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Resumen

Los nematodos entomopatégenos son organismos habitantes del suelo que interactian
como importantes reguladores de su ecosistema, los cuales son utilizados como
controladores de plagas en cultivos de importancia comercial. En este estudio se
determin la presencia de nematodos nativos en suelos provenientes de cultivos de
cafa panelera de los municipios de Supfa, Riosucio y Filadelfia del departamento
de Caldas. Se evalué igualmente la mortalidad que causan dichos organismos sobre
larvas de Diatraea saccharalis. Se encontraron 15 aislamientos pertenecientes al género
Steinernema 'y 6 al género Heterorhabditis. Se seleccionaron 10 de los aislamientos de
nematodos mds virulentos sobre Galleria mellonella (nueve de Steinernema y uno de
Heterorhabditis) para inoculacion in vitro sobre larvas de dltimo instar de D. saccharalis,
empleando el método de inmersién, mostrando mortalidades entre el 10% y el 52%,
72 horas después de la infestacién. Estos resultados contribuyen al conocimiento de la
diversidad de nematodos entomopatégenos en el departamento de Caldas y dan una
perspectiva del posible empleo de estos organismos como un componente importante
del manejo integrado de Diatraea en cana panelera.
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ISOLATION OF ENTOMOPATHOGENIC NEMATODES NATIVE
IN RAW CANE SUGAR CROPS AND PATHOGENICITY TESTS ON
Diatraea saccharalis LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE)

Abstract

Entomopathogenic nematodes are soil-dwelling organisms acting as important
regulators of their ecosystem which are currently used as controllers of pests in
commercially important crops. In this study, the presence of native nematode in
soils from raw cane sugar crops located at the municipalities of Supia, Riosucio and
Filadelfia of the Department of Caldas, was determined. The mortality caused by
these organisms on larvae of Diatraea saccharalis was also evaluated. Fifteen isolates
belonging to the genus Steinernema and 6 to the genus Heterorhabditis were found.
Ten of the most virulent nematodes on Galleria mellonella (nine Steinernema and
one Heterorhabditis) were selected for in vitro inoculation on last instar larvae of D.
saccharalis using the immersion method, showing insect mortalities ranging from
10% and 52%, 72 hours after infestation. These results contribute to the knowledge
of the diversity of entomopathogenic nematodes in the department of Caldas and
give a perspective on the possible use of these organisms as an important component
in the integrated management of Diatraea in raw cane sugar.

Key words: biological control, integrated pest management, Steinernema, Heterorhabditis.

INTRODUCCION

El barrenador Diatraea spp. (Lepidoptera: Crambidae) es considerado la plaga mds
nociva para las plantaciones de cafa de azicar, de la cual se extraen aziicar, panela y
biocombustibles (GALLO ezal., 2002; BADILLA & GOMEZ, 2003; VARGAS et al.,
2013). Este insecto presenta amplia distribucién y su presencia ocurre durante todo
el ciclo del cultivo (GOMEZ & LASTRA, 1995; PEREZ & MARTINEZ, 2011). El
habitat criptico que presentan las larvas hace que el control quimico sea poco eficaz
como medida de control. Debido a esto, organismos entomopatégenos que habitan
el suelo como hongos (ARCAS ez al., 1999; GONGORA, 2008), bacterias (RAMOS
et al., 2004) y nematodos entomopatdgenos (NEP) (KAYA & GAUGLER, 1993;
SANCHEZ & RODRIGUEZ, 2007; CAMPOS et al., 2008; BATALLA-CARRERA
et al., 2010), son objeto de estudio sobre el barrenador con el fin de incorporarlos en
programas de manejo integrado de la plaga en cultivos de cana de azicar, reduciendo
el impacto ambiental y contribuyendo a la preservacién de la diversidad a través de
una menor presion sobre las especies (GOMEZ, 1995).
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Los NEP (Rhabditida: Steinernematidae y Heterorhabditidae) son habitantes del suelo
que parasitan artrépodos, principalmente insectos en estados inmaduros, gracias a que
poseen una relacién simbidtica con bacterias gram-negativas de los géneros Xenorhabdus
(THOMAS & POINAR, 1979) y Photorhabdus (BOEMARE ez al., 1993). Esta
simbiosis es altamente eficaz y tiene la capacidad de matar a su hospedante entre 24
y 72 h después del ingreso del nematodo en estado infectivo (J3 ¢ JI) a la cavidad
hemocélica, principalmente a través de las aberturas naturales. Los heterorhabditidos
poseen una estructura quitinizada (diente) capaz de perforar la cuticula (BEDDING
& MOLYNEUX, 1982). En el hemocele, el nematodo libera una colonia de bacterias
entomopatdgenas cuya funcién es degradar los tejidos hasta ocasionar la muerte del
hospedante por septicemia (BURNELL & STOCK, 2000), propiciando a la vez un
medio de alimentacién para el nematodo. Las bacterias asociadas a los NEP presentan
un cuadro tipico de infeccién en el que la coloracion del caddver permite identificar el
género de NEP involucrado (POINAR, 1979). Los NEP’s presentan buen potencial
en el control de plagas en cultivos de cana de azticar (BELLINI & DOLINSKI, 2012),
estando asociados actualmente a investigaciones (FERRER ez 4/., 2004; TAVARES
et al., 2007) que buscan su incorporacién en el MIP del sistema productivo. Los
aislamientos e investigaciones de NEP en predios destinados al cultivo poseen gran
potencial, debido a que estos organismos son atraidos por compuestos radiculares
exudados por la cana de azticar (TONELLI, 2014).

