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ARTICULO CIENTIFICO

Any Mercedes Lucero Mafla',
Luis Alberto Peia Villamil’ y Leonel Cultid®

ABSTRACT

The effect of Steinernema sp.
entomonematode on Ancognatha
scarabaeoides grubs (Coleopter:
Scarabaeidae) in laboratory and
greenhouse conditions

Organisms such as parasitic insect nema-
todes have played a fundamental role as
biological control tools in integrated pest
management programmes (IPM) during the
last decade due to their broad world-wide
distribution, selectivity and effectiveness in
controlling insects. The present work was
aimed at evaluating the effect of Steinernema
sp. on Ancognatha scarabaeoides grubs in
laboratory and greenhouse conditions. The
nematode was obtained from infected A.
scarabaeoides grubs found in the municipa-
lities of Yacuanquer and Ospina (Narifio
department, Colombia), an important pota-
to growing area. An A. scarabaeoides larva
was placed on damp filter paper in a 3 ml
nematode suspension at different potato
inoculation concentrations (1, 5, 15, 30, 50
and 100 nematodes/ml) for evaluating in
vitro efficacy in the laboratory. There was
100% and 90% accumulated A. scarabaeoides
grub mortality 18 days after inoculation with
100 and 150 nematodes/ml concentrations,
respectively, at 87 nematodes/ml lethal con-
centration 90 (CL,). The Steinernema sp. ento-
monematode was evaluated at 50 (CL,)) and
90 (CL,,) lethal concentrations in greenhouse
conditions, presenting 33.33% and 79.3%
grub mortality, respectively, after 15 days of
applying the treatments. This result indicates
that this native bio-controller could be inclu-
ded in white grub integrated management in
the Narifio department of Colombia.

Key words: Steinernema sp., entomonemato-
de, Ancognatha scarabaeoides, biological pest
cotrol, bio-controller.
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Efecto de Steinernema sp. sobre larvas de
Ancognatha scarabaeoides (Coleoptera:
Scarabaeidae) en condiciones de laboratorio e
invernadero

RESUMEN

En la daltima década, por su amplia distribuciéon mundial, selectividad y efectividad
en el control de insectos plaga, organismos como los nematodos que parasitan insec-
tos (entomonematodos) han jugado un papel fundamental como herramientas del
control biolégico en programas de manejo integrado de plagas (MIP). El objetivo del
presente trabajo fue evaluar el efecto de Steinernema sp. sobre larvas de Ancognatha
scarabaeoides en laboratorio e invernadero. El nematodo se obtuvo de larvas infectadas
por A. scarabaeoides encontradas en campo en los municipios de Yacuanquer y Ospina
(Narifio, Colombia) una importante zona productora de papa. Para la evaluacién de
eficacia in vitro, se colocé una larva de A. scarabaeoides en una suspension de 3 ml de
nematodos a diversas concentraciones (1, 5, 15, 30, 50, 100 y 150 nematodos/ml). El
porcentaje acumulado de mortalidad de las larvas de A. scarabaeoides 18 dias después
de la inoculacion fue de 100% y 90% con las concentraciones de 150 y 100 nemato-
dos/ml respectivamente y a una concentracion letal 90 (CL,;) de 87 nematodos/ml.
En invernadero Steinernema sp. se evalud a las concentraciones letales 50 (CL,) y 90
(CL,,), presentando a los 15 dias de aplicados los tratamientos porcentajes de morta-
lidad de larvas de 33,3% y 79,3%, respectivamente. Este resultado abre la posibilidad
de incluir este biocontrolador nativo en el manejo integrado de chisas en el departa-

mento de Narino.

Palabras clave: Steinernema sp., entomonematodo, Ancognatha scarabaeoides, control

biolégico de plagas, biocontroladores.

INTRODUCCION

ANCOGNATHA scARABAEOIDES (Coleopte-
ra: Scarabaeidae) se considera una de las
plagas mas importantes de los cultivos
de papa y trigo en Colombia, si se tiene
en cuenta su amplia distribucion en las
zonas productoras de Narifio, Cundina-
marca y Boyaca y el costo que su control
implica; en efecto, las ‘chisas’ ocasionan
pérdidas en las areas cultivadas que
oscilan entre 75% y 100% (Parada, 2001;
Pumalpa, 1987; Yépez, 1994).

