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Abstract

C. viridivittatus, citrus weevil distributed throughout
the coffee maker and Andean region of Colombia. The
larvae feed on roots and adults on leaves and flowers. On
three citrus farms of the Valley were isolate and evaluated
fungi and entompathogenic nematodes M. anisopliae
and B. bassiana and Steinernema sp. and Heterorabditis sp.
on larvae of C. viridivittatus 26, 36, 48 and 53 days of
age. In 120 from 132 soil samples were found 21 fungi
and none nematodes. Commercial B. bassiana B9 and
B10 caused 100 % adult mortality in a time of 4.3 and
4 days. M. anisopliae M6 y M7 caused 94 % and 97 % of
mortality to the 4.3 and 5 days. Steinernema sp. UNS09
caused 65 % of mortality on larvae of 48 and 53 days
of age, seven days later. No were differences between
UNSQ9 Steinernema and Heterorbabditis UNH16.
Steinernema sp. UNS09 caused 85.7 % of mortality
on 53 days larvae and 81.9 % and 81.1 % to larvae of
36 and 26 days. Heterorhabditis sp. UNH16 killed
larvae of 36, 26 and 56 days was 79 %, 81 % and 75.4 %
seven days later. In conclusion, fungi and nematodes can
be an alternative to management of C. viridivittatus larvae.

Key words: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae,
Steinernema, Heterorbabditis, Entomogenous fungis,
Pest control, Isolation
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Resumen

C. viridivittatus, picudo de los citricos estd distribuido
en region andina y cafetera de Colombia. Las larvas se
alimentan de raices y los adultos de hojas y flores. En tres
fincas citricolas del Valle del Cauca se aislaron y evaluaron
hongos y nematodos entomopatégenos M. anisopliae y
B. bassiana y Steinernema sp. y Heterorabditis sp. sobre
larvas de C. viridivittatus 26, 36, 48 y 53 dias de edad.
En 120 de 132 muestras de suclo se encontraron 21
aislamientos de Metarhizium y Beanveria y ninguna con
nematodos entomopatdgenos. B. bassiana comercial,
B9 y B10 causaron ¢l 100 % de mortalidad en adultos
en 4y 4,3 dias. M. anisopliae M6 y M7 causaron el 94 %
y 97 % de mortalidad a los 4,3 y 5 dias. Steinernema sp.
UNS09 causé 65 % de mortalidad sobre larvas de 48
y 53 dias de edad en siete dias. No hubo diferencia
entre Steinernema UNSQ09 y Heterorhabditis UNH16.
Steinernema sp. UNS09 causé 85,7 % mortalidad a larvas
de 53 dias y 81,9 % y 81,1 % a larvas de 36 y 26 dias y
Heterorhabditis sp. UNH16 con 79 %, 81 %y 75,4 %
de mortalidad sobre larvas de 36, 26 y 56 dias a los sicte
dias. En sintesis, los hongos y nematodos entomopatégenos
pueden considerarse como alternativa de manejo de larvas
de C. viridivittatus.

Palabras clave: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae,
Steinernema, Heterorhabditis, hongos entomopatdgenos,
control de plagas, aislamiento
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Introducciéon

El picudo de los citricos, C. viridivittatus Guérin-Méneville
1855, es considerado una de las principales especies-plaga
de los citricos en Colombia. Se encuentra distribuida en
los departamentos de Antioquia, Caldas, Cundinamarca,
Quindio, Risaralda, Santander, Tolima y Valle del Cauca
(O’Brien y Penia 2012).

Segin Cano et al. (2002), el adulto permanece en promedio
entre 9y 12 meses, se alimentan de hojas del tercio medio
de las ramas durante todo el dia, realizando cortes irregulares
en las médrgenes de las hojas, ovarios, pétalos y frutos recién
formados. Se ha observado dafio en hojas nuevas y viejas
ubicadas en la parte media inferior externa del arbol. Las
posturas en campo no son faciles de detectar, aunque la
hembra las pega entre dos hojas. Las pérdidas ocasionadas
por dafo foliar se estiman mayores al 50 % en arboles
jovenes y hasta 15-25 % en drboles en produccién (Roa
2001).

Las larvas recién emergidas caen al suelo, se profundizan
¢ inician el proceso de alimentacién sobre la corteza y
el interior de las raices jévenes, durante 5-10 meses, lo
que causa debilitamiento de la planta, disminucién del
crecimiento, muerte de brotes terminales, reduccién del
tamafio de frutos, floraciones abundantes y bajo porcentaje
de formacién de frutos (Roa et al. 2001; Cano et al.
2002). Ademas, las heridas que ocasionan favorecen el
ingreso de hongos causantes de pudriciones, Ceratocystis
fimbriata, Rosellinia spp. y Phytophthora spp., lo que
reduce el ciclo productivo y genera el deterioro de las
plantaciones en dos o tres afios (Roa 2001).

