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RESUMEN

Se evalud el efecto de 6 cepas nativas de
nematodos entomopatégenos (NEP) sobre las
larvas L2 de Phyllophaga elenans. La cepa que
presentd los mejores resultados, Heterorhabditis
sp. CIA-NE-07 fue evaluada a 125, 225, 375, 500
y 625 nematodos.larva’! para determinar su pato-
genicidad sobre larvas L2 y L3 de P. elenans. En
el estadio L2 se observé que a los 7 dias, todas
las concentraciones, con excepcién de la dosis
125 nematodos.larva!, causaron una mortalidad
significativamente mayor que el testigo, en el cual
no se presentaron muertes. A los dias 14,21 y 28
todos los tratamientos inoculados se diferencia-
ron significativamente del tratamiento control,
observandose al dia 30 una mortalidad del 68%
con la dosis mayor utilizada. Se determiné que
la dosis letal media correspondi6 a 475 nema-
todos.larva!. El tiempo letal medio fue de 7,5,
8,5 y 17,5 dias para las concentraciones de 625,
500 y 225 nematodos.larva™!, respectivamente.
La inoculacion con NEP no causd, en el estadio
L3, diferencias significativas entre tratamientos
al dia 7, mientras que a los dias 14, 21 y 28 las
dosis de 500 y 625 nematodos.larva™! presentaron
una mortalidad significativamente mayor que el
control. La mortalidad mayor (24%), se obtuvo
al dfa 30 con la dosis de 625 nematodos.larva’'.
La diferencia observada en los porcentajes de
infeccion entre larvas L2 y L3 puede deberse
a mecanismos de defensa o escape que podrian
actuar en el estadio larval L3 de P. elenans.
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ABSTRACT

Susceptibility ofthe developmentalstages
L2 and L3 of Phyllophaga elenans to a native
strain of Heterorhabditis sp. at greenhouse. The
effect of 6 native entomopathogenic nematodes
(EPN) strains over the 2" instar of Phyllophaga
elenans was evaluated. The nematode strain
with the best results, Heterorhabditis sp. CIA-
NE-07, was evaluated at 125, 225, 375, 500 y 625
nematodes.larva’! to determine its pathogenicity
over the 2" and 3™ instar larvae of P. elenans.
At the 7™ day after inoculation, all doses except
125 nematodes.larvae! caused a significantly
mortality of the 2" instar, in comparison to the
control, in which no deaths occurred. At the 14,
215t, and 28™ day all the inoculated treatments
were significantly different from the control;
the highest dosis caused 68% of mortality at
day 30. It was determined that the median
lethal doses corresponded to 475 nematode.
larvae! and the median lethal time was 7.5, 8.5
y 17.5 days for the 625, 500 and 225 nematodes.
larvae! concentrations, respectively. On day 7,
EPN inoculation on third instar did not present
significant differences among treatments; while
at days 14, 21 and 28 only the 500 and 625
nematodes.larvae™! doses presented a significantly
mortality than the control. The highest mortality
(24%), was obtained at day 30 with the 625
nematode.larvae™! dose. The observed differences
between second and third instars could be due to
defense or escape mechanisms present in the 3™
instar of P. elenans.
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INTRODUCCION

Entre los organismos utilizados en el con-
trol biolégico de plagas agricolas, se encuentran
los nematodos entomopatégenos (NEP), per-
tenecientes a las familias Steinernematidae y
Heterorhabditidae. Estos nematodos son parasitos
obligados de insectos y establecen una simbiosis
con bacterias de la familia Enterobacteriacea pre-
sentes en su tractointestinal. Asi, Steinernematidae
se asocia con bacterias del género Xenorhabdus
y Heterorhabditidae con bacterias del género
Photorhabdus (Kaya y Gaugler 1993, Goodrich-
Blair y Clarke 2007).

Cuando el tercer estadio juvenil infectivo
del nematodo (JI3) encuentra un insecto suscep-
tible, el nematodo invade y penetra al hospedero
dirigiéndose hacia el hemocele del insecto a
través de aberturas naturales (boca, espirdculos,
ano), o por dreas delgadas de la cuticula (en el
caso de los heterorhabditidos). Una vez en el
hemocele, el JI3 libera las bacterias simbiontes
que matan al insecto hospedero en 48 horas por
septicemia. Las bacterias producen antibidticos
que evitan que otros microorganismos colonicen
el cadaver, ademas de servir como fuente de ali-
mento para el nematodo, la bacteria digiere los
tejidos del hospedero proporcionando nutrimen-
tos adecuados para el crecimiento y desarrollo
del nematodo. Los nematodos se reproducen den-
tro de la larva y los juveniles infectivos migran
al suelo en busca de otros hospederos (Kaya y
Gaugler 1993, Uribe-Lorio et al. 2005, Goodrich-
Blair y Clarke 2007).

