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RELACION ENTRE EL ESTRES Y LAS BACTERIAS
ENTOMOPATOGENAS Pantoea (Erwinia) agglomerans (herbicola) Y
Bacillus cereus EN JOBOTOS (Col: Melolonthidae) (Phyllophaga spp.,

Anomala spp. Y Cyclocephala spp.), EN COSTA RICA1

Edgar Vargas?, Giselle Abarca’

RESUMEN

Relacion entre el estrés y las bacterias entomopato-
genas Pantoea (Erwinia) agglomerans (herbicola) y
Bacillus cereus en jobotos (Col: Melolonthidae) (Phyllo-
phaga spp., Anomala spp. y Cyclocephala spp.), en Costa
Rica. Se determinaron las concentraciones de las unidades
formadoras de colonias (UFC) de las bacterias entomopatd-
genas Pantoea agglomerans'y Bacillus cereus, en los estados
de huevo, larvas, pupa y adulto, de algunas especies de jobo-
tos (Phyllophaga y Cyclocephala), de importancia agricola,
colectadas en cinco agroecosistemas de Costa Rica. Las lar-
vas L3 y L, de Phyllophaga elenans, colectadas en las regio-
nes geograficas estudiadas, fueron portadoras en alto grado
de Pantoea agglomerans y de Bacillus cereus. Los estadios
L3 y L, de Phyllophaga obsoleta, Phyllophaga menetriesi,
Cyclocephala sanguinicollis 'y Cyclocephala castaniella,
procedentes del Valle Central y Pacifico Central, fueron
portadoras de Pantoea agglomerans y Bacillus cereus. Entre
un 60% y 90% de las larvas, en todas las especies de jobotos
estudiadas, Pantoea agglomerans presentd las mayores
concentraciones de UFC, mientras que Bacillus cereus
presentd las més bajas concentraciones. En los estados de
huevo, pupa y adulto Phyllophaga presentd una mortalidad
ocasionada por la infeccion Pantoea agglomerans en un
62%, 80% y 22,5% respectivamente. Se discute ademas, la
posible interaccion antagdnica entre Pantoea agglomerans 'y
Bacillus cereus. En general, en este estudio se observd que
factores como la luz y manipulacion de los instares larvales
fueron los principales causantes de estrés en estos
escarabidos.

ABSTRACT

Relationship between stress and development of
entomopathogenic  bacteria  Pantoea  (Erwinia)
agglomerans (herbicola), and Bacillus cereus in several
species of the white grub complex (Col: Melolonthidae)
(Phyllophaga spp., Anomala spp. and Cyclocephala spp.)
in Costa Rica. Concentrations of Colony Forming Units
(CFU) were determined for two entomopathogenic bacteria
(Pantoea agglomerans and Bacillus cereus), at the egg,
larval, pupal, and adult stages of agriculturally important
Phyllophaga and Cyclocephala white grubs, which were
collected in five agroecosystems in Costa Rica. L, and L5

larvae of Phyllophaga elenans collected in all regions where
the study was conducted were extensive carriers of Pantoea
agglomerans and Bacillus cereu. L, and L; larvae of
Phyllophaga obsoleta, Phyllophaga menetriesi,
Cyclocephala sanguinicollis and Cyclocephala castaniella
found in the Central Valley and Central Pacific regions were
carriers of Pantoea agglomerans and Bacillus cereus
bacteria. In 60% to 90% of larvae in all white grub varieties
studied, Pantoea agglomerans showed greater concentrations
of CFU than Bacillus cereu, which showed the lowest CFU
concentration. Egg, pupal, and adult mortality in all
Phyllophaga species was due to Pantoea agglomerans in
62%, 80% and 22.5% of the cases, respectively. A possible
antagonistic interaction between Pantoea agglomerans and
Bacillus cereus is also discussed. In general, it was noted that
light and larval manipulation were the main stress factors
affecting these scarabids.

