esta manera se obligaron a estar en
contacto con los nematodos.
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Considerando lo anterior se repitié el experimento para corroborar los resultados
de la susceptibilidad de ninfas de V instar de A. varia a los nematodos
entomopatdégenos y una vez se inicié la emergencia de adultos, las plantas se
colocaron en el interior de un cilindro de acetato.

En el Cuadro 8, se registra la mortalidad que se present6 en el ensayo | y Il. En
ambos ensayos se observé un comportamiento similar para todas las especies
evaluadas.

Heterorhabditis Gua 31 se aislo al finalizar los ensayos por lo tanto no se evaluo
en el ensayo |. Este aislamiento causé una mortalidad de 40% sobre ninfas de V
instar muy superior a las otras especies evaluadas por lo tanto se considera
promisorio para avanzar con la seleccién de nematodos para el control de A. varia.

Cuadro 8. Mortalidad (%) de ninfas de V instar de A. varia infectadas con
diferentes especies de nematodos entomopatégenos en dos dosis: d1: 100 Jl/cm?
y d2: 1500 Jl/cm?

Nematodos Ensayo | Ensayo Il

dl d2 dl dz2

Steinernema 01R1 10 18 8 14
Steinernema colombiense 6 18 4 12
Steinernema websteri 0 4 6 6
Steinernema spl 4 4 6 6
Steinernema sp2 2 0 2 2
Heterorhabditis bacteriophora 2 20 12 28
Heterorhabditis Gua 31 26 40
Testigo 0 0 0 0

En las observaciones sobre la poblacion de ninfas que alcanzaron el estado
adulto, en el momento en el que mudaron sobrevivieron y se alimentaron del
follaje durante 6 dias, tiempo en el cual se registré el parasitismo (presencia de
nematodos en el interior de los adultos muertos). Solo se presentd parasitismo en
los tratamientos con dosis mas alta destacandose nuevamente Heterorhabditis
Gua 31y H. bacteriophora con 50y 47.2 %, respectivamente (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Parasitismo de nematodos en adultos de A. varia infectados en el V
instar ninfal

% parasitismo en adultos de
Especie de nematodo A. varia
D1: 100 Jl/cm® | D2: 1500 Jl/cm?®

Steinernema O1R1 0 16.2
Steinernema colombiense 0 18.2
Steinernema websteri 0 12.7
Steinernema spl 0 8.5

Steinernema sp2 0 16.3
Heterorhabditis bacteriophora 0 47.2
Heterorhabditis Gua 31 0 50

Al sumar la mortalidad presentada en ninfas de V instar y el estado adulto se
obtuvo una reduccion total de la poblacién entre 14.5 y 90% con las especies
Steinernema spl y el aislamiento Heterorhabditis Gua 31 respectivamente.

Las larvas de G. mellonella empleadas como controles positivos al terminar los
ensayos, presentaron una mortalidad del 100% a las 48 horas, demostrandose la
sobrevivencia y virulencia de los nematodos bajo las condiciones del bioensayo.

4.4 Capacidad de busqueda de nematodos entomopatdégenos hacia A. varia

Se presentaron diferencias estadisticas significativas en el porcentaje de
recuperacion de los nematodos en las secciones de atraccién y estatico (P=
0.0001, P= 0.0002, respectivamente) pero no en repulsion (P= 0.1915). La
mortalidad de las ninfas presenté diferencias entre especies (P= 0.0006).

Se recuperaron juveniles infectivos en las tres distancias o secciones evaluadas.
Todas las especies fueron atraidas y causaron mortalidad a las ninfas de A. varia,
destacandose H. bacteriophora y Steinernema spl al causar mortalidades del 46%
y 30% (Figura 18), con desplazamientos de 56.3% y 77.4%, respectivamente. La
menor mortalidad se presenté con O1R1, con 10 % y una repulsion de 19,3%
(Cuadro 10).
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Cuadro 10. Porcentaje de nematodos entomopatdgenos que se desplazaron con
respecto a A. varia. Letras iguales no difieren (P<0.05)