Los NEP constituyen una opcién para el
control de insectos plaga, ya que tienen un amplio
rango de hospederos, capacidad de busqueda
hacia el hospedero, alta virulencia y pueden ser
producidos comercialmente. Estos organismos
pueden ser aplicados por métodos convenciona-
les, son compatibles con plaguicidas quimicos
y bioldgicos, pueden persistir en el ambiente sin
contaminarlo, no afectan plantas y vertebrados
(Smart 1995, Kaya y Stock 1997, Koppenhofer et
al. 2002, Shapiro-Ilan y Gaugler 2002, Hazir et al.
2003, De Nardo y Parwinder 2003, Koppenhofer
y Fuzy 2008, Stock 2008).
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Se ha realizado numerosas investigaciones
respecto a su aplicacion para el control de plagas
de importancia econdémica (Smart 1995, Shapiro-
Ilan y Gaugler 2002, Hazir et al. 2003, Georgis et
al. 2006, McGraw y Koppenhofer 2008), y varias
especies de nematodos son utilizadas como insec-
ticidas microbianos (Smart 1995, Shapiro-Ilan y
Gaugler 2002, Georgis et al. 2006).

Un grupo de insectos plaga que podria
ser controlado mediante la utilizacién de nema-
todos, son las larvas rizéfagas de coledpteros
(Coleptera: Scarabaeidae) (Koppenhofer et al.
2002, 2006, 2008, Koppenhofer y Fuzy 2003,
Ansari et al. 2006), conocidas como “gallina
ciega” o “‘jobotos”.

En América tropical las especies mas
voraces y dafiinas se encuentran dentro de los
géneros Anomala, Popillia, Macrodactylus,
Cyclocephala, Strategus y Phyllophaga (Morén
et al. 1996). Este ultimo, en Centroamérica se
considera una plaga importante de varios cul-
tivos (King 1984, Abarca et al. 1992, Abarca y
Quesada 1997, Vargas y Abarca 1998, Oviedo et
al. 1999). En Costa Rica se ha determinado que
el tamafo poblacional de larvas de Phyllophaga
spp, alcanza en algunas zonas hasta 20 larvas.m
(Oviedo et al. 1999).

P. elenans es probablemente la especie
mds comin y ampliamente distribuida en Costa
Rica, y presenta un ciclo de vida de alrededor de
2 afios, dependiendo de las condiciones ambienta-
les (King 1984, Solis y Morén 1998, Oehlschlager
et al. 2003). Para controlar esta plaga se utiliza
la siembra de cultivos trampa alrededor de los
campos infectados, la preparacién del suelo, la
adicion de plaguicidas, asi como la colocaciéon de
trampas de luz, trampas con feromonas y el uso
de controladores bioldgicos como Bacillus popi-
lliae, Erwinia sp., Metarhizium sp. y Beauveria
sp. (Chaves et al. 1999, Oehlschlager et al. 2003).
Debido a que hay poca investigacién sobre NEP
para el control de Phyllophaga spp. (Quintero
2003, Koppenhofer et al. 2004, Koppenhofer
et al. 2008), y especificamente respecto a P.
elenans, se planted este trabajo, que tuvo por
objetivo evaluar la susceptibilidad de 2 estadios



RODRIGUEZ et al.: Susceptibilidad de los jobotos a nematodos 173

larvales (L2 y L3) de P. elenans a la aplicacién
de diferentes concentraciones de una cepa nativa
de nematodos entomopatdgenos.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizé en el
Laboratorio de Microbiologia Agricola del Centro
de Investigaciones Agrondmicas.

