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RESUMEN

Se estudio la eficacia de juveniles infectivos (JI) de Steinernema sp. JCL024 y Heterorhabditis sp. SLO708 sobre adultos y
ninfas de Collaria scenica Stal bajo condiciones de invernadero. Se evaluaron 5 dosis (2, 16, 78, 160 Jls)/cm? foliolo) para cada
nematodo. El experimento fue observado durante 21 dias cada 24 horas, realizando el conteo de mortalidad y valoracion del
dafio del pasto kikuyo. Las chinches presentaron 100 % de mortalidad después de 15 dias. Cada chinche produjo en promedio
13.000 JI/6 dias. En cuanto al dafio, no alcanzo el nivel 2 en los 21 dias respecto al tratamiento sin nematodos que presento dafio
3 con necrosis y enrollamiento apical de las hojas. Por ende, Steinernema sp. JCL024 y Heterorhabditis sp. SL0708 ejercieron
control en la chinche de los pastos y mantuvieron bajo el dafio en el follaje.

Palabras clave: control biologico, juvenil infectivo, Steinernema sp., Heterorhabditis sp., Pennisetum clandestinum

Control of pasture Collaria scenica bug (Hemiptera: Miridae)
with entomopathogenic nematodes in greenhouse

ABSTRACT

We studied the efficacy of infective juveniles (IJ) of Steinernema sp. strain JCL024 and Heterorhabditis sp. strain SL0708 on
adults and nymphs of Collaria scenica under greenhouse conditions. Five doses were evaluated (2, 16, 78, 160 1J) cm? leaf) for
each nematode. The experiment was evaluated for 21 days every 24 hours, making mortality counts and assessment of damage
on Kikuyo grass. The bugs showed 100% mortality after 15 days. Each bug produced an average of 13,000 IJ/6 days. As for the
damage did not reach level 2 within 21 days prior to treatment without nematodes that damage introduced 3 with necrosis and
apical leaf curl. Thus, Steinernema sp. strain JCL024 and Heterorhabditis sp. strain SL0708 exercised control bug on the grass
and kept under the level of damage to the foliage.

Key words: biological control, infective juvenile, Steinernema sp., Heterorhabditis sp., Pennisetum clandestinum
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INTRODUCCION

La chinche de los pastos Collaria scenica Stal, es un
hemiptero de la familia Miridae que se encuentra en gramineas
cultivadas y no cultivadas (Martinez &Barreto, 1998). Presenta
varios hospederos alternativos lo que facilita su reproduccion
y sobrevivencia durante todo el afio. Este insecto chupador
genera un dafio directo al follaje causado por la insercion del
aparato bucal en las nervaduras y la ingestion del contenido
celular, provocando manchas clordticas que disminuyen el
area fotosintética de las plantas (Estrada, 2002; Ferreira et
al., 2001) y reduccion hasta un 25% de la disponibilidad de
biomasa forrajera y de ingresos econémicos (Vergara, 2006).

La chinche de los pastos ha sido reportada en varias
regiones de Argentina, Uruguay, Colombia, Venezuela y Brasil
(Bricefio, 2007). En este ultimo, segin Carlessi et al. (1999), ha
llamado la atencion la intensidad con la que se ha presentado en
trigo (Triticum aestivum L).Otras especies del género Collaria
tienen amplia distribucién en el continente americano y son
consideradas plagas de importancia econdémica en algunas
gramineas especialmente en forrajeras (Melo et al., 2004).

En Colombia, C. scenica se ha convertido en la mayor plaga
limitante para el desarrollo de la ganaderia lechera, debido a
que ataca agresivamente a Pennisetum clandestinum (Hochst-
Chiov) conocido como pasto kikuyo (Barboza, 2009; Vergara,
2006). Esta especie de pasto importada de Africa Oriental es
la principal fuente de forraje que conforma los potreros en las
zonas de ganaderia lechera en Colombia y Venezuela (Bricefo,
2007; Estrada, 2002).

El desconocimiento de la biologia de la plaga y ausencia de
un manejo integrado por parte de los productores, ha conllevado
al uso de una amplia gama de insecticidas fosforados que
ha generado problemas en los bovinos, produccion de leche
y medio ambiente (Morales & Rodriguez, 2004; Vergara,
2006). Debido a esto se han creado iniciativas para el control
de la chinche de los pastos por medio de enemigos naturales.
Entre estos, se ha observado control depredador de Alpaida
variabilis Keyserling (Aranae: Areaneidae) (Florez et al.,
2004) y Eriopis connexa connexa Germar (Coleoptera:
Coccinelidae) (Martinez & Barreto,1998). Pese a este control
natural, se ha evidenciado que dichos depredadores se
mantienen en densidades poblacionales minimas respecto a
la plaga y su consumo promedio diario de la chinche de los
pastos es bajo (Florez et al., 2004; Martinez & Barreto, 1998).
En cuanto a entomopatdgenos se ha evaluado la patogenicidad
en laboratorio del hongo Beauveria bassiana (Bals.) Vuill
(Ascomycota: Clavicipitaceae), sin embargo no ha sido posible
establecer si su aplicacion tiene influencia en la disminucion de
las poblaciones de la chinche en campo (Vergara, 2006).

