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Resumen

Objetivos: Aislar nematodos entomopatégenos (NEP) nativos y evaluar la patogenicidad de la
mezcla de Steinernema sp. y Heterorhabditis sp. sobre Eurhizococcus colombianus en condiciones
de laboratorio. Alcance: La mezcla de los nematodos entomopatdgenos nativos de los géneros
Steinernema 'y Heterorhabditis controlan eficientemente a E. colombianus. Metodologia: Se
aislaron NEP nativos utilizando larvas de Galleria mellonella como insecto trampa, se mezclaron
ambos nematodos y se evalué su patogenicidad sobre los estados de desarrollo de E. colombianus.
Resultados: Se aislaron y mezclaron NEP nativos de los géneros Steinernema 'y Heterorhabditis.
Veinticuatro h después de la infestacion sobre hembras de E. colombianus se present6 mortalidad
del 95% en la dosis de 100J1/ 25ul, mientras que a las 192 h la mortalidad fue del 100% en las
dosis de 10 y 100 JI/ 25pl. Cuando los NEP se aplicaron sobre los quistes de E. colombianus
en dosis de 10, 100 y 1000 JI/ 25 pl, el rompimiento de estos fue del 43%, 21% y 24%,
respectivamente. Conclusiones: La mezcla de los NEP aislados controlan eficientemente los
estados de desarrollo de E. colombianus en las dosis evaluadas.

Palabras clave: Perla de tierra; control bioldgico; manejo integrado de plagas.

Eurhizococcus colombianus Jakubski (1965) (Hemiptera:
Margarodidae): Evaluation of its biological control using a mixture
of the entomopathogenic nematodes Steinernema (Rhabditida:
Steinernematidae) and Heterorbhabditis (Rhabditida: Heterorhabditidae)

Abstract

Objectives: To isolate native entomopathogenic nematodes (NEP) and evaluate the
pathogenicity of the mixture of Steinernema sp. and Heterorhabditis sp. on Eurhizococcus
colombianus under laboratory conditions. Scope: The mixture of native entomopathogenic
nematodes of the Steinernema and Heterorhabditis genera efficiently control E. colombianus.
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Methodology: Native NEPs were isolated using Galleria mellonella larvae as a trap insect,
both nematodes were mixed and their pathogenicity was evaluated on the development stages
of E. colombianus. Results: Native NEPs of the Steinernema and Heterorhabditis genera were
isolated and mixed. Twenty-four h after the E. colombianus infestation on females, mortality
of 95% was presented at the dose of 100 JI / 25ul, while at 192 h mortality was 100% in
the doses of 10 and 100 JI / 25ul. When NEPs were applied to E. colombianus cysts in
doses of 10, 100 and 1000 JI / 25 pl, their rupture was 43%, 21% and 24%, respectively.
Conclusions: The mixture of the isolated NEPs efficiently control the development stages of
E. colombianus at the doses evaluated.

Key words: Ground pearl; biological control; integrated pest management.

Introduccién

Eurhizococcus colombianus (Hemiptera: Margarodidae), conocido como “perla de
tierra”, es considerado una de las plagas m4s limitantes en cultivos de mora (Rubus
glaucus), tomate de drbol (Cyphomandra betacea), lulo (Solanum quitoense), manzano
(Malus domestica), brevo (Ficus carica), aguacate (Persea americana), feijoa (Feijoa
sewolliana), durazno (Prunus persica), fresa (Fragaria spp.), curuba (Passiflora spp.)
y vid (Vitis labrusca), entre otros (Castrillon et al., 1998; Kondo & Gémez, 2008;
Arévaloetal., 2012). La moraesel cultivo mds afectado, atacando las raices secundarias
y terciarias, provocando la marchitez y secamiento de la planta, generando pérdidas
en rendimientos entre el 40 al 47% (Castrillon et al., 2000; Guarin & Carvajal,
2002; Foldi, 2005, Castro et al., 2008; Rios et al., 2010).