Cultivo in vivo de los nematodos

Multiplicacién de larvas de Tenebrio mollitor y
Galleria mellonella

Se establecieron pies de cria de los insec-
tos Galleria mellonella y Tenebrio mollitor,
que fueron utilizadas para el cultivo in vivo
de los nematodos entomopatégenos. Larvas y
adultos de Galleria fueron aportadas por el Dr.
William Ramirez Benavides quién los obtuvo a
partir de apiarios contaminados en Miramar de
Puntarenas. Los tenebrios se adquirieron comer-
cialmente. Ambos insectos se reprodujeron en
condiciones de laboratorio, utilizando dietas a
base de miel, germen de trigo, salvado de avena,
harina integral, levadura y leche (Galleria) y a
base de avena (Tenebrio).

Multiplicacién de P. elenans

Las pruebas de susceptibilidad se rea-
lizaron utilizando un pie de cria de P. elenans
establecido en el laboratorio para prevenir el
riesgo de contar con larvas de diferentes especies
(Quintero 2003), asi como para evitar la conta-
minacién con microorganismos adquiridos en el
campo (Vargas y Abarca 1998). Adultos de P. ele-
nans (n=1191) recolectados en la Finca Achotal
del Ingenio CATSA (Liberia, Guanacaste), se
clasificaron por sexo y se distribuyeron en 4 gru-
pos conteniendo cantidades similares de machos
y hembras. Cada grupo se colocé en 1 recipiente
que contenia suelo previamente autoclavado, en
el que se dispuso ademds un frasco con agua y
alimento (hojas de Erythrina sp.). El suelo de
cada recipiente se revisé 2 veces por semana y los

huevos presentes fueron transferidos a recipientes
plasticos de 400 cm?, conteniendo suelo auto-
clavado y 15 dias después a bandejas pldsticas
con arroz germinado con el fin de que las larvas
de primer estadio se alimentaran de las raices
de arroz. Una vez que las larvas alcanzaron el
segundo estadio (L2), se trasladaron a vasos plds-
ticos (una larva por vaso) conteniendo 120 g de
suelo autoclavado, y en cada vaso se coloc una
plantula de maiz como alimento. Cuando estas
larvas alcanzaron su tercer estadio de desarrollo
(L3) fueron mantenidas en los mismos vasos y
cada larva se siguié alimentando con pldntulas
de maiz 2 veces por semana.

Aislamiento de las cepas de nematodos

El aislamiento de nematodos se realiz6
a partir de muestras de suelo provenientes de
diferentes sistemas de produccién en varias loca-
lidades del pais (Cuadro 1). En cada sistema se
tomaron 4 muestras compuestas de 5 submues-
tras recolectadas en forma de zig-zag a una
profundidad de al menos 15 cm. Las muestras
se recolectaron en bolsas de plastico de 2 kg y
se transportaron al Laboratorio de Microbiologia
Agricola.

Para la extraccién de nematodos se
empled el método de Bedding y Akhurst (1975).
Aproximadamente 700 cm?® de cada muestra de
campo se colocd en un recipiente plastico de 900
cm?, sobre la superficie del suelo se colocaron 5
larvas de T. mollitor o G. mellonella como insec-
tos trampa.

Los recipientes se taparon, se invirtieron y
fueron incubados en la oscuridad durante 5 dias
a temperatura ambiente, al cabo de los cuales, se
extrajo el suelo y se revisaron las larvas presentes
en cada recipiente. Se eligieron los cadéveres
que presentaron sintomas de infeccién por NEP,
ausencia de descomposicion, pudricién y fetidez
(Rosa et al. 2000, Stock 2008). Los caddveres que
no presentaron estas caracteristicas se elimina-
ron, aquellos con sospecha de infeccién por NEP,
se colocaron en una trampa de White modificada
por Kaya y Stock (1997). Las trampas se coloca-
ron en la oscuridad y se revisaron diariamente
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Cuadro 1. Aislamiento de cepas nativas de nemdtodos entomopatégenos (NEP) en diferentes localidades y sistemas de

produccién.
Localidad Coordenadas Sistema de produccion Muestras Cédigo de la cepa
geograficas positivas
Aserri 1/Finca orgdnica 9°46’ 00”N Café arbolado 1 CIA-NE-01
84708007 O Parche arbolado 1 CIA-NE-02
Aserri 2/Convencional-Bajos 9°46’ 00”’N Café arbolado 2 CIA-NE-03, CIA-NE-04
insumos 8470870570 Parche arbolado 0 -
Zarcero 1/ Finca orgdnica 10°12* 5°N Culantro 1 CIA-NE-05
847240270 Parche arbolado 1 CIA-NE-06
Zarcero 2/Transicién a orgdnico  10°11" 5N Arracache 0 -
8472370570 Barbecho 0 -
Cerca arbolada 1 CIA-NE-07
Pococi/Finca orgdnica con una 10°14° 00N Yuca parcela orgdnica 1 CIA-NE-08
parcela convencional 8474470570 Yuca parcela convencional 1 CIA-NE-09
Reserva 3 CIA-NE-10, CIA-NE-11,
CIA-NE-12

