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Eficacia de entomonematodos para controlar estados de Aeneolamia varia
(Hemiptera: Cercopidae) bajo condiciones de invernadero

Efficiency of entomonematodes for controlling Aeneolamia varia (Hemiptera: Cercopidac)
stages under controlled conditions
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Resumen: Aeneolamia varia se registré en cultivos de cafia en el Valle del Cauca entre 2007 y 2008 y sus infestaciones
se extendieron a 25.000 ha, amenazando asi la industria azucarera y panelera. Debido a esta situacion, se inicié una
investigacion con nematodos entomopatdgenos, para evaluarlos en el control de esta plaga. Se evaluaron las especies
Steinernema colombiense, Steinernema websteri, Steinernema sp.1, Steinernema sp.2, Heterorhabditis bacteriophora
y una especie de Steinernema codificada como OIR1, en dosis de 100 y 1.500 juveniles infectivos (JT)/cm? de area
asperjada, sobre estadios ninfales de A. varia en plantulas de caiia de azucar en invernadero. El estado adulto se evalud
bajo condiciones de laboratorio empleando 100 JI/cm?y los sistemas de bioensayo en cajas Petri y cilindros. El tercer
estadio ninfal fue el menos susceptible y el cuarto fue el mas susceptible a H. bacteriophora, presentando mortalidad
de 89,1% con 100 JI/cm?. El estado adulto tuvo una mortalidad de 100% con todas las especies de nematodos evaluadas
en el bioensayo en cajas Petri, mientras que en los cilindros la mortalidad vari6 entre 40 y 54%. El experimento para
evaluar la habilidad de las especies de nematodos, para buscar el hospedero 4. varia, reveld que todas son capaces de
encontrar sus ninfas, pero H. bacteriophora'y Steinernema sp.1 fueron las mas eficaces causando mortalidades del 46%
y 30%, respectivamente.
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Abstract: Aeneolamia varia was reported in sugar cane crops in the Cauca Valley between 2007 and 2008 and its infes-
tations extended to 25,000 ha, thereby threatening the sugar and “panela” industries. Given this situation, research was
initiated on entomopathogenic nematodes in order to evaluate them for control of this pest. We evaluated the species
Steinernema colombiense, Steinernema websteri, Steinernema sp.1, Steinernema sp.2, Heterorhabditis bacteriophora
and a species of Steinernema coded as O1R1 in doses of 100 and 1,500 infective juveniles (1J)/cm? of spray area on the
nymphal instars of 4. varia in sugar cane seedlings under greenhouse conditions. The adult stage was evaluated under
laboratory conditions using 100 IJ/cm? and bioassay systems in Petri dishes and cylinders. The third nymphal instar was
the least susceptible and the fourth instar was the most susceptible to H. bacteriophora, presenting a mortality of 89.1%
with 100 1J/cm?. The adult stage had 100% mortality with all nematode species tested under bioassay conditions with
Petri dishes, while in cylinders the mortality varied between 40 and 54%. The experiment to demonstrate the ability of
the nematode species to search for the host 4. varia, revealed that all are capable of finding their nymphs, but H. bacte-
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riophora and Steinernema sp.1 were the most efficient causing mortalities of 46% and 30%, respectively.
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Introduccion

El salivazo de la cafia de azGcar, Aeneolamia varia (Fabri-
cius, 1787) (Hemiptera: Cercopidae), se registrd atacando
cafia en el Valle del Cauca, Colombia, a principios de junio
de 2007. Este hallazgo se constituy6 en una alerta sanitaria
debido a que en paises vecinos como Venezuela es una pla-
ga de importancia econdmica ocasionando pérdidas hasta del
25% en produccion (Salazar y Proafio 1989).

Los salivazos se caracterizan porque las ninfas se recu-
bren de una sustancia espumosa y viscosa con apariencia de
saliva que sirve de defensa de enemigos naturales y como
proteccion de condiciones climaticas adversas (Thompson y
Gonzalez 2005). La producciéon de espuma la llevan a cabo
una vez que inician su alimentacion en los tejidos del xilema
principalmente en la raiz o en la parte basal de los tallos. Los
adultos introducen su estilete en las hojas hasta alcanzar el
xilema e inyectan una toxina que produce necrosis del tejido

foliar causando un secamiento de la hoja (Gomez 2007). El
ciclo de vida de 4. varia sobre cafia de aztcar, bajo condicio-
nes de invernadero, es en promedio de 62 dias; los huevos
eclosionan luego de 15 dias pasando por cinco estadios nin-
fales que se desarrollan en 40,5 dias y la longevidad de los
adultos es de cinco dias (Sendoya et al. 2011).