Desplazamiento
%

S.
colombiense

H

S.websteri S. sp2 S. spl S.01R1 | bacteriophora
Atraccion 75.3ab | 65.6abc | 77.42 | 55.4c 54.8c 56.3bc
Estatico 14.7c 19abc 16.3bc | 33.32 25.8abc | 30.8ab
Repulsion 9.32 15.22 6.12 11.22 19.32 12.72

Al disecar las ninfas muertas cinco dias post infeccion se encontraron nematodos
en diferentes estados como J4 y adultos de primera generacion. El nimero de JI
que lograron penetrar el cuerpo del insecto fluctué entre 3 y 10 (Cuadro 11).
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Figura 18. Porcentaje de mortalidad de ninfas de A. varia causada por los
nematodos entomopatdégenos que fueron atraidos al insecto. Letras iguales no

difieren (P<0.05)
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Cuadro 11. Promedio de juveniles infectivos que penetraron el cuerpo de ninfas
de IV instar de A. varia

Nematodo JI que penetraron el cuerpo del
insecto
Steinernema websteri 9
Steinernema sp2 10

Steinernema spl
Steinernema colombiense

Steinernema O1R1
Heterorhabditis bacteriophora

Wl N>
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5. DISCUSION

5.1 Aislamiento de nematodos entomopatégenos

Del total de las muestras evaluadas (240) sélo el 0.8 % presenté nematodos. El
bajo porcentaje de NEP recuperados es comparable al de otros estudios en
diferentes regiones del mundo que muestran resultados entre 0.9% a 30% (Mason
et al., 1996; Midituri et al., 1997; Constant et al., 1998; Tangchitsomkid y Sontirat,
1998; Stock et al., 1999; Griffin et al., 2000; Rosa et al., 2000; Lezama-Gutiérrez et
al., 2001; Hazir et al., 2003; Canhilal et al., 2006; Stock et al., 2008). En el caso
especifico de Colombia, se registran porcentajes de recuperacion de 33 y 45% de
dos sitios diferentes de 193 muestras de suelo (Caicedo, et al., 2004), también
Melo et al. (2004) registra recuperacion de nematodos de 6.6% de 320 muestras
de suelo evaluadas de regiones de Colombia y Panama y Lopez et al. (2007)
registra que de un total de 945 muestras de suelo, 3% fueron positivas a
nematodos entomopatdgenos.

Hominick (2002) registra que los steinernematidos generalmente se recuperan con
mayor frecuencia que los heterorabditidos. En el presente estudio, los dos
aislamientos recuperados de las muestras de suelo corresponden a las familias
Steinernematidae y Heterorhabditidae.

Por otro lado, Kaya (1990) menciona que suelos livianos (arenosos, franco-
arenosos) permiten la persistencia de Jl por periodos prolongados de tiempo,
mientras que en los suelos arcillosos los JI no prosperarian (Kaya, 1990). Sin
embargo, algunos autores sefialan que el tipo de suelo no condiciona la presencia
de nematodos entomopatdgenos (Constant et al., 1998; Doucet et al., 2001) lo que
esta acorde a los resultados del presente estudio donde se aislaron nematodos de
suelos con una textura franco arcillosa (El Puerto) y arcillosa (La Colombina).

5.2 Prueba de seleccion por patogenicidad de los nematodos
entomopatdégenos a A. varia bajo condiciones de laboratorio

Los resultados revelan que el estado ninfal V y adulto de A. varia son susceptibles
a todas las especies de nematodos evaluadas bajo condiciones de laboratorio,
siendo mas susceptible el estado adulto con una mortalidad de 100% cuando se
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encuentra en contacto permanente con los nematodos, es decir, en el caso
especifico del bioensayo donde se emple6 cajas de Petri (Figura 5).

Gaugler et al. (1997) menciona que en una caja Petri las condiciones fisicas son
ideales y el contacto huésped-parasito estd asegurado, mientras que los
nematodos cuando se aplican sobre el follaje son rapidamente inactivados por la
desecacion, la radiaciéon solar, y temperaturas extremas. Caso similar sucedi6é con
el bioensayo en el que se emplearon cilindros de acetato donde los adultos tenian
menos probabilidad de contacto con los nematodos debido a que se encontraban
alimentandose del follaje y donde los nematodos se desecaban rapidamente y no
se podian mover con la facilidad que le suministraba el suelo el cual se encontraba
a capacidad de campo y sobre el cual también se asperjé nematodos. Asi pues, la
interaccion del adulto con el nematodo sucedié en el momento de la aspersion al
follaje y cuando este insecto se desplazaba a ovipositar al suelo, esto se reflejo en
la mortalidad que fluctué entre 40 y 54% (Figura 7).