INTRODUCCION

Las larvas de algunas especies de escarabidos que
pertenecen a los géneros Phyllophaga, Anomala 'y Cyclo-

cephala, se han convertido en el centro de atencion de
muchos productores e investigadores, debido a que estos
insectos les han ocasionado reducciones econdmicas en
los rendimientos a una amplia gama de cultivos.
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En la naturaleza se ha observado que los jobotos
sufren enfermedades ocasionadas por otros organismos,
desde hace muchas décadas. Entre estos organismos se
han mencionado a las bacterias, las que han sido agru-
padas en formadoras y no formadoras de esporas (Tana-
da, 1963).

Se ha informado sobre la capacidad limitada de so-
brevivencia de bacterias no formadoras de esporas fue-
ra de su hospedero, ya que rapidamente son destruidas
por un efecto de desecacion o por la luz solar (Tanada,
1963). Sin embargo, se ha indicado que pueden sobre-
vivir por periodos largos bajo ciertas condiciones, tales
como suelos hiimedos, cadaveres y heces. También se
ha sefhalado que estas bacterias entomopatégenas son
transmitidas a sus hospederos generalmente porque los
mismos se alimentan de material contaminado con el
entomopatogeno, o a través de canibalismo.

Isakova, 1954, citado por Tanada (1963) observd
que cuando fueron multiplicadas al mismo tiempo tres
especies de bacterias en un medio liquido, éstas resul-
taron mas patogénicas a insectos que cuando fueron re-
producidas individualmente.

Steinhaus, 1958, 59, citado por Tanada (1963), sefia-
16 que las infecciones bacterianas de insectos o infeccio-
nes latentes, frecuentemente han sido causadas por las
mismas especies que habitan en el tracto digestivo de los
insectos sanos, y que estas infecciones fueron manifesta-
das cuando un estrés provoc6 algin desorden en el meca-
nismo homeostatico, lo que condujo a la multiplicacion
anormal de las bacterias en el tracto digestivo; aunado a
esto se incrementd el estrés y permitid que las bacterias
invadieran el hemocelo, provocando la septicemia en la
larva (Bucher, 1981, citado por Shannon, 1994).

El estrés ha sido referido como el estado manifes-
tado en un sindrome o cambios corporales causado por
alguna fuerza, condicion o circunstancia en o sobre un
insecto, o sobre uno de los sistemas fisiologicos o ana-
tomicos, que predisponen al insecto para que se le de-
sarrolle una enfermedad infecciosa latente. El estresor
es cualquier estimulo o sucesion de estimulos, que tien-
dan a romper la homeostasis de las larvas, dependiendo
de las circunstancias y del nivel de intensidad (Stein-
haus, 1958a, 1960b, citado por Tanada, 1963).

Vargas y Abarca (1991), informaron por primera
vez sobre la patogenicidad de Erwinia y Bacillus cereus
en algunas especies de Phyllophaga, en Costa Rica.
Ambas bacterias fueron identificadas posteriormente en
el Laboratorio de Fitopatologia, de la Universidad de
Wisconsin; en el caso de Erwinia como E. agglome-
rans, la cual ha sido recientemente reclasificada como
Pantoea agglomerans por Baird et al, pero para una ra-

za patogena en algoddn (Graham y Hodgkiss, 1967;
Baird, R.E. y Gitaitis, R.D., 1997).

Debido al potencial de los entomopatogenos laten-
tes como medida de combate biol6gico promisorio para
estos escarabidos, y a la carencia de informacion sobre
la distribucion de estos organimos en los agroecosiste-
mas, y el grado en que estos patogenos son portados por
las especies de jobotos, se decidid estudiar en algunas
especies de importancia agricola del complejo de jobo-
tos de Costa Rica, a los entomopatdgenos nativos de es-
tos insectos en agroecosistemas diferentes, y determinar
el grado en que estos organismos son portados por las
especies de jobotos, asi como establecer las relaciones
entre las epizootias causadas por estos patogenos y los
estados del ciclo de vida de estos coledpteros.