Desde el afio 1995 se han registrado aumentos de la
poblaciéon de C. viridivittatus en los departamentos
del Qujndio, Valle del Cauca, Tolima, Antioquia,
Cundinamarca y Risaralda, en cultivos de lima dcida Tahiti,
Citrus reticulata L., naranja valencia, Citrus sinensis L.
Osbeck y otros citricos (Roa 2001). Desde entonces, las
recomendaciones de manejo se han enfocado principal-
mente en el uso de insecticidas para controlar las poblaciones
de adultos y como disuasores de la oviposicion, lo que
ocasiona desequilibrio ambiental, y reduce las poblaciones
de los principales enemigos naturales, que se refleja en
el aumento de adultos capturados por drbol de 1 a 20
individuos y con la posibilidad de adquirir resistencia a
los insecticidas usados (Cano 2000).

Entre las opciones para el manejo de poblaciones de
adultos y larvas de varias especies de curculiénidos-
fitéfagos que cumplen gran parte de su ciclo de vida en
el suelo como Diaprepes abbreviatus en citricos (Duncan
y McCoy 1996; Bullock et al. 1999) y el picudo de los
vifiedos Otiorhynchus sulcatus (E.) (Bedding y Miller
1981; Simons 1981; Shanks y Agudelo-Silva 1990),
los hongos y nematodos entomopatégenos, habitantes
naturales del suclo, ofrecen gran potencial para el control
biolégico de los primeros estadios larvales (McCoy
etal. 2003).

Hongos entomopatégenos como Beauveria bassiana
(Balsamo) Vuilleminy Mezarbizium anisopliae (Metchnikoft)
Sorokin y nematodos de los géneros Steinernema y
Heterorhabditis, estos ultimos poseen una asociacién
mutualista con bacterias de los géneros Xenorbabdus y
Photorhabdus, que conservan en su intestino (Kaya y
Stock 1997) y son considerados como la tnica herra-
mienta disponible para el control de larvas de la especie
D. abbreviatus en plantaciones de citricos del estado de
la Florida, en Estados Unidos (McCoy et al. 2003).

En Colombia, solo se conoce el registro de entomopatdgenos
asociados a C. viridivittatus realizado por Cano et al.
(2002), quienes mencionan los hongos entomopatdgenos
M. anisopliaey B. bassiana aislados naturalmente de larvas,
adultos y pupas en los departamentos de Quindio y
Tolima. Con nematodos, los mismos autores solo hacen
referencia al hallazgo de un adulto sin emerger del suclo
afectado posiblemente por un Heterorhabditis.

Ante la escasez de trabajos cientificos que contribuyan
ala implementacién de programas de manejo integrado
con microorganismos de las poblaciones de C. viridivittatus
en campo, se propuso realizar el reconocimiento de
hongos y nematodos entomopatégenos presentes en el
suelo de tres fincas productoras de citricos del municipio
de Caicedonia y evaluar la patogenicidad de cuatro
aislamientos nativos de B. bassiana y M. anisopliae sobre
adultos y tres aislamientos nativos de Steinernema sp. 'y
uno de Heterorbabditis sp. sobre larvas en laboratorio.

Materiales y métodos

El estudio se realizé entre enero de 2009 y marzo de
2011 en la Universidad Nacional de Colombia, sede
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Palmira, Valle del Cauca, Colombia (1.001 msnm,
3° 34’ 60,0” N 76° 15’ 0,0” O; temperatura promedio
23,5 °C; humedad relativa del 77 %; precipitacién anual
de 1.174 mm; evaporacién de 1.640,4 mm por afio) en
alianza con la Corporacién Colombiana de Investigacion
Agropecuaria (Corpoica) CI Palmira en el marco
del proyecto de manejo integrado de C. viridivittatus
financiado por el Ministerio de Agricultura y Desarrollo
Rural (MADR) y tres fincas productoras de citricos del
municipio de Caicedonia.

Colecta de muestras

Las muestras de suelo se colectaron aleatoriamente en tres
fincas productoras de citricos ubicadas en el municipio
de Caicedonia: Las Brisas, lote 14: 4° 23’ 48.00” N 75°
50" 58.44” O a 1.067 msnm y lote 11: 4° 23’ 29.93” N
75° 50’ 42.59” O a 1.092 msnm; Casa Brava, lote 5:
4°21’48.72"N-75°50°40.18”0O a 1108 msnm; y El Recreo,
lote 5:4° 19’ 31.63” N 75°49° 29.88” O a 1.182 msnm.