Los nematodos entomopatdogenos (NE) de las familias
Steinernematidae y Heterorhabditidae han mostrado ser
altamente eficientes en el control de plagas en pastizales en
Estados Unidos, Korea, Japon y Australia. Se destacan las
especies Steinernema glaseri Steiner, S. kushidai Mamiya,
S. scarabaei Stock & Koppenhofer, Heterorhabditis megidis,
Poinar, Jackson & Klein, H. bacteriophoraPoinar, H. zealandica
Poinar, H. marelata Liu & Berry (Grewal et al., 2005). Los NE
presentan alta virulencia, alto potencial reproductivo, pueden

criarse de forma masiva en laboratorio, son inocuos para el
ser humano y animales domésticos y tienen un amplio rango
de accidn (Saenz, 2011). En evaluaciones de laboratorio con
las especies Steinernema sp. cepa JCL024 y Heterorhabditis
sp. cepa SL0O708, se comprobo que estos nematodos ocasionan
75% hasta 100% de mortalidad en adultos y ninfas de la
chinche de los pastos entre las 24 y 48 horas (Naranjo et al.,
2012). Por ende, el objetivo de esta investigacion fue evaluar
la eficacia de Steinernema sp. JCL024 y Heterorhabditis sp.
SL0708 en la chinche de los pastos C. scenica bajo condiciones
de invernadero y establecer el nimero de JI recuperados de los
cadaveres después de la aplicacion.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de nematodos e insectos

Los NE Steinernema sp. JCL024, aislados del municipio
Buenavista-Quindio, Colombia (acuerdo 182 Cenicafé-
Pontificia Universidad Javeriana PUJ) y Heterorhabditis
sp. SLO708, aislados del municipio Alcald, Valle del Cauca,
Colombia, PUJ, se multiplicaron en larvas de Galleria
mellonella (L) (Lepidoptera: Pyralidae), siguiendo Ia
metodologia de Sédenz & Lopez (2011). Para los bioensayos se
aplicaron juveniles infectivos (JI) de 8 dias de almacenamiento.

Para la cria de la chinche, se colectaron adultos en pastizales
de kikuyo en el municipio de Guachetd (Cundinamarca,
Colombia) 05°23'11"N — 73°41'24. Estos se ubicaron en
macetas de 1.5L con pasto kikuyo dentro de casas de malla de
IxlxImal9°C+3eneldiay8-12°C + 2 en la nochey
75% humedad relativa.

Bioensayo en invernadero

En unidades experimentales (UE), conformadas por
recipientes plasticos de 50 cm3 y pasto kikuyo en estado
vegetativo (7 cm de alto y 33 hojas), se ubicaron 5 adultos
y 5 ninfas de C. scenica, siguiendo las recomendaciones de
Martinez & Barreto (1998). Cada UE se cubrié con bolsas
plasticas trasparentes para evitar el escape de las chinches.
Cada 3 dias se aplicaron 10 ml de agua para garantizar la
humedad del substrato en las UE. Con un aspersor manual,
se aplicaron los JI en agua destilada y Tween 20 al 0.5%.
Se evaluaron 5 dosis de JI/cm? para cada NE (Tabla 1), de
acuerdo a los resultados obtenidos por Naranjo et al., (2012)
en laboratorio. Cada tratamiento contd con 5 repeticiones.
Durante todo el ensayo las UE se mantuvieron en invernadero

Tabla 1. Dosis evaluadas de Heterorhabditis sp. SL0708 y Steinerrnema sp.
JCL024 sobre Collaria scenica en condiciones de invernadero

Dosis JI/em’ foliolo
2
16
78
160
2
16
78
160
Sin nematodos 0
JI: juveniles infectivos

Especie

Heterorhabditis sp. SLO708

Steinerrnema sp. JCL024
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bajo las mismas condiciones descritas anteriormente. Se
evaluo por 21 dias cada 24 horas, realizando el conteo de
chinches muertas y valoracion del dafio del pasto siguiendo la
escala de evaluacion propuesta por Martinez y Barreto (1998)
(Tabla 2). Los insectos muertos fueron llevados a camaras
White (White, 1927) para el conteo de JI producidos hasta el
agotamiento del cadaver.

Tabla 2. Escala visual de dafio en pasto kikuyo (Pennisetum clandestinum)
por Collaria scenica

Nivel Daiio Descripcion
0 Sin dafio Pasto sano
1 Leve Presencia de puntos blancos
2 Moderado Amarillamiento bordes y apice
3 Grave Necrosis apical y enrollamiento.