MATERIALES Y METODOS

En los sitios ubicados en: Fraijanes, Santa Eulalia,
San Isidro (Alajuela); Potrero Cerrado (Cartago); Fila-
delfia (Guanacaste); Miramar (Puntarenas) y Pérez Ze-
ledon (San José); fueron colectadas larvas del comple-
jo de jobotos en los estadios L, L, y L3, colocadas en
envases plasticos individualmente y trasladadas al labo-
ratorio para los estudios correspondientes. Se utilizaron
un promedio de 150 larvas por muestreo, por cada sitio
de estudio. El recuento de larvas vivas se efectud al in-
greso de estas poblaciones al laboratorio y después ca-
da 24 horas, durante todo el periodo larval, asi como en
los periodos de pupas y adultos.

Una parte de las larvas L de las poblaciones co-
lectadas en las zonas de estudio, fueron preservadas en
KAAD (etanol, acido acético glacial, dioxano y kero-
sene en una proporcion 7:2:2:1, respectivamente) du-
rante ocho horas. Luego, fueron colocadas en etanol al
70% v/v, para su posterior identificacion. El raster y las
estructuras taxonomicas observadas en el estadio L3 de
las larvas y propuestas por King (1985) y Moron (1986,
1988) fueron la base para la identificacion al nivel de
género y especie. En las poblaciones L, L, y la otra
parte de las larvas L3 fueron estudiados los organismos
patdgenos de estos estadios, asi como en las pupas y
adultos que fueron criados en el laboratorio.

Aislamientos de bacterias

Las larvas de estos insectos fueron colectadas y
colocadas con precaucidon en bandejas plasticas dividi-
das en celdas de 4,8 mm X 3 mm X 3,5 mm, con el fin
de disminuir al maximo los efectos adversos que oca-
sionan estrés a estos escarabidos como son el manipu-
leo y la luz. Las larvas L, y L5 fueron sumergidas en un
recipiente de vidrio con agua a punto de ebullicion
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durante un minuto, luego fueron flameadas en alcohol
de 95% v/v, con el fin de finiquitar la limpieza, poste-
riormente con la ayuda de un bistur{ esterilizado fue se-
parada la cabeza del cuerpo, luego éste Gltimo (torax y
abdomen) fue macerado en 5 ml de agua destilada esté-
ril, en un mortero previamente esterilizado. Del liquido
obtenido se rayaron platos con medio de cultivo, basa-
do en agar, papa, dextrosa (PDA), y se incubaron a
26°C durante 72 horas. Se emplearon cuatro repeticio-
nes de platos por larva.

La identificacidn de las bacterias en cada plato pe-
tri, se baso en las caracteristicas morfoldgicas de las co-
lonias, y con la ayuda de un estereoscopio con luz
transmitida por abajo, fue observada la refringencia y
comparada con aislamientos identificados previamente.
La poblacion de unidades formadoras de colonias
(U.EC.) fue estimada mediante una escala visual que
indicaron las concentraciones bajas (1-10 U.F.C.), me-
dias (10-50 U.F.C.) y altas (+50 U.E.C.) por plato petri,
las cuales fueron determinadas en estudios realizados
por Vargas y Abarca (1991).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la zona de Fraijanes, los jobotos fueron identi-
ficados como Phyllophaga obsoleta, Phyllophaga me-
netriesi, Anomala granulipyga, Cyclocephala castanie-
lla y Cyclocephala sanguinicollis. Estas especies se
encontraron ocasionando pérdidas econdmicas princi-
palmente en fresa (Fragaria anannas) y pasto kikuyo
(Pennisetum purpureum) (Abarca y Quesada, 1997).