E. colombianus presenta hébito subterrdneo, se adhiere a la raiz y chupa la savia, alli se
reproduce y forma nudosidades o quistes que bloquean el paso del agua y de nutrientes
en la planta (ICA, 2011). Los estados de vida del insecto son: huevo, ninfas y adultos,
ocasionando dafo el primer, segundo y tercer estadio ninfal, ya que los adultos carecen
de aparato bucal (Teixeira et al., 2002; Foldi, 2005; Kondo & Gémez, 2008. Las plantas
afectadas por E. colombianus se debilitan, se tornan cloréticas, detienen el crecimiento
y produccién, emiten pocos tallos, disminuyen la floracién, los frutos se quedan
pequenos y secos, pierden el follaje y se pueden morir (Guarin & Carvajal, 2002; ICA,
2011). Las medidas de control se deben implementar cuando la plaga se encuentra en
las etapas de huevo y ninfa mévil (Arévalo et al., 2012); sin embargo, actualmente no
se conoce un control efectivo para esta plaga, las caracteristicas de su complejo ciclo de

vida y el desconocimiento de su ecologfa nutricional y comportamiento, complica su
control (Guarin & Carvajal, 2002; Meneses, 2015).

Para el control de E. colombianus, los agricultores aplican insecticidas quimicos
sintéticos, especialmente carbamatos y fosforados sin resultados satisfactorios,
debido a la presencia de la cera que recubre los estadios ninfales (enquistamiento)
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y también porque estas se ubican entre 10 a 30 cm de profundidad, lo que implica
un incremento en los costos de produccién y efectos ambientales adversos, de ahi la
importancia de las medidas preventivas y del manejo integrado (Guarin & Carvajal,
2002; CIAT, 2010; ICA, 2011). Por lo tanto, se recomienda utilizar agentes de
control biolégico que puedan permanecer en la rizosfera por largos periodos de
tiempo y que logren perturbar el hdbitat donde estos se desarrollan (Arévalo et al.,
2012; Aristizdbal et al., 2015).

Los nematodos entomopatdgenos (NEP) son habitantes naturales del suelo que
parasitan artrépodos, principalmente insectos en estados inmaduros, siendo las familias
Steinernematidae y Heterorhabditidae las que presentan mayor eficiencia en el control
de plagas (Cano, 2011; Lépez & Soto, 2016). El ciclo de vida de los nemdtodos consta
de huevo, cuatro estados juveniles (J1 a J4) y adulto. Los juveniles infectivos (JI)
ingresan al hospedero a través de sus aberturas naturales o heridas, una vez que alcanzan
el hemocele liberan bacterias simbiontes del género Xenorhabdus (Steinernematidae) y
Photorhabdus (Heterorhabditidae), las cuales destruyen los tejidos internos del hospedero
ocasionando la muerte del insecto por septicemia y posteriormente evidenciando una
coloracién tipica de infeccién (amarilla o roja, respectivamente) (Poinar, 1979; Kaya &
Stock, 1997; Burnell & Stock, 2000; Griffin et al., 2005; Burgos, 2017).

El presente estudio tuvo como objetivo aislar NEP nativos y evaluar la patogenicidad
que presentan dichos organismos sobre E. colombianus en condiciones de laboratorio.

Materiales y métodos

La investigacién se llevé a cabo en el Centro de Investigacién y Cria de Enemigos
Naturales de la Universidad de Caldas (CICEN), ubicado en el municipio de Manizales,
Colombia (coordenadas 5° 05’ N y 75° 40’ W) a temperatura ambiente (19 + 2°C).

Obtencién de NEP nativos: se scleccionaron diez sitios de la granja Tesorito de la
Universidad de Caldas (Coordenadas 5° 01°47” N, 75° 26’ 03” W), ubicada a 2280
msnm, 78% de HR, sembrados en mora y que presentaran alta infestacién de E.
colombianus. En cada sitio se tomaron cinco muestras de suelo a una profundidad
de 20 cm, cada muestra pesaba aproximadamente 500 gramos. Posteriormente, las
muestras se depositaron en bolsas pldsticas previamente rotuladas y se llevaron al

CICEN para su andlisis.