Para el control del salivazo de la cafia de az(car, A. varia
se recomiendan practicas de manejo basados en experiencias
con otros salivazos en las cuales se contemplan practicas cul-
turales, control biologico con Metarhizium anisopliae (Mets-
chnikoff, 1879) Sorokin, 1883, e insecticidas quimicos como
emergencia en situaciones de infestaciones altas (Salazar y
Proafio 1989; Leite et al. 2005; Bustillo y Castro 2011). De-
bido a que las ninfas del salivazo se encuentran en las raices
de las gramineas en el suelo, los nematodos entomopatoge-
nos se consideran promisorios para su control. Los nemato-
dos tienen caracteristicas importantes, como son la capacidad
de desplazarse, buscar, encontrar e infectar insectos, ademas
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presentan inocuidad al medio ambiente, a mamiferos y com-
patibilidad con otros entomopatdgenos (Kaya 1990; Rovesti
y Deseo 1990; Lewis y Gaugler 1994; Glazer 1996; Kaya y
Koppenhofer 1996; Akhurst y Smith 2002).

Especies de los géneros Steinernema 'y Heterorhabditis se
han evaluado para el control del salivazo de la cafia de aztcar
desde hace varios afios. Estudios realizados en varias partes
para el control de especies de salivazos como Mahanarva
fimbriolata (Stél, 1854), M. spectabilis (Distant, 1909), A.
varia, Aeneolamia sp., con diferentes especies de nematodos
han demostrado que pueden causar mortalidades altas al esta-
do ninfal de los salivazos que se localizan en el suelo (Leite
et al. 2002, 2005; Ferrer et al. 2004; Quintero et al. 2007,
Batista y Machado 2010).

Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores, el ob-
jetivo de este trabajo fue establecer la virulencia de varias es-
pecies de nematodos entomopatdgenos sobre ninfas y adultos
de 4. varia.

Materiales y Métodos

Este trabajo se realizo bajo condiciones de laboratorio (24 +
0,7 °Cy 70 + 3% HR) e invernadero (26,6 = 0,85 °C y 70,7
+ 4,3% HR) en las instalaciones del Centro Agropecuario
del Sena en Buga, Valle del Cauca, ubicado a 3°54’07"N y
76°18” 4”0 y 969 msnm, donde se encuentra establecida una
cria masiva de 4. varia.

Las especies de nematodos evaluadas fueron Steinernema
colombiense Lopez-Nufiez et al., 2008, Steinernema websteri
Cutler y Stock, 2003, Steinernema sp.1, Steinernema sp.2 y
Heterorhabditis bacteriophora (Poinar, 1976) suministradas
por Cenicafé (aisladas a partir de muestras de suelo de los
municipios Fresno, Tolima y Montenegro, Quindio), y Stei-
nernema O1R1 (aislado de Oiba-Santander). Estos nemato-
dos se multiplicaron en larvas de ultimo estadio de Galleria
mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae) siguiendo procesos
establecidos por Realpe et al. (2007) y Lopez (2008) y utili-
zados inmediatamente después de ser cosechados. Los adul-
tos y ninfas de A. varia se obtuvieron de la colonia estable-
cida en el SENA de Buga, bajo condiciones de invernadero
(Sendoya et al. 2011).

Bioensayos de virulencia sobre ninfas de A. varia. Estudios
previos sobre ninfas en condiciones de laboratorio (datos no
publicados) mostraron una mortalidad natural alta por falta
de raices secundarias en las plantas para la alimentacion del
insecto por lo cual fue necesario realizar los ensayos directa-
mente en invernadero.

Las unidades experimentales se conformaron con plan-
tulas de cafia de azlicar variedad CC 85-92 sembradas en re-
cipientes de PVC de 6 cm de didmetro y 7 cm de alto. Estos
recipientes contenian suelo estéril (suelo + arena 3:1). Ocho
dias después de la infestacion de las plantulas con huevos de
A. varia se aplicaron los nematodos entomopatdgenos en 10
ml de una solucién de agua estéril y un dispersante al 0,1%
(Carrier®, ingrediente activo: acidos carboxilicos insatura-
dos y glicéridos saturados: 862 g/L), aplicado con una pipeta
directamente a las ninfas de I estadio. Para efectuar los bio-
ensayos con ninfas de I, III, IV y V estadio, se infestaron las
plantulas con huevos de A. varia y se esper6 hasta que el sa-
livazo llegd a cada estado ninfal preestablecido. Los nemato-
dos suspendidos en 10 ml de una solucion de agua estéril y un
dispersante se aplicaron a las ninfas empleando un atomiza-