Las larvas en los estadios L, y L3 de las especies
de jobotos en esta zona de estudio, fueron altamente
portadoras de la bacteria P. agglomerans cuyo porcen-
taje de concentracion de bacteria por larva varid entre
60% y 75%, mientras que los mayores porcentajes de B.
cereus fueron bajos en concentracion por larva (varia-
ron entre 13% y 24%). Sin embargo, las larvas fueron
portadoras de las dos bacterias como se observa en el
Cuadro 1.

En Potrero Cerrado, las larvas L de las especies de
Phyllophaga, fueron altamente portadoras de P. agglo-
merans, principalmente en bajas y altas concentracio-
nes, mientras que B. cereus se presentd en bajas con-
centraciones (Cuadro 1).

Los jobotos asociados a la caha de azicar (Sac-
charum officinarum) pertenecen a la especie predomi-
nante P. elenans en las zonas de Filadelfia, Miramar y
Pérez Zeledon, de las Provincias de Guanacaste, Punta-
renas y San José respectivamente (Cuadro 2). En Mira-
mar la incidencia de otras especies de estos escarabidos
fueron observadas en el siguiente orden descendiente:
P. menetriesi, Anomala spp., P. hondura y P. dasypoda;
entre tanto en Pérez Zeledon se encontrd Ginicamente
Anomala spp. (Cuadro 2).

Las larvas de P. elenans en el estadio L3, proceden-
tes de la zonas de estudio, en general fueron portadoras
en alto grado de P. agglomerans, donde los mayores
porcentgjes ocurrieron en las concentraciones de bajas
a medias, en cambio, B. cereus mostro los mayores por-
centajes en las concentraciones bajas (Cuadro 2).

Cuadro 1. Especies L; del complejo de jobotos (Col: Scarabaeidae) (Phyllophaga, Anomala y Cyclocephala) por-
tadoras de Pantoea agglomerans y Bacillus cereus, segin la concentracién de UFC, en dos cultivos en

Alajuela y Cartago, Costa Rica.

Localidad Cultivo Género y especie Larvas L, portadoras (%)
P. agglomerans Bacillus cereus
A M B A M B
Fraijanes Fragaria anannas Phyllophaga obsoleta 17,5 51,7 10,8 4,1 12,77 2473

Phyllophaga menetriesi
Pennisetum clandestinum Cyclocephala sanguinicollis
Cyclocephala castaniella
Potrero Cerrado Pennisetum clandestinum Phyllophaga obsoleta 33,3 11,1 444

7.4 518 69

Phyllophaga menetriesi

0,0 0,0 137

0,0 00 100

A= Concentracién alta de colonias por larvas.
M= Concentracién media de colonias por larva.
B= Concentracién baja de colonias por larva.
UFC= Unidades Formadoras de Colonias.
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Cuadro 2. Larvas Ly y Ly del complejo de jobotos (Col: Scarabaeidae) (Phyllophaga, Anomola 'y Cyclocephala)
portadoras de Pantoea (Erwinia) agglomerans y Bacillus cereus, segin la concentracién de U.EC. en
cafia de azdcar (Saccharum officinarum), en algunas provincias de Costa Rica.

Localidad Género y especies Larvas L; y L, portadoras (%)
P. agglomerans Bacillus cereus
A M B A M B
Filadelfia, Guanacaste Phyllophaga elenans 5,0 10,0 85,9 0 10 90
38,0 28,6 28,6 0 5 95
16,6 8,3 70,8 0 10 90
35,0 20,0 40,0 0 0- 100
Miramar, Puntarenas Phyllophaga elenans 23,3 53,3 13,3 0 0 100
12,5 20,8 58,3 0 10 90
17,7 29,4 52,6 0 0 100
12,5 0,0 81,3 0 0 100
Buenos Aires, San José Phyllophaga elenans 41,2 294 17,6 0 0 100
20,0 40,0 35,0 0 0 100
9,0 9,0 45,0 0 0 100
Atenas, Alajuela Phyllophaga menetriesi 62,5 0,0 25,0 0 0 100
San Ramoén, Alajuela Cyclocephala lunulata 49,3 7.3 33,7 0 0 100
Carrizal, Puntarenas Phyllophaga obsoleta 7,2 61,8 8.3 0 0 22,5

A= Concentracidn alta de colonias por larvas.
B=  Concentrracion baja de colonias por larvas.
M= Concentracién media de colonias por larvas.
UFC= Unidades Formadoras de Colonias.