De cada finca se seleccionaron diez sitios al azar y de
cada uno se tomaron de tres a cinco muestras de suelo
con un barreno de 10 cm de didmetro, a una distancia
de 30 m aproximadamente, 30 cm de la base del tallo de
los arboles y una profundidad 40 cm. Entre muestras,
el barreno se limpid con agua y después se sumergi6 en
una solucién de hipoclorito de sodio (NaClO) al 5% y
se seco al aire para prevenir contaminacién entre muestras.
El suelo se mezclé completamente y se coloc6 en una bolsa
pléstica previamente rotulada con toda la informacién
pertinente a cada muestra.

Aislamiento, identificacién y reproduccién de
entomopatdgenos

Las muestras de suelo de cada sitio se mezclaron y se
procesaron diez submuestras de 300 g, con diez larvas de
Diatraea saccharalis en altimo instar larval (Fabricius)
(Lep: Pyralidae) como insecto-trampa y se almacenaron
a temperatura ambiente (25 + 3 °C y HR 65 + 5%)
durante sicte dias de acuerdo a la metodologia de
Zimmerman (1986). Cada muestra se proces tres veces.

A partir de las larvas de D. saccharalis que se utilizaron
como cebo, se seleccionaron las larvas que presentaron
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signos de infeccién por hongos entomopatégenos, se
desinfectaron con hipoclorito de sodio al 1% durante
tres minutos y tres lavados con agua destilada estéril
(ADE). Se secaron en toalla estéril, se sembraron en
Sabouraud dextrose agar (SDA) en cdmara de flujo
laminar y se incubaron a 27 °C durante siete dias. Los
hongos se aislaron y purificaron en (SDA) a 27 + 2 °C
bajo condiciones de luz natural. La identificacién se
realizé con el uso de claves taxonémicas de acuerdo a las
caracteristicas morfoldgicas de las conidias (Hanlin 1990;
Barnett y Hunter 1998; Leslie y Summerell 2006). El
almacenamiento se efectud en glicerol al 10% a 20 °C.
La produccién masiva se realizé en el laboratorio en
botellas con arroz precocido (Vélez et al. 1997).

Aislamiento, identificacién y multiplicacion de
nematodos entomopatégenos (NEP)

Las muestras de suclo previamente humedecido de cada
sitio se mezclaron y se tomaron diez submuestras de 300 g.
A cada una se le adicionaron diez larvas de ultimo
instar larval de D. saccharalis y se almacenaron a
temperatura ambiente (25 + 3°C y HR 65 + 5%)
durante siete dias de acuerdo al método descrito por
Bedding y Akhurst (1975). Las larvas se revisaron cada
dos dias. Las larvas muertas de cada muestra se revisaron
y se colocaron en trampas White para la colecta de los
infectivos juveniles (IJS) y se reemplazaron por larvas
sanas. Los IJS recuperados se decantaron tres veces con
agua destilada estéril (ADE) y se desinfectaron con
formaldehido al 0,001 %. Posteriormente, se sometieron a
los postulados de Koch para comprobar su patogenicidad
utilizando larvas sanas de ultimo instar larval de
D. saccharalis. La identificacién de los nematodos
entomopatdgenos se realizé con la clave taxonémica de

Kaya y Stock (1997).

Seleccién de hongos entomopatégenos

Teniendo en cuenta que el tamano de las conidias es una
caracteristica importante para la produccién masiva, se
seleccionaron dos aislamientos de cada género de hongo,
uno con conidias pequefias y otro con grandes de
M. anisopliae Corpoica M6, Corpoica M7 y de B. bassiana
Corpoica B9 y Corpoica B10. El largo y ancho se midié
con la ayuda del software Nikon Image Analyzer v. 2008
(tabla 1).
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Tabla 1. Promedio de ancho y largo de conidias 8. bassiana y M. anisopliae

Codigo Largo Ancho Finca
1 Corpoica M1 7,00 2,81 El Recreo
2 Corpoica M2 6,59 2,54 El Recreo
3 Corpoica M3 6,35 2,38 Casa Brava
4 Corpoica M4 6,32 2,88 El Recreo
5 Corpoica M5 6,03 2,36 Casa Brava
6 Corpoica M6 7,06 2,54 Casa Brava
7 Corpoica M7 552 2,60 Las Brisas
8 Corpoica M8 7,21 3,35 Casa Brava
9 Corpoica M9 6,85 2,96 Casa Brava
10 Corpoica M10 7,08 3,35 Casa Brava
11 Corpoica M11 6,40 3,05 El Recreo
12 Corpoica M13 6,30 2,73 Casa Brava
13 Corpoica M14 3,12 1,52 Casa Brava
14 Corpoica B7 6,03 2,36 El Recreo
15 Corpoica B8 2,98 244 El Recreo
16 Corpoica B9 7,06 2,54 El Recreo
17 Corpoica B10 2,62 2,21 Las Brisas
18 Corpoica B11 2,53 1,93 Las Brisas
19 Corpoica B12 2,80 2,34 Las Brisas
20 Corpoica B13 2,59 2,10 Las Brisas
21 Corpoica B14 2,48 2,01 Las Brisas