Es evidente, la importancia del sistema de bioensayo que se emplea para
determinar el efecto de un organismo sobre un insecto y sobre el estado de
desarrollo del mismo teniendo en cuenta factores como el comportamiento del
hospedero entre otros. En ese sentido, Glazer y Lewis (2000) mencionan que el
desarrollo de procedimientos estandarizados para medir la virulencia de
nematodos es un factor clave en la utilizacion eficaz de nematodos
entomopatdégenos como agentes biolégicos.

Los resultados positivos de susceptibilidad de adultos en condiciones de
laboratorio sugieren que los nematodos entomopatdgenos pueden emplearse en
el control de adultos de A. varia. De esta manera, se podria esperar bajo
condiciones de campo que los nematodos actien sobre la emergencia de adultos
donde podria ser infectado durante la oviposicién o cuando estos insectos tomen
refugio en el suelo.

Con respecto al estado ninfal V, se presentd una baja mortalidad la cual oscild
entre 3% con Heterorhabditis bacteriophora y 17% con Steinernema websteri
(Figura 3). Cabe sefialar que este estado de desarrollo una vez inicia su
alimentacion produce una espuma o saliva muy densa y permanece dentro de ella,
de tal manera que puede funcionar como una barrera fisica para la entrada del
nematodo, ademas de la frecuente defecacién de ésta que puede expulsar a los
nematodos. En este aspecto, tanto las cigarras como el salivazo se registran
expulsando liquidos anales hacia animales que se aproximan o cuando se les
molesta (Stehr, 1987). Por lo tanto, la defecacion se considera como una defensa
directa contra enemigos naturales donde los insectos usan activamente su propio
material fecal para disuadir o repeler a sus potenciales enemigos (Weiis, 2006).

Es de anotar, que las aplicaciones de nematodos entomopatogenos realizadas en
V instar con el sistema de bioensayo de cajas Petri confirmaron los resultados de
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las evaluaciones sobre el estado adulto, donde una vez las ninfas se
transformaron a adultos entraron en contacto con los nematodos ocasionando una
reduccion total de la poblacion.

En cuanto a la penetracion de los nematodos evaluados sobre A. varia éstos
lograron entrar al cuerpo de las ninfas y adultos. El promedio de JI dentro de las
ninfas no se correlaciond con el porcentaje de mortalidad tal como se presento
con Steinernema sp2 con un promedio de 28 JI/ ninfa y una mortalidad de 10%,
en cambio S. websteri presentd un promedio de 7 JI/ ninfa y ocasiondé una
mortalidad de 17%.

Con referencia a la multiplicacion, se realizé observaciones s6lo sobre el estado
adulto que se evaluo en el bioensayo de cajas Petri la cual fue influenciada por la
especie de nematodo y no se correlaciond con el promedio de JI que penetraron el
insecto. Asi pues, la alta produccion por H. bacteriophora (30201 Jl/adulto) fue
muy superior a la producida por Steinernema spl (3676 Jl/adulto) (Cuadro 3) con
un promedio de 32 y 39 Jl en el interior del insecto, respectivamente.

5.3 Evaluacién de la virulencia de nematodos entomopatdégenos sobre los
instares de A. varia, bajo condiciones de invernadero

Las evaluaciones realizadas sobre los diferentes estados ninfales de A. varia con
dos dosis de aplicacibn de nematodos entomopatégenos bajo condiciones de
invernadero revelaron que estos organismos son capaces de matar e infectar el
estado ninfal de este insecto como lo registrado por Ferrer et al. (2004), y con
diferentes grados de virulencia dependiendo del estado de desarrollo.

Los resultados indican que hay diferencias significativas entre las especies
(P<0.05), lo que permite realizar una seleccién de las especies mas virulentas
para ser evaluadas en ensayos posteriores en campo. La seleccién de las mejores
especies de nematodos para una plaga en particular es importante, ya que hay
grandes diferencias en la virulencia de las especies de nematodos contra
diferentes especies de plagas (Grewal et al., 2005).