El objetivo del presente trabajo fue aislar NEP nativos en suelos provenientes de cultivos
de cafa panelera de los municipios de Supia, Riosucio y Filadelfia del departamento
de Caldas y evaluar la patogenicidad que presentan dichos organismos a larvas de D.
saccharalis.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en el Laboratorio de Control Biolégico y en el Centro de
Investigacién y Cria de Enemigos Naturales de la Universidad de Caldas, ubicado en
Manizales (Coordenadas 5°05'N y 75°40” W), y se dividié en dos fases:

1. Fase de busqueda y aislamiento: se seleccionaron 17 predios sembrados en
cafia panelera que presentaran alta infestacion de Diatraea spp. en Supia, Riosucio
y Filadelfia de Caldas. En cada predio se tomaron cinco muestras de suelo de 500 g
y se depositaron en bolsas pldsticas previamente rotuladas, las cuales se llevaron al
Laboratorio de Control Bioldgico de la Universidad de Caldas para su anilisis. Los
sitios de muestreo se georreferenciaron.

Para determinar la presencia de NEP nativos se utilizé la técnica conocida como
“insecto trampa’ descrita por BEDDING & AKHURST (1975), la cual consistié
en depositar 500 g de suelo en un recipiente pléstico y 10 larvas de tltimo instar de
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Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae), conocida por su alta susceptibilidad a
dichos organismos (SHAPIRO ez al., 2002; ARANDA & BUSTILLO, 2007). Las
muestras permanecieron en la oscuridad y a temperatura ambiente durante 10 dias;
a partir del quinto dia se inici6 la extraccién de larvas de G. mellonella muertas, se
ubicaron en cajas Petri y se sometieron a un periodo de incubacién de 72 h a 25°C. Las
larvas que presentaron sintomas por ataque de nematodos (POINAR, 1979) fueron
aisladas y se ubicaron posteriormente en trampas “White’ modificadas por KAYA &
STOCK (1997), con el fin de aislar NEP. Las larvas infectadas permanecieron durante
9 dias en las respectivas trampas, mientras se realizaron cosecha de NEP alos 5,7y 9
dias. Finalmente, se observo la actividad de los NEP al contar el nimero de juveniles
infectivos observados en 10 alicuotas (10 pl), con ayuda de un estereomicroscopio
marca Olympus. Después de decantar tres veces cada muestra de NED, se almacenaron
en tubos Falcon® de 50 mL en solucién de hipoclorito de sodio [0,05%] + bicarbonato
de sodio [0,5%], con concentraciones de NEP /mL no superiores a 5.000 individuos
y se ubicaron en refrigerador a temperatura promedio de 16°C durante 15 dias
para analizar la supervivencia y garantizar la virulencia de los juveniles infectivos al

momento de realizar las inoculaciones (MOLINA ez /., 2006; ANDALO ez al., 2011).