Nota: Corpoica B: B. bassiana'y Corpoica M: M. anisopliae
Fuente: Elaboracién propia

Adultos de C. viridivittatus

Los adultos de Compsus sp. recién emergidos se colectaron
de trampas de emergencia tipo cono (Cardona 2010),
instaladas en cada una de las fincas seleccionadas del
municipio de Caicedonia (Las Brisas, El Recreo y Casa
Brava) y trasladados al laboratorio. Antes de realizar
su confinacién en bandejas pldsticas (20x20x20 cm),

se realizé el proceso de confirmacién taxondmica de la

especie con el uso de la clave para la identificacion de
adultos descrita por O’Brien y Pefia (2012).

Los adultos se alimentaron con hojas frescas de limén
pajarito, C. aurantifolia (Christ.), previamente desin-
fectadas con una solucién de hipoclorito al 3% y para
oviposicion se le adicionaron tiras de 1 cm de anchox 3 cm

de largo de papel Parafilm”.
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Cria de larvas C. viridivittatus

La cria se establecié en el laboratorio de insectos de la
Universidad Nacional de Colombia, sede Palmira, con
temperatura de 23 °C + 5 y humedad relativa de 66% + 7
a partir de posturas colectadas de los adultos confinados
en laboratorio y previa identificacién de la especie.
Se revis6 diariamente la presencia de posturas para su
seguimiento y desarrollo en cdmaras de emergencia
consistentes en bandejas pldsticas (20x20x20 cm),

tapa con un drea cubierta de muselina para permitir el
intercambio de oxigeno y papel toalla para prevenir la
acumulacién de humedad y facilitar la limpieza de la
unidad de cria.

Las larvas recién emergidas (figura 1a) se distribuyeron
en vasos plasticos de 23 onzas con 10 g de arena estéril
(120°C durante 15 minutos) y trozos de zanahoria durante
70 dias (figura 1b y ¢). El suministro de alimento se realizd
cada tres dfas.

Fotos: P Zuluaga

Figura 1. a. Larvas recién emergidas de Compsus viridivittatus; b. Larvas de C. viridivittatus con zanahoria; c. Larvas de cria de larvas de C viridivittatus en laboratorio.

Patogenicidad de hongos entomopatégenos
sobre adultos de C. viridivittatus

Se evalud la patogenicidad de cuatro aislamientos nativos
de B. bassiana y M. anisopliae, un testigo comercial de
B. bassiana a una concentracién estindar de 1x1010
esporas/ml. El tratamiento testigo fue agua destilada
estéril (ADE). Los hongos se multiplicaron en arroz
precocido y las conidias se cosecharon a los 25 dias
en una solucién de Tween® al 1%. Las suspensiones
se homogenizaron con vértex durante cinco minutos.

© 2015 Corporacion Colombiana de Investigacién Agropecuaria

La cuantificacién de esporas se realizé con un hematoci-
metro mediante diluciones seriales hasta obtener la
concentracién éptima para conteo. La viabilidad de las
conidias se determiné antes de cada ensayo, sembrando
0,1 ml de la concentracién 1 x 10" sobre placas de SDA
¢ incubados a 27 + 2 °C. La germinaci6n se evalué 12
horas después. El porcentaje de germinacién se determiné
del conteo de 100 esporas a una magnificacién de 40x y
tres repeticiones, de acuerdo a la metodologia de Vélez

etal. (1997).
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Los insectos se desinfectaron en una solucién de hipoclorito
de sodio al 3 % durante tres minutos y tres lavados sucesivos
con ADE y su posterior secado se hizo en toallas de
papel estéril. El tratamiento consistié en la inmersién
de diez insectos en cada solucién de hongo con una
concentracion de 1x1010 esporas/ml e individualizados
en vasos plasticos (3x2x2 c¢m), con un disco de papel
estéril y una rama con hojas de limén pajarito. El trata-
miento control contd con el mismo nimero de insectos
inoculados con ADE. El disefio experimental fue de
bloques al azar y tres repeticiones en el tiempo.

La evaluacién se realizé diariamente durante cinco dias
y se adiciond alimento nuevo cuando fue necesario. Se
registraron individuos vivos o muertos con o sin signos
de micosis, los cuales se individualizaron en cimaras
himedas en vasos plisticos con papel toalla estéril y
humedecida con ADE hasta observar la esporulaciéon
del hongo para confirmar el agente causal de la muerte.