Las ninfas de IV instar fueron mas susceptibles a la infecciébn por nematodos con
mortalidades absolutas hasta de 90%. La mayor virulencia la presentd H.
bacteriophora, Steinernema sp2 y Steinernema spl con mortalidades corregidas
de 89.1, 739y 67.4 % respectivamente con 100 Jl/cm? (Figura 13). La menor
susceptibilidad la presentd el estado ninfal 1ll con mortalidades entre 2% con
Steinernema O1R1 y 8% con H. bacteriophora con dosis de 100 y 1500 Jl/cm?
respectivamente (Figura 12).
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Esta susceptibilidad asociada a la edad se podria atribuir al tamafio de los orificios
naturales que son punto de entrada de los nematodos entomopatégenos en los
insectos (boca, ano y espiraculos) (Tanada y Kaya, 1993) y que en las ninfas de |,
[I'y Il instar debido a su pequefio tamafio y ademas a que posee un aparato bucal
chupador podrian dificultar o impedir la penetracion de los nematodos. Existen
varios estudios al respecto en otros insectos donde mencionan que el ancho de
las aberturas (boca y ano) pueden excluir a los juveniles infectivos de algunos
insectos como los chupadores o instares jovenes de masticadores (por ejemplo en
el gusano alambre) (Eidty Thurston, 1995). Jackson y Brooks (1995) también
mencionan que en larvas jovenes de Diabrotica virgifera el diametro menor de los
espiraculos fue una barrera para la entrada de Steinernema carpocapsae.

En el caso especifico del género Heterorhabditis, éste presenta una ventaja
morfolégica sobre Steinernema, por el diente terminal que posee, con el que raspa
las areas intersegmentales de la cuticula del insecto, facilitando la entrada por
mas partes del cuerpo (Ishibashi y Kondo 1990) y por tanto podria explicar porque
H. bacteriophora evaluada en este estudio causé la mayor mortalidad en todos los
estados ninfales y fue la Unica especie que afecté a las ninfas de | y Il instar
(Figura 8).

Por otra parte, la menor produccién de CO; y kairomonas en estados jovenes de
insectos dificulta que los nematodos encuentren su hospedero (Kaya 1985). De
modo similar, podria estar actuando en las ninfas de I, Il y lll instar de A. varia.

En lo que se refiere al estado ninfal V, este produce una espuma o saliva muy
densa que pudo haber funcionado como una barrera fisica para la entrada del
nematodo, ademas de la frecuente defecacion de ésta que pudo haber expulsado
a los nematodos y disminuir la infeccion anal. En otros insectos como gusanos y
larvas de la mosca de sierra se presenta una situacion similar donde la frecuente
defecacién expulsa a los nematodos (Georgis y Hague, 1981; Cui et al., 1993).
Asi pues, la defecacion puede ser considerada como una defensa directa de los
insectos para disuadir a sus potenciales enemigos (Weiis, 2006).

Adicionalmente, el grosor de la cuticula y el sistema inmunolégico desempefian un
papel importante en la susceptibilidad de los insectos (Jackson y Brooks, 1995;
Koppenhofer y Fuzy, 2004;). En este estado de desarrollo (V instar) la cuticula de
la ninfa es mas gruesa y el sistema inmune mas desarrollado lo que podria haber
afectado todo el proceso de infeccién, derivando en la disminucion de la
mortalidad como se presenté incluso en H. bacteriophora (20%) (Figura 15). Sin
embargo, las aplicaciones de nematodos entomopatégenos realizadas en este
estado ninfal, pueden reducir considerablemente la poblaciéon si se suma la
mortalidad producida cuando emergen a adultos (Cuadro 9).

Entre tanto, las ninfas de IV instar, las cuales fueron mas susceptibles a la
infeccion por nematodos con mortalidades absolutas hasta de 90%, se podrian
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considerar como un estado intermedio en donde los factores como las aberturas
naturales, la defecacion, el grosor de la cuticula, el sistema inmune, la produccion
de CO;, y kairomonas no fueron un limitante para que los nematodos causaran
infeccion. Todos estos aspectos son especulaciones que no se deben generalizar
y sobre los cuales se deberian realizar estudios mas profundos que permitan
dilucidar los mecanismos de accion que hacen que ninfas de IV instar sean mas
susceptibles y si este comportamiento ocurre para las diferentes especies de
salivazos y nematodos entomopatogenos.