dor manual plastico, con capacidad de 500 ml. Se evaluaron
dos dosis de juveniles infectivos (JI's) (d1: 100 y d2: 1500
JI’s/cm?) y las evaluaciones se llevaron a cabo diariamente
hasta que moria el insecto o se transformaba a adulto. Se es-
tim6 la mortalidad de las ninfas y ésta se corrigio teniendo en
cuenta la mortalidad natural que ocurri6 en el testigo (Schnei-
der-Orelli 1947). Ademas, se realizaron observaciones sobre
la reproduccion de los nematodos en el 50% de los individuos
muertos colocandolos en camara “White” modificada (Kaya
y Stock 1997) (Fig. 1). El 50% restante se disecciond para
estimar el nimero de nematodos que lograron parasitar cada
insecto. Lo anterior se realizé si la mortalidad fue mayor al
20%, de lo contrario se diseccionaron, en su totalidad, los
insectos muertos.

Se utilizo un diseilo completamente aleatorio con 12 tra-
tamientos y un testigo (seis especies de nematodos, en dos
dosis), cada tratamiento constd de diez repeticiones y cada
una estuvo conformada por cinco ninfas. Para establecer las
diferencias entre tratamientos se realizé un analisis de varian-
za al 95% de confiabilidad y para establecer diferencias entre
tratamientos se realizo la prueba de comparacion de medias
de Duncan (SAS 2005). El analisis estadistico se realizo para
cada estadio.

Bioensayos de virulencia sobre adultos de A. varia. Se con-
finaron tres adultos tenerales de A. varia (adultos de menos
de 24 horas de edad) en una caja Petri de 14 cm de diametro,
con papel toalla en cuyo interior se encontraba un estolon de
pasto braquiaria (Brachiaria ruziziensis R. Germ. & C. M.
Evrard, 1953), mantenido en solucion nutritiva (Murashige y
Skoog 1962), que sirvid de alimento al insecto. Los adultos
se colocaron en contacto con 15400 JI por caja Petri (equiva-
lente a 100 JI/cm?) aplicados por aspersion en 6 ml de agua
estéril. A los insectos del tratamiento testigo se aplico solo
agua estéril. Las cajas Petri con los insectos infectados se
mantuvieron en laboratorio a temperatura ambiente (25 °C +
2) y el alimento se cambid cada dos dias. Las evaluaciones de
la mortalidad de 4. varia se realizaron diariamente y durante
cinco dias consecutivos.

Ademas, se realizaron observaciones sobre la produc-
cion de los nematodos en el 50% de los individuos muertos
colocandolos en camara “White” modificada (Kaya y Stock

Figura 1. Ninfa de 4. varia en camara White modificada.
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1997). El 50% restante de los individuos se diseccionaron,
determinando el nimero de nematodos que lograron parasitar
cada insecto. Se realiz6 un segundo bioensayo donde plantu-
las de cafna de azlcar y tres tenerales se introdujeron en un
cilindro de acetato transparente cubierto en la parte superior
e inferior con tela de tul y a las cuales se asperjo 100 JI/cm?,
tanto en suelo como en el follaje determinando el porcentaje
de mortalidad de los adultos. Las evaluaciones de la mortali-
dad de A. varia se realizaron diariamente y durante cinco dias
consecutivos.

Los bioensayos se organizaron bajo un disefio completa-
mente aleatorio con seis tratamientos y un testigo (seis espe-
cies de nematodos aplicados en una dosis). Cada tratamiento
constod de diez repeticiones y cada una estuvo conformada
por tres adultos. La informacién se analiz6 a través de un
analisis de varianza al 95% de confiabilidad y para establecer
diferencias entre tratamientos se realizé la prueba de compa-
racion de medias de Duncan (SAS 2005).

Capacidad de busqueda de los nematodos. Se utilizé un
sistema de bioensayo para desplazamiento horizontal, que
consistio de tubos de polivinil cloruro (PVC) de 7 cm de dia-
metro por 7 cm de largo. Tres de estas secciones se unieron
para formar un fragmento de desplazamiento de 21 cm de
largo. Estas secciones fueron denominadas como atraccion
(seccion de desplazamiento de los JI's hacia el insecto), esta-
tico (seccion del punto de liberacion de los JI's) y repulsion
(seccion comprendida entre el punto de liberacion y la opues-
ta a la presencia del insecto). Estos recipientes contenian sue-
lo estéril (suelo + arena 3:1) a capacidad de campo y en un
extremo se encontraba una plantula de cafia de azucar infes-
tada con cinco ninfas de A. varia de IV estadio. Mil juveniles
infectivos se aplicaron en 1 ml de agua estéril en la mitad
del fragmento de desplazamiento (10,5 cm). Al tratamiento
testigo se le aplicd solo agua estéril.