En la actualidad el control de las
chisas se lleva a cabo por medio de la
aplicacion de diferentes insecticidas qui-
micos como el clorpirifos (Lorsban®: 250
cm™200 L" de agua) del cual se realizan
tres aplicaciones en el transcurso del
ciclo vegetativo de la planta de papa
(Panesso, 2006). También se realizan
précticas culturales como la recoleccion
manual de larvas y el uso de trampas
de luz, las cuales se colocan en los lotes
infestados en las épocas de mayor preci-
pitacidn; las trampas se ubican sobre una
fosa donde previamente se ha colocado

tamo de trigo o residuos de cosecha y
con la ayuda de una malla se cubre la
fosa para evitar que los adultos de chisa
vuelen. Posteriormente, la materia orga-
nica junto con los insectos capturados
se aplican a los cultivos (Pefia y Lucero,
2003).

Debido al incremento de la infes-
tacién por Ancognatha scarabaeoides la
frecuencia en la aplicacién de los insecti-
cidas se ha intensificado, llegando inclu-
so a cinco aplicaciones, lo cual ocasiona
el aumento en los costos de produc-
cion hasta en un 30%, contaminacién
ambiental y en general un desequilibrio
en el agroecosistema (Londofio y Pérez,
1994; Safiudo y Guzman, 1995). En la
btuisqueda de alternativas para controlar
la plaga, se plantea el uso del nematodo
entomopatogeno Steinernema sp., el cual
ha mostrado buenos resultados en otras
plagas tropicales (Garzon et al.,, 1996).
Este agente de control biologico habita
y se reproduce, tanto en campos culti-
vados como en areas boscosas naturales,
lo cual demuestra que, simultaneamente
con las cuidadosas practicas de cultivo
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realizadas en la produccién de papa,
las poblaciones de nematodos entomo-
patogenos se mantienen en el suelo e
infectan insectos dafiinos de importancia
econdmica (Parada, 2001). Steinernema
sp. puede utilizarse en forma inundativa
como insecticida bioldgico o en aplica-
ciones inoculativas, ambas formas de
aplicaciéon pueden asegurar el estable-
cimiento del nematodo y contribuyen a
reducir asi las poblaciones de la plaga
(Kaya y Gaugler, 1993).

El presente trabajo se realiz6é con el
proposito de evaluar bajo condiciones
de laboratorio e invernadero, el control
de larvas de Ancognatha scarabaeoides,
mediante el uso del entomonematodo
(EN) Steinernema sp., como una alterna-
tiva eficaz y econdmica para el beneficio
del sector productivo y el ecosistema en
general.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se desarrolld en el
Centro de Investigacién Obonuco, de
Corroica, ubicado en el municipio de
San Juan de Pasto, departamento de
Narino, a una altura de 2.710 m.s.n.m,

con una temperatura promedio de 13°C.
Obtencion de Steinernema sp.

El entomonematodo Steinernema sp. fue
aislado de larvas de Amncognatha sca-
rabaeoides con sintomas de ataque de
nematodos que se hallaron en campos de
los municipios de Ospina y Yacuanquer
(Narifio). En el laboratorio las larvas se
colocaron en camaras White con una
solucién de formaldehido al 0,3% (Busti-
llo, 1976); al cabo de 48 horas se recogie-
ron los nematodos y se colocaron en cajas
plasticas de 15 x 20 cm que contenian un
sustrato estéril conformado por tierra,
lombricompuesto y tamo de trigo des-
compuesto, agregando continuamente
larvas de ‘chisas’ recolectadas en campo
(Safiudo y Castillo, 1994). Posteriormen-
te, se siguié la metodologia empleada
por Espana y Quifiénez (1996) y Garzén
et al. (1996) que consiste en obtener una
soluciéon de 100 nematodos para colocar
en cada caja de Petri; para ello se debe
individualizar dicha poblacién median-
te el uso de una tapa siracusa de fondo
dividido que facilita el conteo.

Inoculacion de larvas
de A. scarabaeoides

En el fondo de la caja de Petri se dispuso
un papel filtro humedecido uniforme-

mente con la solucion de nematodos, se
coloco una larva de chisa y se le cubrié
con otro papel filtro; las cajas se taparon
y colocaron en total oscuridad tapando-
las con tela negra.

Se realizaron observaciones periodi-
cas hasta que se manifestaron los prime-
ros sintomas del ataque de nematodos:
pérdida de la actividad y oscurecimiento
de la parte dorsal del metatorax. Las lar-
vas muertas se sometieron a desinfesta-
cion durante 10 minutos en una solucién
de hipoclorito de sodio al 2%, luego se
lavaron tres veces con agua destilada
estéril; enseguida las larvas se colocaron
en embudos de Baerman con una solu-
cion de formaldehido al 0,5% y después
de 48 horas se determiné la presencia
de nematodos mediante observaciones
con el estereoscopio; posteriormente se
almacenaron en un recipiente de vidrio
de color ambar que contenia una solu-
cion de formaldehido al 0,3% y una gota
de Triton AC para lubricar las paredes
del recipiente y evitar que los nemato-
dos se adhieran a éstas. La suspension
de nematodos se mantuvo en agitacion
durante tres meses.