Para determinar la presencia de NEP nativos se utilizé la técnica conocida como
“insecto trampa” descrita por Bedding y Akhurst (1975), la cual consistié en depositar
los 500 g de suelo, referentes al peso de cada una de las muestras, en un recipiente
pléstico (capacidad de 800 g) y diez larvas de ultimo instar de Galleria mellonella
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(Lepidoptera: Pyralidae), conocida por su alta susceptibilidad a dichos organismos
(Zimmerman, 1986; Shapiro et al., 2002; Aranda & Bustillo, 2007).

Las muestras permanecieron en un ambiente fresco y sin exposicion a luz directa por
diez dias, durante este tiempo se realizé el suministro de riego empleando agua lluvia,
se invirtié la posicién de los recipientes cada 8 h para permitir la movilidad de las larvas
y la capacidad de busqueda de los nematodos (Rodriguez, 2019). A partir del cuarto
dia se inici6 la extraccién de larvas muertas, repitiendo el proceso a los seis, ocho y 10
dias. Los especimenes que presentaron el cuadro tipico de infeccién por la accién de
los NEP fueron desinfectados con una solucién de hipoclorito de sodio al 0,05% y
separados en “trampas White” (Poinar, 1979; Kaya & Stock, 1997), posteriormente
se realizé la cosecha de NEP a los cinco, siete y nueve dias después de la infestacion.

Pruebas de patogenicidad sobre E. colombianus: En la Granja Tesorito se colectaron
especimenes de perla de tierra en plantas de mora (Rubus glaucus), uchuva (Physalis
peruviana) y lengua de vaca (Rumex crispus) y se trasladaron al CICEN. Se realizaron
inoculaciones de la mezcla de ambos nematodos NEP nativos (Steinernema y
Heterorhabditis) mediante el método tépico (aislados en individuos de G. mellonella),
colocando los especimenes de E. colombianus en cajas de petri sobre un papel filtro
y se aplicaron 5,0 ml de la solucién de nematodos (Rodriguez, 2019); cuatro dias
después se verificé la infeccién mediante el método de la observacion de sintomas
(cambio de color, tejido blando, presencia de grasa alrededor y dentro del espécimen)
con ayuda de un estereomicroscopio marca Olympus®.

Para los bioensayos se utilizaron platos para cultivo de tejidos Falcon® de fondo plano
con seis celdas individuales por plato, en el fondo de cada celda se colocaron dos
rodajas de papel filtro Watmann #1, sobre las que se aplicaron con micropipeta las
concentraciones de JI a evaluar (10, 100 y 1000 JI/ 25 pl) provenientes de las pruebas
de patogenicidad sobre E. colombianus (Jiménez et al., 2012). Cada dosificacién se
ajustd previamente por recuentos al estereomicroscopio con ayuda de una cdmara de
conteo de nematodos en solucién de agua lluvia.

Para verificar la supervivencia de las perlas enquistadas se siguié la metodologia
empleada por Gonzélez et al. (1969): 1. Presencia de filamentos cerosos secretados
a través de los orificios espiraculares y, 2. Sumersion, ya que la mayorfa de los
quistes vivos se hunden al introducirlos en agua. Las evaluaciones de mortalidad
se realizaron a las 48, 96, 144 y 216 h después de la infestacidn, esta variable
se asumié cuando aparecié uno de los sintomas mencionados anteriormente. Los
especimenes muertos se ubicaron en cdmara White para observar la multiplicacién
de los nematodos y el tiempo de emergencia.
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El experimento se realizé sobre quistes y hembras en diferentes unidades experimentales
y bajo un disefio completamente al azar conformado por cuatro tratamientos (3 dosis
+ testigo), al tratamiento testigo se aplicé agua lluvia. Cada tratamiento consté de
seis repeticiones y se colocaron en cada celda cinco quistes o cuatro hembras de E.
colombianus (segin el tratamiento), finalmente, las unidades experimentales se sellaron
y dejaron a temperatura ambiente a baja oscuridad. Para el andlisis estadistico de la
mortalidad respecto al tratamiento y al tiempo se utilizé el programa estadistico SAS®
University Edition y se realizaron pruebas de Tukey al 5% de probabilidad.