Cinco dias después de aplicados los nematodos se extrajo
y se estimo el nimero de JI's presentes en cada seccion del
suelo, mediante conteos de JI's utilizando el método de tami-
zado y decantacion de Cobb (1918) modificado para la recu-
peracion de los nematodos. Para cada seccion se realizaron
10 conteos. Ademas, se determino el nimero de ninfas muer-
tas y el de nematodos que lograron parasitar cada insecto.

El disefio experimental para este ensayo fue completa-
mente aleatorio con seis tratamientos y un testigo (seis es-
pecies de nematodos, una dosis). Cada tratamiento tuvo 10
repeticiones y cada una se conformo por cinco ninfas, para un
total de 50 individuos por tratamiento. Se realizé un analisis

de varianza al 95% de confiabilidad y las diferencias entre
tratamientos se establecieron mediante una prueba de com-
paracion de medias de Duncan (SAS 2005).

Resultados y Discusion

Bioensayos de virulencia sobre ninfas de A. varia. En la
evaluacion de la virulencia de nematodos entomopatdgenos
(NEPs) sobre ninfas de I estadio se present6é mortalidad solo
con la especie H. bacteriophora (Tabla 1), registrandose este
efecto hasta cuando las ninfas se encontraban en III estadio
con mortalidades adicionales de 18 y 4% con d1 y d2 (dosis),
respectivamente. En la evaluacion de la virulencia de NEPs
sobre ninfas de II estadio, la especie H. bacteriophora cau-
s6 una mortalidad de 2 y 18% con d1 y d2, respectivamente
(Tabla 1). Cuando el insecto se encontraba en III estadio la
mortalidad fue de 16% con d2. No se presenté mortalidad en
las otras especies de nematodos evaluadas ni en el testigo.
En la evaluacion de la virulencia de NEPs sobre ninfas de II1
estadio, solo dos especies de nematodos fueron capaces de
parasitar este estado (Tabla 1). El testigo, no presentdé mor-
talidad durante el tiempo que tomo la evaluacion. La menor
susceptibilidad se presento en este estadio de desarrollo.

En la evaluacion de la virulencia de NEPs sobre ninfas
de IV estadio, hubo diferencias estadisticas significativas (F
=0; gl. = 1; P = 0,0001) en cuanto a la mortalidad entre
las especies de nematodos, sin embargo, no hubo diferencias
significativas entre dosis evaluadas para cada especie (F = 0;
gl=1; P=0,9849) (Tabla 1). El estadio IV fue el mas sus-
ceptible a la infeccion por nematodos con mortalidades hasta
de 89,1%. La mayor virulencia la presentd H. bacteriopho-
ra, Steinernema sp.2 'y Steinernema sp.1, con mortalidades
corregidas (Schneider-Orelli 1947) de 89,1, 73,9 y 67,4 %,
respectivamente con 100 JI's/cm?(Tabla 1).

En la evaluacion sobre ninfas de V estadio, las diferen-
cias en la mortalidad entre especies de nematodos fueron
significativas (F = 0,24; g.1 = 1; P =0,0059) asi como en las
dosis (F =6,8; g.1=1; P=0,0089). Los mayores porcentajes
de mortalidad se obtuvieron con la dosis més alta (1.500 JI/
cm?), destacandose H. bacteriophora (Tabla 1). Las ninfas
que sobrevivieron continuaron su desarrollo hasta adultos. Al
cabo de 1 a 3 dias después de su transformacion a adulto se
observo una mortalidad del 100%.

Las mortalidades al terminar el estadio ninfal V fueron
bajas, pero cuando se continu6 la observacion sobre las nin-
fas que sobrevivieron hasta el estado adulto, se encontrd que
todos murieron por infeccion de los nematodos. Esto indica

Tabla 1. Mortalidad (%) de ninfas de diferentes estadios de Aeneolamia varia causadas por las especies de nematodos evaluadas.

Nematodos entomopatogenos®

Estadio

Sw Ssp.2 Ssp.1 Sc Ssp.O1R1 Hb Testigo
D1#* D2 D1 D2 D1 D2 D1 D2 D1 D2 D1 D2 D1 D2
I 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2b 24a 0
I 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2b 18a 0 0
11 Dakk 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4a 8a 0 0
v 43¢ 13¢ 73,9ab 52,2b 67,4ab 67,4ab Oc 8,7¢c 2,2¢ 8,7¢ 89,1a 84,8a Oc Oc
A% Oc 4c 2c Oc 4c 4c 6bc 18ab 10ac 18a 2¢c 20a Oc Oc

" Sw: Steinernema websteri; Ssp.2: Steinernema sp.2; Ssp.1: Steinernema Sp.1; Sc: Steinernema colombiense; SO1R1: Steinernema sp. O1R1; Hb: Heterorhabditis bacteriophora.