En otras regiones caferas como Carrizal de Espar-
za (Puntarenas) y San Ramoén, Santa Eulalia, Atenas
(Alajuela), las larvas en el estadio L5 fueron identifica-
das como P. obsoleta, C. lunulata y P. menetriesi res-
pectivamente (Cuadro 2).

Las larvas de P. obsoleta, C. lunulata y P. mene-
triesi resultaron altamente portadoras de P. agglome-
rans cuyos mayores porcentajes fueron observados en
altas y bajas concentraciones de bacteria por larva; en-
tre tanto el B. cereus fue encontrado en mayor porcen-
taje a bajas concentraciones (Cuadro 2).

En este estudio, las larvas del complejo de jobotos
mostraron que alin en apariencia sana, fueron altamen-
te portadoras de P. agglomerans y B. cereus las cuales
coexistieron dentro de la larva; esta asociacion de bac-
terias fue constante para todas las especies estudiadas,
donde P. agglomerans presentd los mayores porcenta-
jes de bacteria por larva comparado con B. cereus
(Cuadros 1 y 2). También se observd que la concentra-
cion de P. agglomerans en las larvas varid entre las lo-
calidades y los cultivos, pero no entre géneros o espe-
cies. Esto podria estar relacionado con las
concentraciones mas altas de la bacteria en la rizosfera

y con mayor ingestion por la larva al alimentarse de las
raices o de n,ateria organica. Ademaés, los datos obteni-
dos revelaron una relacion estrecha entre estas bacterias
y algunas especies rizdofagas de Phyllophaga, Anomala
y Cyclocephala en los estadios L, y L;. De hecho, esta
relacion y el grado de patogenecidad de P. agglomerans
y B. cereus sobre larvas de Phyllophaga, fue informado
por primera vez por Vargas y Abarca (1991).

La concentracidon de P. agglomerans en las larvas,
vari0 entre la localidad y cultivo pero no entre géneros
0 especies.

Otro aspecto observado fue que cuando los jobotos
fueron sometidos a condiciones de estrés tales como
exposicion a la luz, manipuleo y confinados a espacios
reducidos, manifestaron los sintomas de enegrecimien-
to de los Gltimos segmentos abdominales, paralisis de la
parte posterior del abdomen y pérdida de apetito, oca-
sionados por la enfermedad causada por P.
agglomerans con la consecuente muerte de los mismos
(Figura 1). Asi, las larvas procedentes de Filadelfia
mostraron una mortalidad de 20,7%, 24% y 24% en las
larvas L, L, y L, respectivamente; las de Miramar,
presentaron un 21,5%, 13,5% y 22,4% de mortalidad en
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Figura 1. Sintomas de la enfermedad ocasionada por
P. agglomerans en larvas de jobotos del gé-
nero Phyllophaga spp. (Col: Melolonthi-
dae).

los estadios L, L, y L3, respectivamente y en las de Pé-
rez Zeledodn se observo una mortalidad de 51 %, 16% y
16% en los estadios L, L, y L, respectivamente (Cua-
dro 3).

También, fue evidente el dominio de la enfermedad
causada por esta bacteria cuando se compard con el Ba-
cillus. Todo pareciera indicar que al someter ese alto
porcentaje de larvas portadoras de las bacterias a con-
diciones de estrés, el proceso de la enfermedad fue de-
sarrollado por P. agglomerans debido a un posible efec-
to antagonico de esta bacteria sobre el bacilus. Esto
podria ser respaldado con lo afirmado por Isakova,
1954 y citado por Tanada (1963), cuando ha indicado
que la virulencia e infectividad de las bacterias de la en-
tomofauna, ha sido asociado con las relaciones siner-
gisticas o antagdnicas que ocurren entre ellas.