Resultados y discusién

De acuerdo con los aspectos de infeccién se pudo constatar que el género de NEP
que presenté mayor patogenicidad sobre perla de tierra fue Steinernema (Rhabditida:
Steinernematidae) (coloracién amarilla) con un 70% en hembras y un 66% en quistes,
los porcentajes restantes correspondieron al género Heterorhabditis (Rhabditida:
Heterorhabditidae) (coloracién rojiza).

Los porcentajes de mortalidad mds altos con respecto al tiempo se presentaron
con las dosis de 100 JI/ 25ul para hembras (Figura 2) y 10 JI/ 25ul para quistes
(Figura 7) hecho atribuido posiblemente a la baja competencia intraespecifica para
ingresar al hospedante en dichos tratamientos, resultados similares a los encontrados
por Septlveda et al. (2008) en ensayos realizados sobre individuos de Cosmopolites
sordidus (Coleoptera: Curculionidae) y O’ Callaghan et al. (2014) en estudios sobre
G. mellonella. En la dosis de 1000 JI/ 25pl se observé que para obtener mortalidad
del 100% se requirié mds horas de evaluacion.

Efecto de la accién de NEP nativos sobre hembras de E. colombianus. Después
del periodo de infeccién con los NEP, se evidencié la mortalidad de los individuos
al observar la ausencia de movimiento y la sintomatologia propia de afectacién por

dichos organismos (Figura 1A, B y C).

A. B.
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C.

Figura 1. Supervivencia y mortalidad de hembras. A. Hembra sana; B. Cambio de
coloracién izq. Amarilla, der. Roja; C. Presencia de grasa en el exterior del insecto.
Fuente: elaboracién propia.

El andlisis estadistico arrojé diferencias altamente significativas entre los tratamientos
(P=<0,0001) al igual que en los tiempos de evaluacién (P= <0,0001), por su parte,
la interaccién entre dosis y horas evaluadas presenté significancia con un valor P=
0,0113. A las 24 h de evaluacién, las hembras de perla de tierra infestadas con 100]J1/
25pl (tratamiento 2) presentaron mortalidad del 95%, mientras que las infestadas
con 10JI/ 25ul (tratamiento 1) y con 1000JI/ 25ul (tratamiento 3) presentaron
mortalidad del 40 y 45%, respectivamente (P= < 0,0001) (Figura 2).

Figura 2. Porcentajes de mortalidad de hembras de E. colombianus bajo el efecto de diferentes
concentraciones de mezcla de NEP nativos a las 24, 48, 144 y 192 horas.
Trat 1: 10J1/ 25pl, Trat 2: 100J1/ 25pl, Trat 3: 1000J1/ 25l y Trat 4: Testigo.
Nota: promedios en cada tratamiento con distinta letra presentan diferencias
altamente significativas de acuerdo con Tukey al 5%.
Fuente: elaboracién propia.
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A las 192 h de evaluacion, las hembras de perla de tierra infestadas con 10J1/ 25pl y
con 100JI/ 25ul presentaron mortalidad del 100%, mientras que las infestadas con
1000]J1/ 25pl 1a mortalidad fue del 94% (P=0,0001). La emergencia natural de los NEP
se inici6 a las 144 h y finalizé a los 17 dias después de la infestacion (Figura 3 A y B).

A. B.

Figura 3. Ay B. Emergencia natural de NEP en hembras.

Fuente: elaboracién propia.

A pesar de que los NEP en la dosis de 100]J1/ 25pl ocasionaron mayor rapidez en la
mortalidad de E. colombianus, la emergencia de estos organismos de manera natural
fue superior en la dosis de 1000]J1/ 25ul con un porcentaje del 45% (P= < 0,0001)
(Figura 4), posiblemente debido a la competencia entre los nematodos dentro del
huésped, pues penetraron varios nemdtodos a un solo organismo y por lo tanto no
hubo espacio para que todos se pudieran reproducir. Estos resultados son similares a
los encontrados por Septilveda et al. (2008) en estudios realizados sobre Cosmopolites
sordidus (Coleoptera: Curculionidae) donde afirma que los dias para el inicio de la
emergencia de los NEP difiere entre dosis, mas no entre aislamientos.