hasta la emergencia de los nematodos, el agua que
contenia los nematodos se almacend a tempera-
tura ambiente en frascos de cultivo celular a una
densidad de 1000 a 2000 nematodos.ml™!.

Multiplicacion de los NEP

Para la realizacion de los ensayos de sus-
ceptibilidad, los nematodos se cultivaron en el
ultimo estadio de G. mellonella y los juveniles
emergentes se cosecharon 10 a 14 dias después.
Los juveniles infectivos (JI3), empleados en los
experimentos fueron almacenados a temperatu-
ra ambiente por no mds de 15 dias antes de su
utilizacion.

Seleccion de cepas para los ensayos
de susceptibilidad

Con el fin de seleccionar una cepa capaz
de infectar P. elenans, se realiz6 una prueba pre-
liminar en la que se determind la capacidad de
los aislamientos CIA-NE-02, CIA-NE-03, CIA-
NE-07, CIA-NE-08, CIA-NE-09 y CIA-NE-12
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(Cuadro 1), para infectar larvas de P. elenans en
segundo estadio larval (L2). Cada larva se colocd
individualmente en un vaso plastico que contenia
120 g de suelo previamente autoclavado a 121°C
durante 1 hora, y se le agregé 5 ml de la dosis de
50 nematodos.ml! (250 nematodos.larva™), 10
larvas (L2) se utilizaron por cada cepa, a cada
larva del tratamiento testigo se adiciond 5 ml de
agua destilada. Se realizaron revisiones diarias
hasta el dia 15 después de la inoculacién. Las
larvas muertas se colocaron en trampas de White,
para determinar presencia de NEP. Se eligi6 la
cepa que causd la muerte de la mayoria de las
larvas inoculadas.

Efecto de 5 concentraciones de la cepa
promisoria sobre larvas de segundo estadio
(L2) y tercer estadio (L.3) de P. elenans

Se evaluaron las concentraciones de 125,
225, 375, 500 y 625 nematodos.larva’!, utili-
zando un disefio de bloques completos al azar.
Cada tratamiento se replicé 5 veces y la unidad
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experimental consistié en 5 larvas de P. elenans
del segundo estadio (L2) o tercer estadio (L3),
seguin correspondiese. Las larvas se colocaron en
vasos pldsticos con 120 g de suelo previamente
autoclavado.

Cada vaso se inocul6 con 5 ml de la sus-
pensiéon de nematodos correspondiente a cada
tratamiento. En el caso del testigo se adicionaron
solamente 5 ml de agua destilada estéril. Los
vasos colocados en bandejas pldsticas se man-
tuvieron en bolsas de polietileno a temperatura
ambiente. Las larvas se revisaron todos los dias
durante los 30 dias del ensayo. Cada larva muerta
se colocd en una trampa de White para corrobo-
rar la infeccién por NEP.

Se determiné el porcentaje de mortalidad,
el Tiempo Letal Medio (TL,) para cada una de las
concentraciones y mediante un andlisis de regre-
sién la Dosis Letal Media (DL) a los 8 dias.

Analisis estadistico

Para la evaluacion del efecto de la aplica-
cién de diferentes concentraciones del nematodo
Heterorhabditis sp. sobre P. elenans, se utilizd
un disefio de bloques completos al azar con 5
repeticiones. La unidad experimental consisti6 de
5 larvas. El porcentaje de mortalidad obtenido a
los 7, 14,21 y a los 28 dias se transformé median-
te el arcoseno de la raiz cuadrada y se realizé un
analisis de varianza (ANDEVA) con los datos
transformados para un nivel de significancia de
p<0,05. Para la separaciéon de medias se utilizd
LSD Fisher (p<0,05). Se utiliz6 el paquete esta-
distico Infostat (2001).