Analisis estadistico.

Los datos fueron analizados por analisis de varianza
(ANOVA) y las medias comparadas por una prueba de Tukey
(P<0.05), con ayuda del software Stadistics 17.0.

ResuLTADOS Y Discusion

Se obtuvo un porcentaje de mortalidad del 95% en las
ninfas de la chinche de los pastos con Steinernema sp.
JCL024 y 88% con Heterorhabditis sp. SL0708, 24 horas
después de la infeccion (DDI). A partir del tercer dia los
tratamientos con Steinernema sp. JCL024 alcanzaron el 40%
en ninfas y adultos, excepto para la dosis de 16 JI/cm? que
presentd 37% y al noveno dia, se destacaron las dosis de
78 y 160 Jl/cm? con 88% y 92% respectivamente, mientras
para Heterorhabditis sp. SLO708 se registrd 78% conl6 JI/
cm? (Figura 1). Porcentajes de mortalidad superiores al

[1i6lis/cm? @78)is/cm? m 160)Is/ cm?
A A A A

QOolisfem? [2Jistm?
A A

% Mortalidad

% Mortaliada

12 15 18 21

Dias

Figura 1. Porcentaje de mortalidad en individuos de Collaria scenica con
nematodos entomopatdgenos. A. Heterorhabditis sp. SL0708. B.
Steinerrnema sp. JCL024. Las letras encima de las barras indican que
no existen diferencias significativas entre las dosis (P<0.05, Tukey’s).
JlIs: juveniles infectivos
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80% en los tratamientos con Heterorhabditis sp. SLO708
se alcanzaron sélo hasta el doceavo dia (84%, 86% y 84%
en las dosis 16, 78 y 160 JI/cm?, respectivamente). A los 21
DDI, todos los tratamientos con NE superaron el 90% (Figura
1). Sin embargo, no se presentaron diferencias significativas
entre las dosis evaluadas (F=0,058; df= 4, 390; P= 0,994) y
las especies de nematodos aplicadas a la chinche de los pastos
(F=0,014; df= 1, 390; P= 0,906). No obstante, se observo
que Steinernema sp. JCL024 produjo mayor mortalidad en
menor tiempo comparado con Heterorhabditis sp. SL0708.
El porcentaje de mortalidad en el tratamiento sin nematodos
a los 9 DDI no superd el 12%, sin embargo al final del ensayo
llego al 70% (FiguralA'y 1B).

Batista & Machado (2010), reportaron resultados similares
de mortalidad a los obtenidos con la chinche de los pastos,
quienes no encontraron diferencias significativas al evaluar
2.000 y 4.000 JIs/ml de Steinernema carpocapsae Weiser, S.
feltiae Filipjev, S. riobravis Cabanillas, Poinar, & Raulston
y Heterorhabditis amazonensis RSC1 Andald, Nguyen, &
Moino, en ninfas de Mahanarva spectabilis Distant (Hemiptera:
Cercopidae). Marquez et al. (2005) encontraron que cepas
aisladas del género Heterorhabditis mostraron mortalidad
significativa con 3.000 y 6.000 JI en la chinche hedionda
Scaptocoris talpa Champion, (Hemiptera: Cydnidae). Naranjo
et al. (2012) bajo condiciones de laboratorio evaluando
Steinernema sp. JCL024 'y Heterorhabditis sp. SLO708
registraron un porcentaje de mortalidad en la chinche de los
pastos y dafio en las hojas del pasto kikuyo por C. scenica
similar a lo observado en invernadero. Sin embargo, en
invernadero, la mortalidad en ninfas y adultos de la chinche de
los pastos fue mayor para Steinernema sp. JCL024 comparado
con Heterorhabditis sp. SL0708, posiblemente debido a su
patogenicidad y a la capacidad de busqueda de los juveniles
infectivos. En cuanto a la mortalidad que registro el tratamiento
sin nematodos al final del ensayo, se relaciono con el nivel de
dafio tres presentado en las hojas, segiin Martinez y Barreto,
(1998) el ataque de la chinche en este nivel es caracterizado
por la muerte de los tejidos y ausencia de recurso alimenticio
suficiente para mantener a todos los individuos en cada UE.
En contraste, los tratamientos inoculados con Steinernema sp.
JCL024 y Heterorhabditis sp. SLO708, no alcanzd el nivel 2 de
dafio y 100% de mortalidad de los insectos.