D1 =100 Jl/cm? D2 = 1.500 JI/cm?

" Datos seguidos de la misma letra en la misma fila no difieren significativamente de acuerdo con la prueba de Duncan (P < 0, 05).



Nematodos vs. Aeneolamia varia 269

Figura 2. Sintomatologia de ninfas de V estadio de A. varia infectadas con nematodos entomopatdgenos. A. Flacidez. B. Malforma-
cion. C. Ninfa muerta en la metamorfosis a adulto. D. Cambio de coloracion causado por Heterorhabditis bacteriophora.

que aplicaciones de los nematodos cuando el insecto esta en
V estadio, pueden reducir la poblacion por que estos nemato-
dos pueden actuar en el estado adulto. Sin embargo, se debe
tener en cuenta que los adultos permanecieron confinados sin
oportunidad de continuar su habito alimenticio en las hojas y
de esta manera se obligaron a estar en contacto con los nema-
todos.

Las evaluaciones sobre los diferentes estados ninfales de
A. varia bajo condiciones de invernadero revelaron que los
NEPs son capaces de matar e infectar el estado ninfal de este
insecto como lo registrado por Ferrer ez al. (2004), con dife-
rentes grados de virulencia dependiendo del estado de desa-
rrollo.

La susceptibilidad asociada a la edad que se observo en
las ninfas de A. varia se podria atribuir al tamafio de los ori-
ficios naturales que son el punto de entrada de los nematodos
entomopatogenos en los insectos (boca, ano y espiraculos)
(Tanada y Kaya 1993) y que en las ninfas de I, Il y III esta-
dio debido a su pequefio tamafo y ademas a que poseen un
aparato bucal chupador podrian dificultar o impedir la pene-
tracion de los nematodos. Existen varios estudios al respecto
en otros insectos donde mencionan que el ancho de las aber-
turas (boca y ano) puede excluir a los juveniles infectivos
de algunos insectos con aparato bucal chupador o estadios
jovenes de insectos de habito masticador (Eidt y Thurston

1995). Jackson y Brooks (1995) mencionan que en larvas de
primeros estadios de Diabrotica virgifera virgifera Leconte,
1868 (Coleoptera: Chrysomelidae), la pequeia abertura de
los espiraculos, es una barrera que impide la entrada de los
JI's de Steinernema carpocapsae (Weiser, 1955).

Heterorhabditis presenta una ventaja morfologica sobre
Steinernema, debido al diente terminal que posee, con el que
raspa las areas intersegmentales de la cuticula del insecto,
facilitando la entrada al cuerpo del insecto por mas lugares
(Ishibashi y Kondo 1990). Esto puede explicar porque H.
bacteriophora en este estudio causé la mayor mortalidad en
todos los estados ninfales y fue la unica especie que infectd
ninfas de los estadios I y II de A. varia (Tabla 1). Por otra
parte, la menor produccion de CO, y kairomonas en los esta-
dios iniciales de los insectos, dificulta que los nematodos en-
cuentren su hospedero (Kaya 1985). Al respecto Campbell y
Kaya (1999) mencionan que la respuesta al estimulo quimico
puede variar de una especie de nematodo a otra y en algunos
casos, especies emboscadoras no presentan respuesta hacia
su hospedante, si no perciben cantidades suficientes el CO, o
el estimulo de atraccion.

Una posible explicacion sobre la reduccion en el para-
sitismo de A. varia en el V estadio, puede deberse a que la
saliva es mas densa, lo cual dificulta la entrada de nematodos
para llegar a las ninfas, ademas la frecuente defecacion del
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Tabla 2. Numero promedio de juveniles infectivos de nematodos que parasitaron estados de Aeneolamia varia.

Nematodos entomopatogenos

Estado Sw Ssp.2 Ssp.1 Se Ssp.O1R1 Hb
D1* D2 D1 D2 D1 D2 D1 D2 D1 D2 D1 D2

I 0 0 0 0 0 0 0 1 5
I 0 0 0 0 0 0 0 1 4
111 0 0 0 0 0 0 0 3 0 2 2
v 1 1 3 13 1 4 18 1 3 3 4 4
v 0 2 1 0 2 21 1 3 2 1 1 5
Adulto 11 0 22 0 39 0 14 0 14 0 32 0