Pruebas de patogenicidad in vitro
de Steinernema sp. sobre larvas
de A. scarabaeoides

Para determinar las concentraciones
letales media (CL, ) y 90 (CL,) se realizo6
un bioensayo con un disefio completa-
mente al azar con ocho tratamientos,
cuatro repeticiones por tratamiento y
cinco unidades experimentales por repe-
ticién, para un total de 20 unidades
experimentales por tratamiento. Se eva-
luaron concentraciones de 1, 5, 15, 30,
50, 100 y 150 nematodos/ml y se siguid
la metodologia empleada por Garzén et
al. (1996) que consistié en colocar papel
filtro de 90 mm de diametro en cajas de
Petri que se esterilizan por 15 minutos a
121°C y 15 1b de presién. Posteriormente,
el papel filtro se humedecié con 3 ml de
la suspension de nematodos a cada una
de las concentraciones en evaluacion.
Después se colocd una larva de Ancog-
natha scarabaeoides y se cubrieron con
otro papel filtro. A cada caja de Petri se
le colocd su respectiva tapa, se marcaron
y se taparon con una tela negra durante
18 dias; cada tres dias se registr6 la mor-
talidad de las larvas, después de lo cual
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se lavaron y se colocaron en camaras
White.

Los porcentajes de mortalidad acu-
mulada al dia 18 se evaluaron estadisti-
camente mediante analisis de varianza,
pruebas de comparaciéon multiple de
Duncan y por el método estadistico Pro-
bit se encontraron las concentraciones
letales media (CL,,) y 90 (CL,,).

Pruebas de patogenicidad en
invernadero de Steinernema sp.
sobre larvas de A. scarabaeoides

Las pruebas de patogenicidad en inver-
nadero se llevaron a cabo en materos
con suelo estéril, cada uno con 15 larvas
de Ancognatha scarabaeoides recolectadas
en campo, y la aplicacién liquida de las
concentraciones letales media (CL,;) y 90
(CL,,) que contenian 38 nematodos/ml y
87 nematodos/ml, respectivamente.

Se monté un disefio completamente
al azar, con dos tratamientos que corres-
pondian a las concentraciones letales,
tres repeticiones por tratamiento y cinco
unidades experimentales por repeticion,
para un total de 15 unidades experimen-
tales por tratamiento y un testigo.

La mortalidad de las larvas de A.
scarabaeoides se determino a los 5, 10y 15
dias de montada la prueba y los datos
se analizaron estadisticamente mediante
analisis de varianza y pruebas de com-
paracion multiple de Duncan.

Las larvas que se encontraron muer-
tas en el suelo se colocaron en trampas
White con una solucién de formaldehido
al 0,3% y al cabo de 48 horas se recogie-
ron los nematodos, siguiendo las reco-
mendaciones de Bustillo (1976).

RESULTADOS Y DISCUSION

Pruebas de patogenicidad de
Steinernema sp. sobre larvas
de A. scarabaeoides en laboratorio

En el laboratorio la toma de datos de
mortalidad se realizé cada 72 horas (3
dias) durante 18 dias, tiempo en el cual
se alcanzé el 100% de mortalidad de las
larvas con el tratamiento correspondien-
te a la concentracién de 150 nematodos/
ml.

Se observd que a mayor concentra-
ciéon de nematodos aplicada a las larvas
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se incrementd el porcentaje de mortali-
dad obtenido. Este resultado concuerda
con los trabajos realizados por Koppen-
hofer y Fuzy (2004) y Anzari et al. (2006)
que demuestran que una elevada con-
centracion de nematodos ocasiona una
alta mortalidad de larvas de Coleoptera:
Scarabaeidae.