RESULTADOS Y DISCUSION
Aislamiento de las cepas de nematodos

Se extrajo NEP a partir de 9 de los 12
agroecosistemas estudiados (Cuadro 1) y en las 5
localidades evaluadas. Esta alta presencia de NEP
puede deberse a que los sistemas muestreados
son en su mayoria cultivos de manejo orgdnico
(Cuadro 1), o convencional con muy bajos insu-
mos (sistema yuca convencional y sistema café

arbolado). En estos sistemas el aporte de insu-
mos orgdnicos producto de la actividad agricola,
aunado a la ausencia o poco uso de agroquimicos,
puede favorecer la presencia de insectos hospe-
deros y por ende la presencia de nematodos. Al
respecto, Mracek et al. (1999) y, Mracek et al.
(2005) indican que la presencia de nematodos
podria estar influenciada por la abundancia de
insectos hospederos adecuados.

Evaluacion de diferentes cepas de nematodos
entomopatégenos

De las 6 cepas utilizadas (CIA-NE-02,
CIA-NE-03, CIA-NE-07, CIA-NE-08, CIA-
NE-09 y CIA-NE-12) tnicamente 2 causaron,
bajo las condiciones evaluadas, mortalidad en
L2 de P. elenans, la cepa CIA-NE-07 aislada
del sistema “cerca arbolada”, caus6 la muerte de
6 de las 10 larvas inoculadas, mientras que la
cepa CIA-NE-09 provocé mortalidad solamente
en 2 larvas. Todas las larvas estudiadas habfan
causado la muerte tanto de Galleria como de
Tenebrio en condiciones de laboratorio. Al pare-
cer los jobotos han desarrollado, producto de la
co-evolucién con microorganismos patégenos del
suelo, una serie de conductas y de caracteristicas
morfoldgicas y fisioldgicas que pueden impedir
la infeccién por nematodos; asi, factores como
conducta evasiva de las larvas, poca emisién de
CO,, defecacion frecuente, presencia de estruc-
turas en los espirdculos, membrana peritréfica
densa y fuerte sistema inmune, han sido sefiala-
dos como factores que restringen la infeccién de
los jobotos por nematodos (Koppenhofer y Fuzy
2003, Koppenhofer et al. 2004). Por otro lado, la
interaccién entre el nematodo y la bacteria con la
larva ha sido también sugerida, factores como la
capacidad de penetracién del nematodo, la toxi-
cidad y multiplicacién de la bacteria, varfan de
un sistema nematodo-bacteria a otro (Ruisheng y
Grewal 2007, Ansari et al. 2008).

La cepa CIA-NE-07 fue clasificada como
Heterorhabditis sp. debido a la pigmentacion
roja que adquirieron los caddveres de P. elenans
(Figura 1), ademds por la presencia de un diente
esclerotizado en la region anterior del cuerpo,
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Fig. 1.

Larvas de Phyllophaga elenans estadio L3 infecta-
das con la cepa Heterorhabditis sp. (CIA-NE-07).
a. Larva sin aplicacion de nematodos. b. Larva 24
h. después de inoculada con nematodos. c. Larva
48 h. después de inoculada con nematodos.

endotoquia matricida, bursa bien desarrollada en
los machos, produccién de hermafroditas en la
primera generacién y de machos y hembras en
la siguiente generacion, todas las caracteristicas
concuerdan con lo encontrado por otros autores
para este género (Kaya y Stock 1997, Gémez et
al. 2001, Nguyen y Hunt 2007, Stock 2008). La
descripcién del nematodo CIA-NE-07 serd publi-
cada independientemente. En Costa Rica se ha
descrito unicamente la especie Heterorhabditis
indica, que pertenece a este género (Uribe-Lorio
et al. 2005).

100+

Efecto de 5 concentraciones de la cepa
CIA-NE-07 sobre larvas L2 y L3 de
P. elenans

La mayor mortalidad de larvas en el esta-
dio L2 ocurri6 durante la primera semana después
de la inoculacién, aumentando ligeramente hasta
el dia 22, después del cual, no ocurrié ninguna
muerte. Al dia 7, todas las dosis de nematodos
con excepcion de 125 nematodos.larva™! causaron
una mortalidad significativamente mayor compa-
radas con el testigo, donde no se produjo ninguna
muerte, en las evaluaciones realizadas a los 14, 21
y 28 dias (Figura 2) todos los tratamientos fueron
significativamente mayores que el control. Hacia
el final del experimento, ocurrié un incremento
de aproximadamente un 20% de mortalidad con
respecto al dia 7, asi la mortalidad aumenté de
un 20% a 40% en la dosis de 125 nematodos.
larva!, de un 36% a un 60% en las dosis 225
y 375 nematodos.larval y de un 40% y 48% a
un 68% en las dosis de 500 y 625 nematodos.
larva’!, respectivamente. En el caso del testigo
no ocurri6 mortalidad, lo que indica que las
condiciones en las que se realizé el experimento
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Fig. 2.