Los datos obtenidos se examinaron mediante un andlisis
de varianza y los promedios se compararon con la prueba
de rango multiple de Duncan (SAS Institute 2003).

Patogenicidad de nematodos entomopatdgenos
nativos sobre larvas

Los nematodos entomopatdgenos se reactivaron sobre
larvas de dltimo instar de D. saccharalis siguiendo la
metodologfa de Kaya y Stock (1997); se almacenaron
en nevera a una temperatura de 6-7 °C mdximo ocho
dias antes de la inoculacién.

Los aislamientos nativos de Steinernema sp. UNPS09,
UNPS12 y UNPO1 fueron obtenidos en trabajos previos
de reconocimiento realizados por Caicedo et al. (2011)
y Méndez, Riascos y Caicedo (2011), quienes identificaron
el género con la clave de Kaya y Stock (1997).

Se realiz6 un primer ensayo para evaluar la patogenicidad
sobre larvas de C. viridivittatus de 48 y 53 dias de edad.
La unidad experimental consistié de un vaso (23 oz) con
40 g de arena estéril, un trozo de zanahoria, una larva de
C. viridivittatus (desinfectada previamente con hipoclorito
de sodio al 3%, durante 3 minutos y 3 lavados con
ADE) y una concentracién de nematodos, 1.000 IJS/ml
de cada aislamiento. Los nematodos se aplicaron en el
centro del sustrato. Al tratamiento testigo se le adicioné

un ml de ADE.

Cada tratamiento conté con diez larvas por aislamiento
y tres repeticiones en el tiempo, en un diseno de bloques
al azar. Se evalud el nimero de larvas vivas o muertas
diariamente durante siete dias. Los datos obtenidos se
analizaron mediante un analisis de varianza y los promedios
se compararon con la prueba de rango multiple de Duncan
(SAS Institute 2003).

Evaluacion de Steinernema sp.y Heterorabditis sp.
sobre larvas de C. viridivittatus

Se selecciond el aislamiento del género Steinernema sp.
que causé el mayor porcentaje de mortalidad a las
larvas de C. viridivittatus. El aislamiento UNSQ9 fue el
seleccionado y se adiciond el nematodo nativo del
género Heterorabditis sp. UNH16 sobre larvas de 53, 36
y 26 dias.

La unidad experimental fue la misma del ensayo pero con
dos concentraciones de nematodos, 500 y 4.000 IJS/ml
de cada aislamiento; los nematodos se aplicaron en el
centro del sustrato; y al tratamiento testigo se le adicioné

un ml de ADE.

Cada tratamiento conté con diez larvas por aislamiento
y tres repeticiones en el tiempo en un disefio de bloques
al azar. Se evalué el nimero de larvas vivas o muertas
diariamente durante sicte dias con la concentracién
de 4.000 IJS/ml y nueve dias con la concentracién de
500 IJS/ml. Los datos obtenidos se analizaron mediante
un andlisis de varianza y los promedios se compararon
con la prucba de rango multiple de Duncan (SAS
Institute 2003).

Resultados
Aislamiento de hongos entomopat6genos nativos

Se colectaron 132 muestras de suelo, de las cuales 120
resultaron positivas para hongos entomopatégenos.
Se recuperaron 21 aislamientos, 13 de M. anisopliae y
8 de B. bassiana. Esta tltima se recuperé en mayor
proporcidn de la finca Las Brisas con cinco aislamientos
y tres de la finca El Recreo. M. anisopliae se recuperd
principalmente de la finca Casa Brava (tabla 1).

La recuperacién de NEP de las muestras de suelo fue
negativa en todas las muestras procesadas. No fue posible
obtener larvas de D. saccharallis con sintomatologfa de
infeccién de NEP, en cambio, predomind la sintomatologfa
por hongos entomopatédgenos.
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Evaluacién de patogenicidad de hongos
entomopatdgenos sobre adultos de C. viridivittatus

C. viridivittatus resultd susceptible a todos los aislamientos
de hongos entomopatégenos evaluados (figura 2a) y no se
observé diferencia significativa entre los aislamientos
evaluados. El 100 % de mortalidad se present6 con las

cepas Corpoica B9, Corpoica B10 (figura 2b) de las
fincas El Recreo y Las Brisas y la cepa comercial de
B. bassiana en un tiempo de 4 y 4,3 dias, respectiva-
mente. Las cepas Corpoica M6y Corpoica M7 (figura 2c)
de M. anisopliae de las fincas Casa Brava y Las Brisas
causaron mortalidades de 94% y 97 % a los 4,3 y 5 dias,
respectivamente.