De modo similar, varios estudios se han llevado a cabo en otros insectos para
determinar el estado de desarrollo mas susceptible a los nematodos
entomopatdégenos y se ha encontrado algunas diferencias entre ellos. Cabe
mencionar los realizados por Koppenhofer y Fuzy (2004) donde la eficacia de H.
bacteriophora disminuyé con el aumento de la edad de Anomala orientalis pero
no difirié significativamente entre los estados larvales de Popillia japonica. Por el
contrario, Jackson y Brooks (1995) registra a los estados iniciales de Simulium
vittatum, menos susceptibles a nematodos entomopatégenos (58%) que los mas
desarrollados (97%). En otros estudios con Cyrtomenus bergi ocurrié o mismo,
siendo el estado de adulto y el quinto méas susceptibles que los primeros (Caicedo
y Bellotti 1994; Barberena y Bellotti 1998; CIAT 2003b).

En lo que concierne a la dosis, se presentaron diferencias significativas en las
mortalidades registradas en los ensayos de |, Il y V instar de A. varia con H.
bacteriophora (Figuras 8 y 15). En las evaluaciones sobre IV instar no se encontro
diferencias significativas entre dosis para cada especie (Figura 13). Mas aun, la
respuesta en la mortalidad de los insectos en funcién del aumento de la dosis fue
baja o nula en algunas especies de nematodos, incluso se presentaron
mortalidades mas altas en la dosis menor como la que present6 H. bacteriophora y
Steinernema sp2.

Observaciones similares fueron registradas por Ferrer et al. (2004) en la
efectividad del nematodo H. bacteriophora para controlar ninfas de A. varia,
qguienes no encontraron diferencias significativas en los porcentajes de mortalidad
de 71,4, 75,4 y 75,3 para los tratamientos de 100, 75 y 50 millones de
nematodos/ha, respectivamente. Del mismo modo, Leite et al. (2005) no
encontraron diferencias significativas en la mortalidad de ninfas de M. fimbriolata
entre las dosis empleadas 6.6 x 10’ y 3.3 x 10° JI/ha con Heterorhabditis sp., con
un control de 74% bajo condiciones de campo. Igualmente con otras especies de
nematodos Steinernema carpocapsae, S. feltiae, S. riobravis y Heterorhabditis
amazonensis RSC1, Batista y Machado (2010), no encontraron diferencias
significativas en la mortalidad de ninfas de M. spectabilis en funcion de la
concentracion empleada 2000 y 4000 JI/ml. Contrariamente, Alves, Rohde y Alves
(2005) registran que una concentracion de S. carpocapsae ARO de 60 JI / larva de
Alphitobius diaperinus es menos eficiente que 120 JI/ larva con mortalidades de 17
y 48%, respectivamente.
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Cabe resaltar que las dosis empleadas en este estudio son superiores a las de
otros estudios como los citados anteriormente. Sin embargo, en otros insectos
como Diaprepes abbreviatus y Pachnaeus litus se registran el uso de dosis
similares que van desde 120 a 637 Jl/cm? de S. riobravis y H. bacteriophora con
un control de 90 y 76% (Downing et al., 1991; Duncan et al., 1996).

En cuanto a la penetracion de los nematodos entomopatégenos y para el caso
especifico H. bacteriophora la cual caus6 la mayor mortalidad en todos los estados
ninfales y fue la Unica especie que afecto a las ninfas de | y Il instar no se
observaron incrementos en el promedio de Jl encontrados al interior del insecto al
aumentar la edad de la ninfa y no se observd una correlacion con el porcentaje
de mortalidad. Asi pues, en ninfas de | instar 1 y 5 JI en promedio entraron al
cuerpo del insecto con mortalidades de 2 y 24 % en dosis de 100 y 1500 Jl/cm?,
respectivamente y en ninfas de IV instar 4 JI penetraron el insecto causando
mortalidades de 89.13 y 84.78 % en dosis de 100 y 1500 Jl/cm?, respectivamente.