Efecto de diferentes dosis de Heterorhabditis sp. CIA-NE-07 sobre larvas L2 de P. elenans. Barras con letras dife-

rentes implican diferencias significativas segiin LSD p<0,05.
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fueron adecuadas para la sobrevivencia de las
larvas. Segun Georgis et al. (2006), un buen con-
trol para jobotos ocurre cuando se obtiene una
mortalidad >70% empleando una tasa menor o
igual a 2,5X10° JLha!, cantidad 10 veces mayor
a la empleada en nuestro estudio.

Con respecto a la dosis letal media (DL5)
o dosis requerida para matar el 50% de las larvas
de P. elenans alos 8 dias, esta correspondid, de
acuerdo a la ecuacién de la curva de regresion,
a 475 nematodos.larva! (Figura 3). El resultado
obtenido en este ensayo fue mayor que el repor-
tado por Power et al. (2009) inoculando larvas
de Popillia japonica con H. bacteriophora. Los
autores encontraron una DL, que varié de 17 a
147 utilizando recipientes que contenian 1,5 g de
suelo y de 127 empleando recipientes con 20 g de
suelo. La menor DL, encontrada en ese estudio
puede deberse a que las larvas se encontraban
excesivamente confinadas en los recipientes uti-
lizados (Power et al. 2009), a la mortalidad pre-
sente en dicho ensayo que varié del 5-10% en el
tratamiento control y a una mayor susceptibilidad
del género Popillia sp. En la literatura disponible
hay pocas investigaciones en las que se reporte la
DL, del estadio L2 ya que, como bien sefialan
Bhatnagar et al. (2004), comtinmente se utilizan
en los experimentos 1 o 2 dosis de nematodos
elegidas arbitrariamente.

Con respecto al tiempo letal medio (TLs)
o tiempo requerido para eliminar el 50% de la
poblacién de larvas de jobotos, se observd que
a medida que se aument6 la dosis de nematodos
utilizada, hubo una disminucion en la TLy, Asf,
para el nivel de 125 nematodos.larva’ no se
logré eliminar el 50% de la poblacién, mientras
que para la dosis de 225 nematodos.larva’l, el
tiempo letal medio fue de 17,5 dias, para la de
500 nematodos.larval fue de 8,5 dias y para
la de 625 nematodos.larva™ el TL, fue de 7.5
dias. Los resultados de este ensayo indican que
si bien no hubo diferencias significativas entre
la mayoria de dosis de nematodos utilizadas, el
tiempo en que se elimind el 50% de la poblacién
varié sustancialmente con la dosis empleada, pro-
bablemente entre mayor sea la densidad de NEP
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Fig. 3. Efecto de la concentracion de Heterorhabditis

sp. CIA-NE-07 sobre larvas L2 de P. elenans en
condiciones de laboratorio 8 dias después de la
inoculacion.

hay una mayor posibilidad de que el nematodo
entre en contacto con la larva o sobrepase los
mecanismos de defensa de esta. Debe estudiarse
si el uso de dosis mds altas que la evaluada (625
nematodos.larva!) causa una mayor mortalidad
de la poblacion de larvas L2 de P. elenans en un
menor tiempo.

Cuando se evalué el efecto de la aplicacién
de diferentes concentraciones de la cepa CIA-
NE-07 sobre las larvas L3 de P. elenans (Figura
4) se observé una mortalidad mucho menor que la
obtenida con las larvas L2 (Figura 2). El porcenta-
je de mortalidad mayor alcanzado al dia 7 fue de
16% para las dosis de 500 y 625 nematodos.larva!
(Figura 4), este valor no se diferencié significati-
vamente de las otras dosis. En el dia 14 después
de la inoculacién la mayor mortalidad se presentd
en el tratamiento de 625 nematodos.larva™ (20%),
que fue significativamente mayor que las dosis 0,
125 y 225 nematodos.larva. A los 21 y 28 dfas
se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos de 500 y 625 nematodos.larva™! y las
dosis 0, 125 y 225 nematodos.larva’ (Figura 4).
A diferencia del estadio L2, en el estadio L3 el
incremento en mortalidad desde el dia 7 al dia 30
fue bajo, inicamente la dosis mds alta presenté un