2. Pruebas de patogenicidad (in vitro) sobre D. saccharalis: se seleccionaron
los 10 aislamientos de NEP que presentaron mayor virulencia sobre G. mellonella,
basados en los criterios de porcentaje de mortalidad de larvas (mayor o igual al 70%),
reproduccién (nimero de juveniles infectivos emergentes con promedio superior a
70.000 NEP/larva) y porcentaje de supervivencia (superior a 80% después de 15 dias
de almacenamiento) (Tabla 1). Se evalué la mortalidad de las larvas a las 24, 48 y 72
h después de las inoculaciones llevadas a cabo por el método de inmersién, en las que
se utilizaron soluciones de 100 mL con 400.000 NEP de cada aislamiento (4.000 JI/
mL), de acuerdo con la metodologfa propuesta por SHAPIRO ez 4l. (2002). Se utilizé
el diseflo completamente al azar con 10 repeticiones por tratamiento, cada unidad
experimental estuvo conformada por una caja Petri de 9,0 cm de didmetro y 10 larvas
de dltimo instar de D. saccharalis con dieta suministrada por el laboratorio Bioagro
para la alimentacién de las larvas, en ausencia de luz y a temperatura ambiente. Se
realizaron evaluaciones de mortalidad a las 24 h, 48 hy 72 h después de la infestacién,
sometiendo las larvas muertas al mismo proceso de aislamiento de NEP descrito para
G. mellonella. El tratamiento testigo consisti6 en larvas de D. saccharalis inmersas en
agua destilada.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados muestran una alta presencia de NEP en la zona de estudio, ya que el
porcentaje de aislamientos positivos alcanzé el 88,2%, valor probablemente relacionado
con las pricticas de agricultura de baja intensidad (CAMPOS et 4l., 2008) que se
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desarrollan en torno al cultivo de la cana panelera en los municipios de estudio.
Se presenté mortalidad de larvas de G. mellonella entre el 8% y el 92% (Tabla 1),
existiendo una relacién directa entre el porcentaje de larvas muertas y el nimero de
JIs. emergentes por larva (Figura 1), debido probablemente al niimero de JIs. que
ingresaron a la cavidad hemocélica de cada larva y se reprodujeron exitosamente.

Tabla 1. Aislamientos de NEP, virulencia sobre larvas de G. mellonella y supervivencia al almacenamiento durante

15 dias a 16°C.

Larvas JIs. emergentes por  Supervivencia al
Localidad Género aislado muertas larva almacenamiento
(%) (promedio) (%)
Paraiso Steinernema 76 73560 90
Guanibano Steinernema 72 71680 90
. , Steinernema-
Higuerén Heterorhabditis 80-10 82117-63820 90-70
. Steinernema-
Gibraltar Heterorhabditis 82-6 81240-55670 90-75
Primavera Steinernema 92 88050 95
Campanario Steinernema 76 72620 95
. Steinernema-
La Linda Heterorhabditis 70-10 72175-56210 95-70
La Pucha Steinernema 70 71060 98
Steinernema-
El Alto Heterorhabditis 76-8 78067-35100 100-70
Steinernema-
Taparcal Heterorhabditis 20-72 76231- 101070 68-90
Steinernema-
La Vuelta Heterorhabditis 42-2 65050-34280 70-70
Santa Inés Steinernema 24 19800 88
Gudcimo Steinernema 8 3700 80
H. juvenil Steinernema 46 23413 60
Travesias Steinernema 8 16500 64
Villamarfa - 0 0 0
El Guamo - 0 0 0

En el 100% de los aislamientos positivos se observé la presencia de nematodos del
género Steinernema y 40% de ellos adicionalmente el género Heterorhabditis.
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Figura 1.Virulencia de NEP’s sobre larvas de G. mellonella. (Las letras indican las localidades a
las cuales corresponden los aislamientos): Gc: Guacimo; Tr: Travesias; Sa: Santa Inés;
Ho: Hogar juvenil; Vu: La Vuelta; Pu: La Pucha; Li: La Linda; Gu: Guandbano; Ca:
Campanario; Al: El Alto; Pa: Paraiso; Hi: Higuerdn; Gi: Gibraltar; Pr: Primavera; Ta:

Taparcal
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El promedio de JIs. emergentes por larva muestra una alta capacidad de reproduccion
de los NEP nativos en larvas de G. mellonella. Diez aislamientos, entre ellos nueve del
género Steinernema spp. y uno de Heterorhabditis spp., superaron el promedio de JIs./
larva de 70.000 y muestran a la vez un porcentaje de supervivencia al almacenamiento
superior a 80%. Estos aislamientos fueron seleccionados para realizar las respectivas
inoculaciones sobre D. saccharalis, cuya mortalidad después de 72 h se presenta en

la Tabla 2.

Tabla 2. Aislamientos seleccionados para inoculacién en larvas de D. saccharalis y la mortalidad ocasionada.