En el caso de la multiplicacién se realizaron observaciones solo sobre ninfas de IV
instar debido a que fue el instar donde se presentd la mayor mortalidad y por lo
tanto el niumero de individuos muertos permitia hacer observaciones tanto de
penetracion como de multiplicacion de los nematodos entomopatdogenos
evaluados.

Segun Koppenhofer y Kaya (1995) un incremento en las densidades de
Steinernema glaseri en el suelo afectd la eficiencia en la penetracion vy
multiplicacion en larvas de G. mellonella. Sin embargo en el presente estudio la
produccion de nematodos en el hospedero no se correlacion6 con el aumento de
la dosis pero si con la especie mas virulenta. Asi pues, la mayor produccion fue
registrada en H. bacteriophora con 4066 y 4061 Jl/ninfa con dosis de 100 y 1500
Jilcm?, respectivamente (Cuadro 6). Resultados similares fueron registrados por
Leite et al. (2005) quienes observaron una correlacién positiva entre la virulencia y
la produccién de JI en ninfas de M. fimbriolata.

El mayor promedio de produccion que se observé en H. bacteriophora pudo haber
ocurrido por la capacidad que posee este nematodo de multiplicarse con tan solo
un nematodo que penetre en el cuerpo del insecto, ya que en su primera
generacion este es hermafrodita, a diferencia de las especies del genero
Steinernema que necesitan de un macho y una hembra para multiplicarse.

La multiplicacién del nematodo dentro del insecto permitiria no solo afectar el
estado susceptible si no que los nematodos que emerjan del cadaver podrian
causar infecciones secundarias en otros estados como el adulto e incrementar el
inéculo en campo.
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Finalmente, las pruebas realizadas para confirmar la persistencia de los
nematodos en el suelo muestran que al terminar las evaluaciones en los ensayos
de | instar las mortalidades de G. mellonella (control positivo) son bajas (Cuadro 4)
lo que sugiere que los nematodos murieron o fueron lavados con el agua de riego
durante el tiempo que tomo la evaluacion la cual fue de 36 dias. No obstante, en
los ensayos de lll, IV y V instar (25, 19 y 11 dias después, respectivamente) las
mortalidades fueron de 100% con todas las especies de nematodos. Resultados
similares fueron obtenidos por Ferrer et al. (2004) quienes observaron 95% de
mortalidad de larvas de G. mellonella por H. bacteriophora al realizar el trampeo
30 dias después de finalizado el experimento sobre A. varia en campo.

Por lo tanto, la persistencia de los nematodos entomopatdgenos evaluados en el
presente estudio constituye una caracteristica importante en el control biolégico de
este insecto debido a que una vez realizada la aplicaciébn de estos organismos
ademas de actuar en el momento de la aplicacion también pueden efectuar control
en los dias posteriores sobre una posible emergencia de la plaga blanco o sobre la
poblacién remanente como ocurrié con H. bacteriophora sobre ninfas de | instar en
la cual se presentd mortalidades en los siguientes instares (Il y Ill) y cuando se
realizaron aplicaciones sobre ninfas de Il instar donde ejercieron control hasta |l
instar.

5.4 Capacidad de busqueda de nematodos entomopatdégenos hacia A. varia.

Se presentd diferencias estadisticas significativas en el porcentaje de
recuperacion de los nematodos en las secciones de atraccion y estatico (P=
0.0001, P= 0.0002, respectivamente) pero no en repulsion (P= 0.1915). La
mortalidad de las ninfas presenté diferencias entre especies (P= 0.0006).

Se recuperaron juveniles infectivos en las tres distancias o secciones evaluadas.
Todas las especies fueron atraidas y causaron mortalidad a las ninfas de A. varia,
destacandose H. bacteriophora y Steinernema spl al causar mortalidades del 46%
y 30% (Figura 17), con desplazamientos de 56.3% y 77.4%, respectivamente. La
menor mortalidad se presentdé con O1R1, con 10% y una repulsion de 19,3%
(Cuadro 10).