* Sw: Steinernema websteri; Ssp.2: Steinernema sp.2; Ssp.1: Steinernema Sp.1; Sc: Steinernema colombiense; SOIR1: Steinernema sp. O1R1; Hb: Heteror-

habditis bacteriophora.
*#* D1 =100 JI/cm? D2 = 1500 JI/ cm?

insecto puede causar repelencia a los nematodos y disminuir
asi el parasitismo. Stehr (1987) registro que las cigarras como
el salivazo expulsan liquidos anales hacia animales que se
aproximan cuando se les molesta. En otros insectos como
larvas de Popillia japonica (Newman, 1838) (Coleoptera,
Scarabacidae), y Cephalcia lariciphila (Wachtl, 1898) (Hy-
menoptera: Pamphiliidae) se presenta una situacion similar
donde la frecuente defecacion expulsa los nematodos (Geor-
gis y Hague 1981; Cui ef al. 1993). Por otra parte, el grosor
de la cuticula y el sistema inmunoldégico desempefian un pa-
pel importante en la susceptibilidad de los insectos (Jackson
y Brooks 1995; Koppenhofer y Fuzy 2004). En el V estadio,
la cuticula de la ninfa es mas gruesa y el sistema inmune es
mas desarrollado, lo que afectaria la infeccion, reduciendo la
mortalidad, como se present6 incluso con H. bacteriophora
(20%) en este estudio (Tabla 1). Sin embargo, las aplicacio-
nes de nematodos entomopatogenos realizadas sobre las nin-
fas, redujeron considerablemente la poblacion, sobre todo si
se suma la mortalidad producida cuando llegan a adultos.

Las ninfas de IV estadio, que fueron mas susceptibles a
la infeccion por nematodos, se podrian 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 una
limitante para que los nematodos causaran infeccion. Estos
aspectos deben estudiarse para que permitan dilucidar los
mecanismos de acciéon que hacen que ninfas de IV estadio
sean mas susceptibles y si este comportamiento ocurre para
las diferentes especies de salivazos y nematodos entomopa-
tégenos.

Estudios llevados a cabo con otros insectos para determi-
nar el estado de desarrollo mas susceptible a nematodos ento-

mopatogenos, muestran resultados disimiles. Koppenhofer y
Fuzy (2004) encontraron que la eficacia de H. bacteriophora
disminuy6 con el aumento de la edad de Anomala orientalis
(Waterhouse, 1875.) (Coleoptera: Scarabaeidae), sin embar-
go no difirié significativamente entre estadios larvales de P,
Japonica, por el contrario, Jackson y Brooks (1995) indican
que los estadios iniciales de Simulium vittatum (Zetterstedt,
1838) (Diptera: Simuliidae) son menos susceptibles a la in-
feccion con S. carpocapsae (58%) que los mas desarrollados
(97%).

En cuanto a las dosis, se presentaron diferencias signifi-
cativas en las mortalidades causadas por H. bacteriophora en
los estadios I, Il y V de A. varia (Tabla 1). En relacion con el
IV estadio, no se encontraron diferencias significativas entre
las especies de nematodos evaluadas (Tabla 1). Resultados
similares registran Ferrer et al. (2004) en el control de ninfas
de A. varia con H. bacteriophora, quienes al evaluar dosis
de 50, 75 y 100 millones de nematodos/ha, no encontraron
diferencias significativas en mortalidad. Del mismo modo,
Leite et al. (2005) no encontraron diferencias significativas
en la mortalidad de ninfas de M. fimbriolata entre dosis de
6,6 x 107 y 3,3 x 10°JI/ha con Heterorhabditis sp., logran-
do un control de 74% bajo condiciones de campo. También
con otras especies de nematodos Steinernema carpocapsae,
S. feltiae Filipjev, 1934, S. riobravis Cabanillas, Poinar &
Raulston, 1994 y Heterorhabditis amazonensis RSC1, Batis-
ta y Machado (2010), no encontraron diferencias significati-
vas en la mortalidad de ninfas de M. spectabilis en funcion de
la concentraciéon empleada entre 2000 y 4000 JI/ml.

En cuanto a la penetracion de los nematodos entomopato-
genos y para el caso especifico de H. bacteriophora, el cual
caus6 la mayor mortalidad en todos los estados ninfales y fue

Tabla 3. Numero promedio de juveniles infectivos de nematodos emergidos del IV estadio y de adultos de Aeneolamia varia.