Agronomia Costarricense 33(2): 171-182. ISSN:0377-9424 / 2009



178 AGRONOMIA COSTARRICENSE

100 ~
90 - . . . .
EDia7 MDial4 [Dia2l [IDia28

80 +

70
S
= 60
<
=
= 50
=
S
= 40 A

J b
30 b b c b
20 4 abcT T a
a abc ab ab
10 A a a a ab a a
a a a @ a a
JELIIEEL el . . .
0 125 225 375 500 625
Nematodos.ml!
Fig. 4. Efecto de diferentes dosis de Heterorhabditis sp. CIA-NE-07 sobre larvas L2 de P. elenans. Barras con letras dife-

rentes implican diferencias significativas segtin LSD p<0,05.

incremento de aproximadamente un 12% (casi el
doble de lo obtenido al dia 7).

En el presente estudio no se logré para
las larvas L3, ain con la dosis mas alta (625
nematodos.larva™'), obtener el 50% de mortali-
dad. En investigaciones realizadas con larvas de
tercer estadio de 12 especies de jobotos (entre
ellas 3 especies de Phyllophaga), Koppenhofér
et al. (2004) encontraron una gran variacion
en la respuesta de las larvas a los NEP, especi-
ficamente P. crinita y P. congrua presentaron
una susceptibilidad menor o igual al 14% a H.
bacteriophora, mientras que en P. georgiana
la susceptibilidad fue de 46%. Quintero (2003)
encontré que el porcentaje de mortalidad ocasio-
nado por Heterorhabditis sp. sobre Phyllophaga
menetriesi fue también bajo, con 31,6 y 21,0%.
Koppenhofer et al. (2008) dedujeron, a partir
de estudios con Phyllophaga georgiana, que se
requerian tasas de 5X10°ha’! de H. zealandica y
H. bacteriophora para lograr un control aceptable
en este estadio larval. Esta tasa es 10 veces mayor
que la empleada en nuestro estudio.
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Existe gran variacion en el efecto de los
NEP sobre larvas del tercer instar de diferentes
especies de jobotos; Grewal et al. (2002) encontra-
ron que H. zealandica fue significativamente mds
virulenta hacia P. japonica que H. bacteriophora,
y H. megidis, con una DL, de 272 Jllarva’,
mientras que para los otros nematodos la DL,
fue mayor de 500. A su vez, los valores de DL,
para A. orientalis y C. borealis empleando las
mismas cepas variaron entre 211 y 860 Jl.larva™.
Valores de DL, de 49 a 785 (Power et al. 2009)
y de 140 a 253 para P. japonica (Koppenhofer et
al. 2006), de 280 a 730 para A. orientalis, 198 a
437 en C. borealis (Koppenhofer et al. 2006), y
de 621 para Rhizotrogus majalis para H. zealan-
dica han sido reportados. Al igual que en nuestro
ensayo, para R. majalis no se pudo determinar la
DL, debido a la baja susceptibilidad de la larva
a las 2 cepas de H. bacteriophora evaluadas.
Por su parte Bhatnagar et al. (2004) reportaron,
utilizando H. bacteriophora una DL, de 14.090
juveniles infectivos sobre larvas del tercer estadio
de Maladera insanabilis.