El desplazamiento registrado en este estudio pudo ser influido por la atracciéon de
los nematodos hacia los volatiles presentes en la espuma o saliva que las ninfas
expulsan una vez inician su alimentacion. En este sentido, Grewal et al. (1993)
investigaron la respuesta conductual de nematodos entomopatogenos a las heces
de hospedantes naturales y de hospedantes de laboratorio y encontraron que los
JI de H. bacteriophora y S. glaseri respondieron positivamente.
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Por otra parte, las raices de las plantas desempefian un papel importante en la
atraccién de los nematodos ya sea por el CO,, los compuestos que estas exudan o
por compuestos volatiles emitidos en respuesta al ataque de insectos. Al respecto,
Gaugler et al. (1980) sefalan que los juveniles infectivos de Steinernema
carpocapsae son atraidos por el CO; liberado tanto de las raices de las plantas
como de los insectos hospedantes que se alimentan de éstas. También fue
demostrado por Rasmann et al. (2005) que en las raices de variedades europeas
de maiz, al ser devoradas por las larvas de Diabrotica virgifera virgifera, emiten
sesquiterpeno (E)-B-cariofileno y que este compuesto atrae a H. megidis.

A pesar que S. websteri fue la especie que mas se recupero6 en la seccion donde
se encontraban las ninfas de A. varia, no ocasiond la mayor mortalidad lo que
sugiere que la atraccion no es suficiente para causar una alta infeccion ya que
existen otros factores interviniendo en la interaccién con el insecto como por
ejemplo la espuma que puede ser una barrera fisica para el nematodo. Estos
resultados nuevamente confirman las diferencias en la virulencia de las especies
de nematodos entomopatdégenos contra A. varia.

Hay que afadir que el suelo empleado en este estudio presentaba una textura
arcillosa que no fue un impedimento para que los nematodos se desplazaran hacia
A. varia. Contrario a esto, algunos autores como Portillo et al. (1999) sefalan que
una densidad alta afecta el desplazamiento y sobrevivencia de los JI, por el
reducido tamafio de poro, lo cual impide su desplazamiento hacia el hospedante.
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6. CONCLUSIONES

Se obtuvieron dos nuevos aislamientos del género Steinernema y
Heterorhabditis provenientes del municipio de Oiba (Santander) y
Guatica (Risaralda), respectivamente las cuales se encuentran
almacenadas en esponjas de polieter poliuretano en las instalaciones
del Centro Nacional de Investigaciones de Café (Cenicafé) y el Centro
de Investigacion de la Cafa de Azucar de Colombia (Cenicafia).

Los nematodos entomopatdégenos evaluados penetraron el cuerpo de
las ninfas y adultos de A. varia, se multiplicaron y causaron porcentajes
variables de mortalidad. ElI mayor control en todos los instares ocurrio
con H. bacteriophora.

La menor susceptibilidad la presento el estado ninfal Il y la mayor en el
estado ninfal IV. Las especies con mayor virulencia sobre éste fueron
H. bacteriophora, Steinernema sp2 y Steinernema spl que presentaron
mortalidades de 89.1, 73.9 y 67.4% respectivamente con la menor dosis.

Los nematodos entomopatégenos evaluados presentaron busqueda
activa de ninfas de A. varia y lograron penetrar el cuerpo del insecto
destacandose H. bacteriophora y Steinernema spl con los mayores
porcentajes de mortalidad 46 y 30%, respectivamente.
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7. RECOMENDACIONES

Tomando en consideracion los resultados obtenidos con relacién a la
mortalidad, penetracion, potencial reproductivo y capacidad de busqueda se
considera a H. bacteriophora y Steinernema spl con potencial para ser
evaluados en el control de A. varia bajo condiciones de campo en cultivos
de cafia comerciales.

Evaluar bajo condiciones de invernadero el aislamiento Heterorhabditis Gua
31 y ampliar la busqueda de nuevos aislamientos con miras a obtener una
mayor virulencia sobre ninfas de A. varia.

Evaluar la virulencia de especies de nematodos entomopatégenos en otras
especies de salivazo.

Evaluar el impacto de los nematodos entomopatdgenos en los enemigos
naturales de A. varia.

Estimar el costo de produccion y aplicacion de los nematodos
entomopatdégenos en campo.

Realizar la caracterizacion morfolégica y molecular de los nuevos
aislamientos.
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