Nematodos entomopatogenos™

Estado
Sw Ssp.2 Ssp.1 Sc Ssp.O1R1 Hb
D1* D2 D1 D2 D1 D2 D1 D2 D1 D2 D1 D2
Estadio 200 240 1000 1370 520 1247  2773,3 2305 9433  1098,3 4066,6 4061,6
v
Adulto 37352 0 1512,8 0 3676,5 0 5438,2 0 5024,8 0 30201 0

* Sw: Steinernema websteri; Ssp.2: Steinernema sp.2; Ssp.1: Steinernema Sp.1; Sc: Steinernema colombiense; SOIR1: Steinernema sp. O1R1; Hb: Heterorha-

bditis bacteriophora. ** D1 = 100 Jl/cm?, D2 = 1.500 JI/cm>.
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Figura 3. Mortalidad (%) acumulada de adultos de A. varia infectados
con nematodos entomopatogenos. Sw: Steinernema websteri; Ssp.2:
Steinernema sp. 2; Ssp.1: Steinernema sp. 1; Sc: Steinernema colom-
biense; SOIR1: Steinernema sp. O1R1; Hb: Heterorhabditis bacte-
riophora. A. Bioensayo en cajas Petri. B. Bioensayo en cilindros de
acetato. (Barras seguidas de la misma letra no son significativamente
diferentes de acuerdo con la prueba de Duncan (P < 0,05)).

la tinica especie que infectd ninfas de los estadios I y 11, no se
observaron incrementos en los JI a medida que se evaluaron
ninfas de mayor edad (Tabla 2).

La reproduccion de los nematodos solo se registrd en
ninfas de IV estadio, debido a que fue donde se present6 la
mayor mortalidad y, por lo tanto, los insectos muertos per-
mitieron hacer observaciones sobre penetracion y reproduc-
cion de los nematodos. La mayor produccion de nematodos
se registro con H. bacteriophora lograndose 4066,6 y 4061,6
J/ninfa aplicando una dosis de 100 y 1500 JI/cm?, respecti-
vamente (Tabla 3). La mayor produccion que se observé con
H. bacteriophora, pudo ocurrir debido a la capacidad de re-
producirse con tan solo un nematodo que penetre en el cuerpo

50 46a

% de mortalidad

Sw S.sp2 S.spl Sc

Ssp.OIRl  Hb Testigo

Nematodos entomopatogenos

Figura 4. Mortalidad (%) de ninfas de Aeneolamia varia causada por
los nematodos entomopatdgenos que fueron atraidos al insecto. Sw:
Steinernema websteri; Ssp. 2: Steinernema sp. 2; Ssp. 1: Steinernema
Sp. 1; Sc: Steinernema colombiense; SOIR1: Steinernema sp. O1R1;
Hb: Heterorhabditis bacteriophora. (Barras seguidas de la misma letra
no son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Dun-
can (P <0,05)).

del insecto, ya que su primera generacion es hermafrodita,
caso contrario con los Steinernematidae los cuales necesitan
aparearse para reproducirse. La sintomatologia observada en
las ninfas muertas fue flacidez, malformacion, detencion de
la metamorfosis a adulto y coloracion rojiza para el caso de
H. bacteriophora (Fig. 2).

Bioensayos de virulencia sobre adultos de 4. varia. El
estado adulto de 4. varia es susceptible a todas las especies
de nematodos evaluadas bajo condiciones de laboratorio.
No se encontraron diferencias estadisticas significativas en
el porcentaje de mortalidad entre las especies de nemato-
dos (F =19,4; g1 = 6; P < 0,0001). La mayor mortalidad
se presentd cuando los adultos se encontraban en contacto
permanente con los nematodos, en los bioensayos en cajas
Petri (Fig. 3A). Al respecto, Gaugler ef al. (1997) mencio-
nan que en una caja Petri las condiciones fisicas son ideales
y el contacto huésped-parasito esta asegurado, mientras que
los nematodos cuando se aplican sobre el follaje son réapi-
damente inactivados por la desecacion, la radiacion solar y
temperaturas extremas. Para el bioensayo en cilindros de
acetato, las condiciones no son apropiadas para el nematodo
ya que los adultos de A. varia tienen menor probabilidad de
entrar en contacto con los nematodos, ya que estos perma-
necen alimentandose del follaje y los nematodos se desecan
rapidamente y no se movilizan facilmente como lo harian en
el suelo. Esta situacion se reflejé con una menor mortalidad
que fluctud entre 40 y 54%, y solo los nematodos pudieron
entrar en contacto con los adultos del salivazo cuando se

Tabla 4. Porcentaje de nematodos entomopatdgenos que se acercaron se alejaron con respecto a ninfas de Aeneolamia varia, colo-

cadas en un cilindro con suelo y raices de cafia de azacar.