En cuanto a dano, el tratamiento sin nematodos mostrd
diferencias significativas (F=13,85; gl= 4, 390; P<0,0001),
alcanzando necrosis y enrollamiento apical en las hojas,
mientras las plantas tratadas con nematodos presentaron
dafio leve hasta los 21 DDI (F=0,225; gl=1, 390; P=0,635),
(Figura 2). El presente estudio proporciond evidencia de
que Steinernema sp. JCL024 y Heterorhabditis sp SLO708,
ejercieron control y mantuvieron bajo el dafio hasta por
21 dias. Rangos similares de mortalidad se han logrado
contra minadores de hoja, con modificacion en los rangos y
condiciones de aplicacion (Williams & Walters, 2000). No
obstante, se debe seguir desarrollando estudios para optimizar
la aplicacion de Steinernema sp. JCL024 y Heterorhabditis sp.
SL0708 en condiciones de campo para el buen control de la
chinche de los pastos.
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Figura 2. Promedio de dafio en hojas de Pennisetum clandestinum por Collaria
scenica inoculados con cuatro dosis de nematodos entomopatogenos.
A. Heterorhabditis sp.SL0708. B. Steinerrnema sp. JCL024. Las letras
encima de las barras indican que no existen diferencias significativas

entre las dosis (P<0.05, Tukey’s). JI: juveniles infectivos.

Al no existir trabajos en invernadero y campo con la
chinche de los pastos y NE, la aplicacion en césped para plagas
del orden Hemiptera, ha sido principalmente para el control
de Balanococcus takahashii McKenzie (Coccidae), Aspidiella
phragmis (Ckll) (Diaspididae), Margarodes sp. (Margarodidae),
las cuales causan serios problemas en los campos de golf en
Estados Unidos (Watschke et al., 1995) y Korea (Choo et al.,
2000). Head et al. (2007), Cuthbertson et al. (2007), Leite et al.
(2005) y Martinez (2011), realizaron estudios en invernadero
y campo con especies de NE de los géneros Steinernema y
Heterorhabditis sobre otras especies de Hemipteros como
Bemisia tabaci Genn (Aleyrodidae), Mahanarva fimbriolata
Fabr. (Cercopidae) y Dictyla monotropidia Stal (Tingidae)
respectivamente. Estos estudios reportaron 36% hasta > 90%
de mortalidad en los primeros 15 dias después de la infeccion.

Se observo cambio de coloracion en los insectos inoculados.
En estado normal, la chinche es marron claro en el torax y
verde en el abdomen debido a la ingesta del tejido vegetal. Los
individuos tratados con Heterorhabditis sp. SLO708 exhibieron
coloracion rojiza, mientras que los tratados con Steinernema sp.
JCL024, marrén oscura. Ademas, la produccion de juveniles
infectivos por la chinche, se inici6 a partir del sexto DDI y
se recuperaron en promedio 13.000JI/ml para ambas especies
(Figura 3). No existen diferencias significativas en relacion a
los JI recuperados entre las especies de NE (F=0,204; gl=3, 7,
P=0,893) y las dosis aplicadas (F=0,490; gl=1,7; P=0,487). Sin
embargo, Steinernema sp. JCL024 tiene mayor recuperacion
de JI en las dosis de 78 y 160 JI/cm?>.

La relacion positiva entre la patogenicidad de los JI y
el nimero de juveniles de la progenie, se reflejo en el alto
numero de JI que penetraron la chinche de los pastos, lo cual
se atribuy¢ a la reproduccion dentro del insecto y al tamaiio
del nematodo, ya que individuos grandes como es el caso
de S. glaseri, ocupan mas espacio y como consecuencia el

O Steinernema sp. JCLO24 O Heterorhaditis sp. SLO708

18000 4

+

15000 4

+

12000 { %_I_ —I_

9000 4

3
]

Promediolls/ Chinche

3000 +

2 16 ‘ 78 I 160 I
JIs/ em?
Figura 3. Produccion de juveniles infectivos (JI) en chinche de los pastos A.
Heterorhabditis sp.SL0708. B. Steinerrnema sp. JCL024

numero de individuos recuperados de un hospedero es bajo,
acomparacion de Steinernema sp. JCL024 y Heterorhabditis
sp. SL0708, que son individuos mas pequeiios (Lopez-
Nuiiez et al., 2007; Sdenz & Lopez, 2011). Por otra parte, el
cambio de coloracion fue mas evidente en el abdomen y en
el torax de ninfas y adultos de la chinche, lo cual concuerda
con los resultados obtenidos en laboratorio por Naranjo et
al. (2012).

CONCLUSIONES

Los NE Steinernema sp. JCL024 y Heterorhabditis sp.
SL0708 mostraron alta eficacia sobre la mortalidad de ninfas
y adultos de C. scenica en condiciones de invernadero.
Ademas de la reduccion del dafo ocasionado por la chinche,
especialmente con las dosis de 78 y 160 JI/cm?* Es por ello
que se hace necesario complementar estudios en el cual se
combine el uso de estos dos nematodos y a mediano plazo, se
puedan integrar dentro de programas de manejo en las praderas
ganaderas.
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