Fotos: P Zuluaga

Figura 2. a. Adulto C. Viridivittatus sano; b. Adulto C. viridivittatus con B. bassiana; ¢. Adulto C viridivittatus con M. anisopliae.

Patogenicidad de NEP sobre larvas de
C. viridivittatus

Los tres aislamientos nativos de nematodos entomopa-
togenos del género Steinernema fueron capaces de causar
mortalidad sobre larvas de C. viridivittatus (figura 3a).
Este es el primer registro de evaluacién de aislamientos
nativos de nematodos entomopatdgenos sobre larvas

del picudo de los citricos obtenidas en crfa de laboratorio

(figura 3b).

No se presentaron diferencias entre los aislamientos de
Steinernema evaluados. El aislamiento UNS09 causé el 65 %
de mortalidad sobre larvas de 48 y 53 dias de edad, 7 dias
después de inoculados. Los aislamientos UNSO1 y UNS12
causaron 56% y 42,5% de mortalidad, respectivamente.

Fotos: P. Zuluaga

Figura 3. a. Larva de C viridivittatus sana de 53 dias; b. Larva infectada por Steienernema sp.
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Evaluacién de patogenicidad de Steinernema sp.
y Heterorbabditis sp.

Los aislamientos de los dos géneros de NEP fueron capaces
de causar mortalidad a las larvas de C. viridivittatus sin
presentar diferencias (figura 4). Steinernema sp. UNS09
causd 85,7 % de mortalidad sobre larvas de 53 dias
(figura 5a), 81,9 % sobre larvas de 36 dfas (figura 5b) y
81,1 % de mortalidad sobre larvas de 26 dias (figura Sc),

respectivamente. Mientras que Heterorhabditis sp.
UNH16 causé 81 %, 79 % y 75,4 % sobre larvas de 36
(figura 6a), 26 (figura 6b) y 56 dias, respectivamente. En
la figura 7 se observa la diferencia en coloracién de las
larvas de C. viridivittatus de diferentes edades de desarrollo
(53,36y 26 dias) causada por la infeccién de los nematodos
entomopatdgenos de los géneros Heterorhabditis y
Steinernema.

90

80 1

50 1

40

Porcentaje de mortalidad

B Het
Bstei
OTestigo

Het Stei

Tratamientos

Testigo

Figura 4. Mortalidad de larvas de C. viridivittatus por Steinernema sp. y Heterorhabditis sp.

Fuente: Elaboracion propia

Fotos: P Zuluaga

Figura 5. a. Larva C viridivittatus de 53 dias edad; b. Larva C. viridivittatus de 36 dias de infectada por Steinernema sp.; c. Larva C. viridivittatus de 26 dias de infectada

por Steinernema sp.

Corpoica Ciencia y Tecnologia Agropecuaria



Corpoica Cienc. Tecnol. Agropecu., Mosquera (Colombia), 16(2): 293-305 julio - diciembre /2015 ISSN 0122-8706

Figura 7. Larvas de 53, 36 y 26 dias infectadas por Heterorhabditis sp. (izquierda) y Steinernema sp. (derecha).

Se destaca que las larvas de 53 dias de edad se observaron  con 60,6 % de mortalidad (figura 8) sicte dias después
como las més susceptibles a las dos especies de nematodos  de inoculados (figura 9).

Entomopatdgenos asociados a citricos y su patogenicidad sobre Compsus viridivittatus Guérin-Méneville (Coleoptera: Curculionidae)
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Figura 8. Susceptibilidad de larvas de Compsus viridivitattus a NEP. Figura 9. Porcentajes de mortalidad en el tiempo.
Fuente: Flaboracién propia Fuente: Flaboracién propia
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Discusion

El hallazgo y la disponibilidad de 21 aislamientos de
hongos entomopatdgenos en tres fincas productoras
de citricos del municipio de Caicedonia (Valle del Cauca),
permiten considerar que las condiciones ecoldgicas
son aptas para su uso como alternativa viable en la
implementacién de programas de manejo integrado de
C. viridivittatus. Esta oferta de hongos contrasta con lo
reportado por Cano et al. (2002), en los departamentos
de %mdio y Tolima, con solo 6 aislamientos de B. bassiana
y M. anisopliae.

Asimismo, los rangos de mortalidad obtenidos de 94 % y
100% sobre adultos de C. viridivittatus con los aislamientos
nativos de B. bassiana y M. anisopliae en un rango de
tiempo de cuatro a cinco dias, supera los obtenidos por
Marin y Bustillo (1997), con B. bassiana sobre adultos
C. viridivittatus quienes obtuvieron un rango amplio
entre 42% y 100 % de mortalidad en un periodo de cinco
a seis dias.