RODRIGUEZ et al.: Susceptibilidad de los jobotos a nematodos 179

Existen diferencias en el efecto de los
NEP sobre larvas de jobotos de estadios distin-
tos. En esta investigacion, las larvas L2 de P.
elenans fueron mds susceptibles que las larvas
L3 a Heterorhabditis sp., estos resultados coin-
ciden con lo reportado por Lee et al. (2002) en
su trabajo con larvas de A. orientalis inoculadas
con Heterorhabditis sp., quienes encontraron
que el nematodo causé el 100% de mortalidad
del segundo estadio de A. orientalis y unica-
mente el 38% del tercer estadio. Koppenhofer y
Fuzzy (2004) observaron que la susceptibilidad
de A. orientalis a H. bacteriophora decrecié del
primero al segundo y tercer estadio. Ademds,
Grewal et al. (2004) indicaron que el primero o
segundo estadio de P. japonica, en condiciones
de laboratorio, fue menos susceptible que el
tercer a los NEP. Power et al. (2009) en ensayos
de laboratorio y de campo utilizando esta misma
plaga encontraron resultados similares con H.
bacteriophora. Contrariamente, Ansari et al.
(2008) encontraron que H. bacteriophora y H.
indica fueron mas virulentos al tercer estadio que
al segundo de H. philanthus. Por otro lado, no
se observo diferencias en el efecto del nematodo
H. bacteriophora sobre distintos estadios de la
larva P. japonica (Koppenhofer y Fuzzy 2004)
y de los nematodos H. zealandica y H. bacte-
riophora sobre la larva Phyllophaga georgiana
(Koppenhdofer et al. 2008).

De acuerdo a la literatura, las larvas L3
pueden ser menos susceptibles a los nematodos
debido a los siguientes factores: un sistema inmu-
ne que ha desarrollado la capacidad de eliminar
patégenos invasores, conducta evasiva y agresiva
de las larvas L3 que puede reducir el contacto
con los JI desfavoreciendo el ataque de los NEP,
la presencia de una cuticula mds gruesa, alta tasa
de defecaciéon que disminuye la infeccién via
anal, la formacion de celdas en el suelo antes de
pupar que puede reducir el contacto con los NEP
(Gaugler et al. 1994, Koppenhofer y Fuzy 2003,
Ansari et al. 2006, Power et al. 2009), asi como
una reduccién en la alimentacion cuando la larva
llega al estado de prepupa, disminuyendo la posi-
bilidad de penetraciéon bucal de los nematodos,

comportamiento documentado por Koppenhoffer
et al. (2004) para A. orientalis y P. japonica utili-
zando los nematodos S. scarabaei 'y H. bacterio-
phora. Sin embargo, esos mecanismos de defensa
solo han sido descritos en algunas especies de
escarabajos y es probable que su presencia y
grado de expresion varie considerablemente entre
especies de coledpteros (Koppenhdfer y Fuzy
2003) y como sefiala Ansari et al. (2008) la viru-
lencia podria estar relacionada con la interaccién
entre el nematodo y la bacteria con la larva, mas
que a una caracteristica general especifica como
tamafio del cuerpo o aberturas naturales.

A la fecha no se puede hacer generaliza-
ciones sobre el efecto de los nematodos en el ciclo
de vida del insecto y en la susceptibilidad de dife-
rentes insectos (Koppenhofer et al. 2006, Ansari
et al. 2006, Grewal et al. 2002, Ansari et al. 2008)
ya que los mecanismos de interaccién larva-
nematodo-bacteria varfan de un estadio a otro y
de una especie a otra. En el caso de Phyllophaga
se debe realizar estudios para dilucidar los meca-
nismos de accién que hacen al estadio L2 mds
susceptible que L3 y si este comportamiento ocu-
rre para las diferentes especies de Phyllophaga y
de nematodos entomopatégenos.

El conocimiento del efecto de los NEP
sobre los diferentes estadios del insecto tiene
implicaciones pricticas, ya que permitirfa rea-
lizar las aplicaciones en el momento adecuado.
En el caso de P. elenans controlar el joboto antes
del tercer estadio no solo limita el ataque a las
raices de las plantas, sino que el estadio L2 al
ser mas susceptible, es mds propenso a un con-
trol efectivo y como sefialan Koppenhofer et al.
(2006) y Power et al. (2009) la progenie de los
NEP que emergio6 del caddver puede reciclarse en
el campo causando una mortalidad mayor. Estos
resultados deben corroborarse en estudios a nivel
de campo.

CONCLUSIONES

Debido a la gran variabilidad en la interac-
cién nematodo hospedero, es importante deter-
minar no solo la susceptibilidad de larvas de
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diferentes especies al nematodo estudiado, si no
conocer cudl estadio larval es mds susceptible al
efecto de estos.

Para el control de P. elenans utilizando
la cepa CIA-NE-07 de Heterorhabditis sp., las
aplicaciones deben hacerse en forma temprana,
cuando hayan larvas susceptibles (L1 o L2) en el
campo, esto permitiria no solo afectar el estadio
susceptible si no que los nematodos podrian reci-
clarse y causar infecciones secundarias en otros
estadios como el L3.
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