Figura 4. Porcentaje de emergencia de una mezcla de Steinernema y Heterorhabditis en
hembras de E. colombianus a través del tiempo.
Fuente: elaboracién propia.
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La capacidad que tienen los NEP de multiplicarse sobre hembras de E. colombianus
y emerger de manera natural es una caracteristica deseable en los controladores
biolégicos, ya que permite su permanencia y distribucién en un rango mds amplio
de cultivo ejerciendo control sobre posteriores generaciones de la plaga.

Tal como lo mencionan Arévalo et al. (2012), en la presente investigacion se observé que
cuando E. colombianus completa su desarrollo ninfal y pasa a la etapa adulta, puede salir
del quiste y comportarse como hembra mévil o mantenerse dentro de la capa cerosa. La
hembra muere cuando realiza la postura dejando el ovisaco lleno de huevos (Figura 5A),
el cual presenta color blanquecino, paredes frigiles y quebradizas (Soria & Dal Conte,
2005); en los casos en que la hembra abandona la proteccién cerosa, oviposita uniendo
los huevos uno a uno en forma de cadena (Figura 5B) (Arévalo et al., 2012).

A. B.

Figura 5. Posturas de E. colombianus. A. Ovisaco; B. Hembra.
Fuente: elaboracién propia.

Para implementar pricticas de control del insecto es importante conocer el
porcentaje de hembras adultas que emergen de la proteccién cerosa, ya que estas
distribuyen su progenie con mayor facilidad en un rango mds amplio del cultivo. Se
ha reportado un porcentaje de hembras méviles entre el 24% y el 44% y un control
del 100% por accién del nematodo entomopatdgeno Steinernema carpocapsae Weiser
bajo condiciones de laboratorio (Hickel & Schmitt, 1997; Arévalo et al., 2012).
Estos resultados son similares a los encontrados en la presente investigacién, en
donde se evidencié 100% de mortalidad de E. colombianus desde la dosis de menor
concentracién de NEP (10]1/ 25ul).

Efecto de la accién de NEP nativos sobre quistes de E. colombianus. Los quistes
evaluados permanecieron en contacto con la solucién de NEP por 12 dias. Durante
este tiempo no se observé sintomatologia que evidenciara mortalidad del insecto
por causa de los NEP debido a la dureza de su cuticula. Sin embargo, a partir de



Eurhizococcus colombianus Jakubski (1965) (Hemiptera: Margarodidae)... 163

las 48 h después de la infestacién se observé rotura de algunos especimenes en
todos los tratamientos (exceptuando el testigo), lo que permitié su registro en los
datos de mortalidad (Figura 6A). Los quistes vivos se identificaron por la presencia
de filamentos cerosos como indicadores de la actividad de las ninfas enquistadas

(Gonzélez et al., 1969) (Figura 6B).

Figura 6. Mortalidad 'y supervivencia de quistes de E. colombianus.
A. Quistes reventados; B. DPresencia de filamentos cerosos.
Fuente: elaboracién propia.

Los resultados estadisticos mostraron diferencias altamente significativas entre los
tratamientos (P= <0,0001) al igual que los tiempos de evaluacién (P= 0,0018);
por su parte, la interaccién entre dosis y horas evaluadas presenté significancia
con un valor P= 0,0413. El tratamiento 1 (10 JI/ 25 pl) arrojé diferencias
significativas con respecto a los demds tratamientos, por su parte los tratamientos
2y 3 (100 y 1000 JI/ 25 pl) mostraron resultados estadisticamente iguales:
el rompimiento de los quistes fue del 43%, 21% y 24% cuando se aplicaron
dosis de 10, 100 y 1000 JI/ 25 pl, respectivamente (Figura 7), posiblemente
debido a la competencia intraespecifica que se presenta al ingresar al huésped en
dosis de mayor concentracién, condicién reportada anteriormente por Kaya &