Los resultados de Orozco (2011) contrastan notoriamente
alos obtenidos en este trabajo, al obtener porcentajes de
mortalidad sobre adultos de tan solo 17-19% con M.
anisopliae y de 27-44% con B. bassiana después de 15
dias de inoculacién con concentraciones seriadas de 10%
hasta 10* conidias/ml. Es importante mencionar que los
resultados obtenidos son bajos si se considera, ademads,
que la unidad experimental utilizada constaba de cinco
individuos por tratamiento en lugar de un solo insecto
por unidad experimental, asi como la influencia de las
condiciones bidticas y abidticas como lo menciona Butt
y Goettel (2000).

Rice y Cogburn (1999) evaluaron el aislamiento
22292A de Beaunveria bassiana obtenido de Lissorhoptrus
oryzophilus Kuschel (Coleoptera: Curculionidae), sobre
tres especies de coledptera plagas de granos almacenados:
Sitophilus oryzae (L.) (Coleoptera: Curculionidae);
Rhyzopertha dominica (F.) (Coleoptera: Bostrichidae);
y Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera: Tenebrionidae).
La mortalidad de los adultos fue del 80-100% en un
tiempo de 21 dias después de inoculados. De este ensayo,
se destaca la evaluacién de la emergencia de la progenie
de los adultos que sobrevivieron, la cual se redujo en
83-99 % con la mayor dosis utilizada.

De la misma forma, Truddel et al. (2007) evaluaron
el potencial de seis aislamientos de B. bassiana para el
control del picudo blanco del pine Pissodes strobi (Peck)

(Col: Curculionidae). Dos aislamientos resultaron los

més virulentos con mortalidades de 73 %y 85 % después
de tres semanas de aplicados a una concentracién de
1 x 10 conidias/ml.

Otros autores como Ondiaka et al. (2008) reportaron
mortalidades sobre adultos del picudo de la patata Cylas
puncticollis (Coleoptera: Curculionidae) con aislamientos
de M. anisopliae de 62,5% y 89,2% y con B. bassiana
77,5% y 84,2%. Carballo et al. (2001) evaluaron 12
aislamientos de B. bassiana para el control de adultos
del picudo del aji Anthonomus eugenii y mostraron la
eficiencia del uso de aceite agricola al 3% en la suspension
de conidias, lo que aument$ la mortalidad de 20% al
100 %.

Patogenicidad de Steinernema sp.y Heterorhabditis sp.
sobre larvas de C. viridivittatus

Steinernema sp. UNS09 causé una mortalidad superior
al 80 % sobre larvas de 53, 36 y 26 dias, 9 dias después de
inoculadas. Los resultados contrastan con los obtenidos
por otros autores sobre especies de curculiénidos, como
Shapiro-Ilan (2001) quien evalué la virulencia de 9%
especies de hongos entomopatdgenos y 15 aislamientos
de Steinernema y Heterorhabditis, en condiciones de
laboratorio, sobre larvas del picudo de la nuez Curculio
caryae 'y encontré una mortalidad variable entre 35,5 %
y 55,3 %, posiblemente por la edad de las larvas y la
pérdida de virulencia de los nematodos.

McCoy etal. (2000) mencionan que el producto comercial
BioVector 355 compuesto de IJS de Steinernema feltiae,
para el control de larvas de D. abbreviatus en cultivos de
citricos en La Florida, causé una mortalidad de 57,7 %
en larvas de 35 y 60 dias de edad con una concentracién
de 200 infectivos juveniles/ml, valor muy cercano al
causado por el aislamiento UNPS100 del Tolima sobre
larvas de C. viridivittatus, con 56 % de mortalidad.

Posteriormente, Stuart et al. (2004) evaluaron 12 aisla-
mientos de nematodos y los compararon con BioVector
355 y una mezcla de este con todos los aislamientos.
La mortalidad de las larvas estuvo entre 57,7 y 84,1 %,
siendo el aislamiento comercial y su mezcla los que
presentaron los porcentajes extremos. La baja mortalidad
del producto comercial posiblemente se deba a la
multiplicacién sucesiva del nematodo en condiciones de
laboratorio.

Resultados que contrastan con los obtenidos por Shapiro

et al. (2004a), quienes evaluaron la eficacia de S. riobrave
y S. feltiae para el control de las larvas de Conotrachelus
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nenuphar (Col.: Curculionidae) y un tratamiento
quimico con imidacloprid. De todos los tratamientos,
§. riobrave fue el inico que caus6 una reduccion signifi-
cativa en la emergencia del insecto del 97 %.