Al someter a un analisis de varianza
los datos de mortalidad acumulada obte-
nidos en cada uno de los tratamientos
se encontraron diferencias significati-
vas entre las concentraciones evaluadas
(P<0,0001). La aplicaciéon de 150 nema-
todos/ml obtuvo el 100% de mortalidad
hacia el dia 18 (Tabla 1); con los trata-
mientos restantes se obtuvieron porcen-
tajes de mortalidad inferiores: 90%, 65%,
40,25%, 5,75% y 0% con las concentra-
ciones de 100, 50, 30, 15 y 5 nematodos/
ml, respectivamente. Al aplicar la prueba
de comparaciéon multiple de Duncan
se encontrdé que las concentraciones de
1, 5, 15 nematodos/ml y el testigo no
presentaron diferencias significativas en
sus porcentajes de mortalidad corres-
pondientes al dia 18 después de la ino-
culacion de las larvas (Tabla 1). De igual
manera sucedié cuando se compararon
los porcentajes de mortalidad correspon-
diente a las concentraciones de 30 y 50
nematodos/ml, 50 y 100 nematodos/ml,
y 100 y 150 nematodos/ml. En contraste,
se presentaron diferencias significati-
vas (P>0,0001) entre las concentraciones
de 15 y 150 nematodos/ml. El testigo
presentd una media de mortalidad del
5,75%.

Al analizar los resultados obtenidos
por el método estadistico Probit, con
grados de significancia de 0,95, se encon-
tré que bajo condiciones de laboratorio
Steinernema sp. parasitando larvas de
Ancognatha scarabaeoides presenté una
concentracion letal 50 (CL, ) de 38 nema-
todos/ml y una concentracién letal 90
(CL,,) de 87 nematodos/ml. Los limites
de confianza para las concentraciones
letales 50 (CL,,) y 90 (CL,,) se encuentran
en la Tabla 2.

Pruebas de patogenicidad de
Steinernema sp. sobre larvas de
A. scarabaeoides en invernadero

En invernadero, la mortalidad acumu-
lada de las larvas de A. scarabaeoides
se evaluo estadisticamente a través de
un analisis de varianza, encontrandose

Tabla 1. Porcentaje de mortalidad de larvas de Ancognatha scarabaeoides por Steinernema sp. en
las pruebas de patogenicidad en el laboratorio (lectura dia 18, a= 0,0001, cv= 44,0).

Concentraciones Medias (% mortalidad)
150 100 a*
100 90 ab
50 65 cb
30 40,25 ¢
15 575d
Testigo 575d
1 0d
5 0d

*Medias seguidas con la misma letra no presentan diferencias significativas segn las pruebas de comparacién mdltiple de Duncan (P=0,0001).

Tabla 2. Concentraciones letales medias 50 (CL,,) y 90 (CLy,) de Steinernema sp. en larvas de

Ancognatha scarabaeoides.

Concentraciones letales

Limite inferior

Limite superior

(nematodos/ml) (nematodos/ml) (nematodos/ml)
CL,,: 38 20,8 62,5
ClLy,: 87 55,4 401,3

Tabla 3. Porcentaje de mortalidad de larvas de Ancognatha scarabaeoides en las pruebas de
patogenicidad a nivel de invernadero (lectura dia 15, a= 0,0001, CV=10,84).

Concentraciones (nematodos/ml)

Medias (% mortalidad)

87
38
Testigo

79,3%*
33,3b
1.8¢c

*Medias seguidas con letra diferente presentan diferencias significativas, segtn las pruebas de comparacion maltiple de Duncan (P= 0,0001).

diferencias significativas entre las dos
concentraciones evaluadas (P<0,0001).

De acuerdo con la prueba de com-
paracion multiple de Duncan, los pro-
medios de mortalidad acumulada a los
15 dias de aplicados los tratamientos se
presentan en la Tabla 3. Se encontraron
diferencias altamente significativas entre
las dos concentraciones letales de nema-
todos y en el testigo que presenté un
porcentaje de mortalidad del 1,8%. Estos
resultados concuerdan con los trabajos
realizados por Koppenhofer et al. (2004),
que afirma que la virulencia del nemato-
do varia de acuerdo a la concentracion
empleada.

CONCLUSIONES

Se aislo el entomonematodo Steinerne-
ma sp. de larvas nativas recolectadas
en campos de Yacuanquer y Ospina
(Narino). En condiciones de laboratorio
Steinernema sp. presentd un porcentaje
de mortalidad de larvas de Ancognatha
scarabaeoides del 100% con la concentra-

cion de 150 nematodos/ml, a los 18 dias
de montada la prueba. Steinernema sp.
en larvas de A. scarabaeoides presentd una
concentracién letal media (CL,)) de 38
nematodos/ml y una concentracion letal
90 (CL,,) de 87 nematodos/ml. A nivel de
invernadero, se obtuvo un porcentaje de
mortalidad de larvas de Ancognatha sca-
rabaeoides de 79,3% con la concentracion
de 87 nematodos/ml.
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