Koppenhofer (1996).
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Figura 7. Porcentaje de rotura (mortalidad) de quistes de E. colombianus bajo el
efecto de diferentes concentraciones de mezcla de nematodos de los géneros
Steinernema y Heterorhabditis. Trat 1:10]J1/ 25pl, Trat 2: 100J1/ 25pl, Trat 3:
1000J1/ 25ul y Trat 4: Testigo.
Nota: promedios en cada tratamiento con distinta letra presentan diferencias
altamente significativas de acuerdo con Tukey al 5%.
Fuente: elaboracién propia

A medida que se presenté la rotura de quistes se realizé el montaje de trampa White,
observando los sintomas caracteristicos: cuadro tipico de infeccién (Figura 8A), tejido
blando y presencia de grasa en el exterior del espécimen (Figura 8B), emergencia natural
de nematodos (Figura 8C), rotura artificial de quistes y presencia de nematodos (Figura
8D). Sepulveda et al. (2008) evaluaron NEP sobre Cosmopolites sordidus (Coleoptera:
Curculionidae) y encontraron emergencia natural de estos organismos, mas no en
todos los individuos. A las 288 h después de la infestaciéon con los NEP se disectaron,
con la ayuda de un bisturi entomolégico, los quistes que no habian presentado rotura,
encontrdndose NEP en todos los individuos y dosis evaluadas.

A. B.
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Figura 8. Sintomatologfa de patogenicidad por NEP. A. Cuadro tipico de infeccién:
der. Steinernema, izq. Heterorhabditis; B. Tejido blando y presencia de grasa
en el exterior del espécimen; C. Emergencia natural de nematodos; D. Rotura
artificial de quistes (izq.) y presencia de nematodos (der).

Fuente: elaboracién propia.

Adicionalmente, se evalué la dosis de 100 JI/ 25ul sobre ovisacos (Figura 9A), huevos
individuales y el estado ninfal I (Figura 9B) con el fin de comprobar la patogenicidad
en otros estados de la perla de tierra. Al realizar la rotura de los especimenes de manera
artificial se verificé la presencia de grasa (Figura 9C) y en algunos ejemplares se
observé la presencia de nematodos (Figura 9D). Cuando los huevos de E. colombianus
estdn cerca a la eclosidn, la capa cerosa se torna débil con el fin de permitir la salida
de las ninfas (Arévalo et al., 2012), condicién que puede ser aprovechada por el
nematodo para penetrar el ovisaco y generar control, resultados que se corroboran en
la presente investigacién al encontrar el cuadro tipico de infeccién por NEP en los
huevos contenidos en dichos especimenes (Figura 9A).

Los anteriores hallazgos difieren de los reportados por Aristizébal et al. (2015), en
evaluaciones con los nematodos Steinernema colombiense cepa SIN0198 y Heterorhabditis
bacteriophora (linea Fresno HNI0100) sobre E. colombianus en mora, encontrando que
ninguna de las especies fue patogénica contra los estados inmaduros y solamente S.
colombiense fue moderadamente infectiva contra los adultos a 105 JI/ml.

A. B.
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Figura 9. Otros hallazgos. A. Cuadro tipico de infeccién en huevos; B. Cuadro tipico
de infeccién en Ninfa I; C. Grasa alrededor de Ninfa I; D. Degradacion de
huevos y salida de NEP.

Fuente: elaboracién propia.

Conclusiones

En esta investigacion se evidencié que cuando las hembras de E. colombianus se
infestaron con las cepas nativas de NEP se presenté emergencia natural de dichos
microorganismos. Cuando los NEP se aplicaron sobre los quistes en dosis de
10, 100 y 1000 JI/ 25 pl, el rompimiento natural de estos fue del 43%, 21% vy
24%, respectivamente. Sin embargo, la patogenicidad al terminar los tiempos de
evaluacién fue del 100%. En la dosis de10 JI/ 25pul se obtuvo control del 100%
de perlas enquistadas y hembras adultas, mientras que a la dosis de 100 JI/ 25ul
se presenté mortalidad mayor al 90% sobre hembras en las primeras 24 h. Estos
resultados demuestran el uso potencial que presentan las cepas nativas de Steinernema
y Heterorhabditis como agentes de control biolégico de E. colombianus.
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