Localidad Género inoculado Nombre muestra Mortalidad de D. saccharalis (%)
Paraiso Steinernema St8-PA 10
Guandbano Steinernema St9-GU 16
Higuerén Steinernema St9-HI 14
Gibraltar Steinernema St10-GI 26
Primavera Steinernema St10-PR 10
Campanario  Steinernema St8-CA 18
La Linda Steinernema St10-LI 22
La Pucha Steinernema St7-PU 0
El Alto Steinernema St8-AL 38
Taparcal Heterorbabditis Hb7-TA 52
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La mortalidad presentada por D. saccharalis evidencia la capacidad de los NEP’s
nativos de ingresar al cuerpo de las larvas del barrenador y cumplir su funcién como
parésito. El género Heterorhabditis spp. (Hb7-TA) mostré un mejor comportamiento
durante el ensayo, tal como se ha evidenciado en otras investigaciones (BELLINI &
DOLINSKI, 2012), alcanzando una mortalidad de 52%, seguido por el aislamiento de
Steinernema spp. (St8-AL) con 38%. El aislamiento La Pucha no presenté ningtin grado
de virulencia sobre D. saccharalis, mientras que el resto de aislamientos virulentos de
Steinernema spp. ocasionaron mortalidad entre el 10% y 38% (Tabla 2). El tratamiento
testigo no registré mortalidad de larvas de D. saccharalis.

Los resultados evidencian que la mortalidad de larvas se inici6 entre las 24 y 48 h
después de la inoculacién, alcanzando un valor promedio de 20,6% a las 72 h (Figura 2)
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Figura 2. Porcentaje de mortalidad ocasionada por NEP sobre D. saccharalis a través del tiempo.

En la Figura 3 se relaciona el comportamiento de los nematodos nativos sobre
G. mellonella y D. saccharalis en estado larval. Taparcal (Hb7-TA) evidencia los
mayores porcentajes de mortalidad en los dos artrépodos, presentando un efecto de
virulencia alto sobre G. mellonella (92%) y superando el 50% sobre D. saccharalis.
El Alto (St8-AL), present$ el comportamiento con menor heterogeneidad en la
mortalidad ocasionada con 75% sobre G. mellonella y 38% sobre D. saccharalis, los
demds tratamientos presentaron un comportamiento variable en relacién al grado de
virulencia ocasionado sobre ambas especies. El aislamiento La Pucha (St7-PU) no
present6 ningtin efecto de mortalidad sobre D. saccharalis, por lo cual se infiere que
en total el 90% de los aislamientos seleccionados para inoculaciones son virulentos
sobre larvas de D. saccharalis.
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Figura 3. Aislamientos de NEP nativos y porcentaje mortalidad en larvas de G. mellonella
y D. saccharalis.

La integracién de NEP en el manejo de plagas de la cafa de aziicar es una propuesta
interesante analizada con anterioridad por varios autores, donde indiscutiblemente
se presentan diferentes retos en torno a su uso como controladores biolégicos debido
a sus dificultades cuando se exponen a condiciones extremas; sin embargo, gracias
al conocimiento que se ha alcanzado en la nematologia entomolégica, se sabe que es
posible combinar el efecto letal de los NEP con efectos sinérgicos propiciados por la
interaccién con organismos como Bacillus thuringiensis(KOPPENHOFER & KAYA,
1997; POLANCZIK & ALVES, 2005) y Metarhizium anisopliae (ANSARI ez al.,
2004), entre otros, y que ademds este efecto puede ser potencializado con productos
que reducen la susceptibilidad a los ambientes externos como inhibidores de luz UV
y humectantes que reducen la desecacién en el exterior (SMITS, 1996; ANSARI ez
al. 2004; SCHROER ez 4l., 2005; JUNG & KIM, 2006; DELGADO & APONTE,
2012).

El alto porcentaje de aislamientos positivos de NEP encontrado (88,2%), demuestra
una alta presencia de dichos organismos asociados al cultivo de cana panelera y sugiere
que la zona de estudio posee ecosistemas edaficos con amplia diversidad por explorar,
teorfa reforzada por el hallazgo de multiples larvas de G. mellonella atectadas por
hongos entomopatdgenos durante las evaluaciones. Su estudio y aplicacién pueden
contribuir con la reduccién de la aplicacién de agroquimicos en este y otros sistemas
productivos agricolas, apoyados en las cualidades que tienen estos organismos como lo
son: su amplia distribucién, elevada tasa reproductiva, ciclo de vida corto, capacidad
de busqueda y otras ventajas que los definen como excelentes controladores bioldgicos.

Los aislamientos de Heterorhabditis Hb7-TA y de Steinernema St8-AL, evidenciaron
caracteristicas propias de JIs. deseables en un programa de manejo de plagas, hecho
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que debe ser verificado en campo por investigaciones futuras, complementdndolas con
la especializacién de NEP en plagas de interés a través de la inoculacién de multiples
generaciones de JIs. sobre la misma especie.
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