Desplazamiento Nematodos entomopatégenos*
Yo Sw Ssp.2 Ssp.1 Sc Ssp.O1R1 Hb
Acercaron 75,3ab* 65,6abc 77,4a 55,4c 54,8¢ 56,4bc
Estatico 14,7¢ 19,1abc 16,4bc 33,3a 25,9abc 30,8ab
Alejaron 9,9a 15,3a 6,2a 11,2a 19,3a 12,8a

* Sw: Steinernema websteriy Ssp.2: Steinernema sp.2; Ssp.1: Steinernema sp.1; Sc: Steinernema colombiense; SOI1R1: Steinernema sp. O1R1; Hb: Heterorha-

bditis bacteriophora.

** Numeros seguidos de la misma letra en las columnas no son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Duncan (P < 0,05).



272 Revista Colombiana de Entomologia

Miriam Rosero-Guerrero y cols.

Tabla 5. Numero promedio de JI de las especies de nematodos que pe-
netraron el cuerpo de ninfas de IV estadio de Aeneolamia varia.

JI’s que penetraron

Nematod t t6 .
ematodos entomopatdgenos el cuerpo del insecto

Steinernema websteri 9
Steinernema sp.2 10

Steinernema sp.1

4
Steinernema colombiense 7
Steinernema sp.O1R1 3

8

Heterorhabditis bacteriophora

asperjaron y las hembras de 4 varia se desplazaron a ovipo-
sitar al suelo (Fig. 3B).

Los JI's de todas las especies de nematodos evaluadas se
reprodujeron en los adultos de 4. varia. La mayor produccion
de JI se presentd con H. bacteriophora con un promedio de
30.201 JI/adulto (Tabla 3). La mortalidad registrada en este
estudio, sugiere que estos nematodos pueden tener potencial
en el control de adultos de A. varia, bajo condiciones de cam-
po, cuando estos inician su emergencia y se dirigen al suelo a
ovipositar.

Capacidad de bisqueda. En relacion con la prueba de mo-
vilidad de los nematodos hacia la zona de presencia de ninfas
de A. varia, se encontraron diferencias estadisticas significa-
tivas, en las secciones del cilindro mas cercanas a las ninfas
(desplazamiento positivo) (P = 0,0001) y en la zona donde
no se movieron (estatico) (P = 0,0002, respectivamente) pero
no hubo diferencias en relacion con los que se dirigieron en
forma contraria a la localizaciéon de las ninfas (P = 0,1915)
(Tabla 4). Se recuperaron juveniles infectivos en las tres
distancias o secciones evaluadas. Todas las especies fueron
atraidas y causaron mortalidad a las ninfas de 4. varia, des-
tacandose H. bacteriophora y Steinernema sp.l, al causar
mortalidades del 46% y 30% (Fig. 4), y desplazamientos de
sus poblaciones hacia la ninfas de 56,3% y 77,4%, respecti-
vamente. (Tabla 4). Al diseccionar las ninfas muertas cinco
dias después de la aplicacion se encontraron nematodos en
diferentes estados como J4 y adultos de primera generacion.
El numero de JI que lograron penetrar el cuerpo del insecto
fluctuo entre 3 y 10 (Tabla 5).

El desplazamiento registrado en este estudio pudo ser in-
fluido por la atraccion de los nematodos hacia los volatiles
presentes en la espuma o saliva que las ninfas expulsan una
vez que inician su alimentacion. En este sentido, Grewal et
al. (1993) investigaron la respuesta de nematodos entomo-
patdgenos a las heces de hospederos naturales y de laborato-
rio y encontraron que los JI de H. bacteriophora 'y S. glaseri
(Steiner, 1929) respondieron positivamente. Por otra parte,
las raices de las plantas desempefian un papel importante en
la atraccion de los nematodos ya sea por el CO,, los com-
puestos que exudan o por compuestos volatiles emitidos en
respuesta al ataque de insectos. Al respecto, Gaugler et al.
(1980) sefialan que los juveniles infectivos de S. carpocap-
sae 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) de-
mostraron que en las raices de variedades europeas de maiz,
al ser consumidas por larvas de Diabrotica virgifera virgifera

(Coleoptera: Chrysomelidae), emiten el sesquiterpeno (E)-$-
cariofileno el cual atrae a H. megidis.

Conclusiones

Los nematodos entomopatégenos evaluados penetraron nin-
fas y adultos de 4. varia, se reprodujeron y causaron morta-
lidad. La mayor mortalidad se obtuvo con H. bacteriophora
siendo el estadio ninfal IV el mas susceptible. Todos los JI's
evaluados fueron capaces de encontrar ninfas de 4. varia y
lograron infectarlas, pero se destacaron H. bacteriophora y
Steinernema sp.1, causando las mayores mortalidades. Este
estudio muestra la posibilidad de avanzar en el control de A.
varia con estas especies de nematodos bajo condiciones de
campo.
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