En concordancia con los trabajos realizados por diferentes
autores con otras especies de coledpteros, es posible
que existan especies o aislamientos de nematodos mas
patogénicos que los aqui evaluados, por tanto, se debe
considerar la selecciéon de los mejores aislamientos y la
posibilidad de la combinacién de hongos y nematodos
entomopatdgenos para la implementacién de un programa
de manejo integrado.

Las evaluaciones realizadas por Shapiro et al. (2004b),
para determinar el efecto de la combinacién de
microorganismos para el control de larvas de Curculio
caryae (Coleoptera: Curculionidae) con los nematodos
H. indica y S. carpocapsae, los hongos B. bassiana,
M. anisopliae, Pacecilomyces fumosoroseus y la bacteria
Serratia marcescens observaron antagonismo en todas
las combinaciones de patégenos, con excepcién de
H. indica combinado con M. anisopliae, con la cual se
obtuvo un efecto aditivo. Con esto se concluyé que,
dependiendo de la tasa de aplicacién, S. carpocapsae
combinada con B. bassiana o S. marcescens presenta un
efecto aditivo. Mientras que S. carpocapsae (aplicado
solo) causé mayor mortalidad a las larvas de C. caryae
comparado con otros patdgenos aplicados solos.

Se considera que es importante realizar una evaluaciéon
con un mayor nimero de aislamientos nativos provenientes
de diferentes ecosistemas e involucrar otros del género
Heterorbabditis, lo cual podria contribuir al hallazgo de
aislamientos con mayor potencial para el control de larvas
de C. viridivittatus, como lo realizado por Shapiro y
McCoy (2000), quienes evaluaron nueve especies de
nematodos entomopatdgenos y 15 aislamientos de
Steinernema'y Heterorhabditis sobre larvas de D. abbreviatus
de octavo y noveno instar (un afo de edad aprox.) y
mostraron que la especie S. riobrave causé una mortalidad
del 90%, con una concentracién de 500 infectivos/ml
en un periodo de siete dias.

Asimismo, es necesario evaluar la potencialidad de cada
uno de los aislamientos en su condicién ambiental original
en rangos de temperatura entre 15y 30 °C, teniendo en
cuenta que las condiciones ambientales del bioensayo
son contrastantes con la temperatura de origen de cada
aislamiento, lo cual puede influir negativamente en

© 2015 Corporacion Colombiana de Investigacién Agropecuaria

la respuesta de la patogenicidad, como lo mencionan
Grewal et al. (1994) y Shapiro et al. (1999), quienes, al
evaluar aislamientos de H. bacteriophora (HP88 y Hbl),
mostraron una reduccién en la patogenicidad dentro de
rangos de temperatura de 15 a 25 °C.

Glazer (1992) y Shapiro et al. (1999) afirman que existe
un mayor grado de susceptibilidad al ataque por nematodos
entomopatdgenos en larvas jévenes por su sistema inmune
poco desarrollado, lo cual contrasta con los resultados
obtenidos, siendo las larvas de 53 dias de edad las mas
susceptibles al ataque por nematodos.

Se recomienda continuar con la evaluacién de especies y
aislamientos de hongos y nematodos entomopatégenos
con un amplio rango de adaptabilidad tanto a temperatura
como humedad para las aplicaciones en los diferentes
agroecosistemas donde se distribuye el C. viridivittatus
en el pais. Es importante evaluar, ademds de la patogeni-
cidad, las caracteristicas como la capacidad de bisqueda,
dispersidn y persistencia, y la profundidad del suelo, las
cuales son muy atractivas para el control de larvas de
insectos-plaga que permanecen durante largos periodos
en el suelo como las especies de curculiénidos (Schroeder
y Beavers 1987).

Otros autores, como Mannion y Jansson (1992), Ricci
etal. (1996) y Patterson y Lacey (1999), consideran que
la evaluacién de la patogenicidad en laboratorio de los
nematodos entomopatdgenos, es un factor relativo entre
las especies de nematodos, por tanto, es muy importante
completar su evaluacién en condiciones de invernadero
y campo.

Conclusiones

Se destaca la importancia de este primer trabajo en el cual
fue posible comprobar que las larvas de C. viridivittatus
de tres edades diferentes fueron susceptibles a los
aislamientos nativos de Steinernema y Heterorhabditis
evaluados y que presentaron porcentajes de mortalidad
muy similares a los obtenidos sobre especies de la
misma familia. Asimismo, se resalta la importancia de
los aislamientos de hongos entomopatdgenos que causaron
mas del 80% de mortalidad sobre los adultos. La obtencién
y evaluacién de aislamientos de hongos y nematodos
entomopatdgenos es el primer requisito para la imple-
mentacién del programa de manejo de C. viridivittatus,
ante la escasez de alternativas bioldgicas disponibles
para los productores.
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