P. agglomerans no produce esporas, no obstante es
un habitante com@in del suelo, por esta razon ha sido
aislada de larvas de jobotos que se han encontrado en

clases de suelo tales como Melanudands, Ustropets y
Haplustands (Quesada y Abarca, 1997).

Es posible que las especies de jobotos en los agroe-
cosistemas estudiados adquirieron a estas bacterias por
ingestion, ya que en los primeros instares las larvas se
alimentaron del suelo, el cual es probable que halla es-
tado contaminado por cadaveres o heces de otras larvas
que murieron infectadas por esta bacteria. Esto ha sido
reafirmado por Tanada (1963) cuando citd los estudios
realizados por White, 1923b, con respecto a las posibles
formas de transmisidon y permanecia de estas bacterias
en el suelo. Aunado a esto, es probable que las bacterias
estudiadas fueron parte de la flora microbiana en la ri-
zosfera, de donde fueron adquiridas por las larvas a tra-
vés del suelo o de las raices.

Por otro lado, los huevos no escaparon a las enfer-
medades ocasionadas por bacterias y hongos. En condi-
ciones de laboratorio, los huevos de P. obsoleta 'y A. cu-
pricollis murieron por la enfermedad causada por P.
agglomerans, para un 62% y 61 %, del total de huevos
respectivamente (Cuadro 4). Ademéas, Metarrhizum
anisoplae provocd la muerte a huevos de P. obsoleta en
un 3% del total de éstos (Cuadro 4). La transmision de
la bacteria a los huevos es posible que fue dada por ma-
teria fecal o cadaveres que contaminaron el muscilago
externamente, como lo ha informado d'Herelle, 1914,
citado por Tanada (1963).

Los estados de pupas también fueron afectados por
la enfermedad, asi en P. obsoleta fue encontrado un
100% de mortalidad de un total de 15 pupas; mientras
que en P. elenans fue obtenido un 80 % de mortalidad,
de un total de 15 pupas, bajo condiciones controladas.
Los sintomas observados fueron un enegrecimiento del
cuerpo, que se inicid en la parte posterior del abdomen,
posteriormente esa coloracion oscura avanzo hacia el
torax y luego se presentd la muerte.

Cuadro 3. Relacién entre la patogenicidad Pantoea (Erwinia) agglomerans y el estrés por manipuleo en larvas L,

L, y L, de Phyllophaga elenans.

Localidad Larvas L1 Larvas L2 Larvas L3
Total Enfer- (%) Muer- (%) Total Enfer- (%) Muer- (%) Total Enfer- (%) Muer- (%)
mas tas mas tas mas tas
Filadelfia, Guanacaste 121 1 0,8 17 14 145 1 0,7 24 198 312 1 3,2 51 16,3
Miramar, Puntarenas 28 2 7.0 4 14 78 2 2,6 9 11,5 565 18 32 90 16,0

Buenos Aires, San José 82 0 00 35 43 57

0 0,0 7123 72 1 1,4 10 139




30 AGRONOMIA MESOAMERICANA

Cuadro 4. Patogenicidad de P. agglomerans y Metarrhizum sp. sobre huevos de Phyllophaga obsoleta y Anoma-

la cupricollis, en condiciones de campo.

Género y especie N° Total N° Total de huevos muertos Huevos muertos (%)

de huevos P. agglomerans Metarrhizum sp P. agglomerans Metarrhizum sp
Phyllophaga obsoleta 264 164 8 62% 3%
Anomala cupricollis 44 27 0 61% -

Los adultos también presentaron la muerte ocasio-
nada por P. agglomerans en un 22,5% de un total de 40
individuos. Los sintomas observados fueron ennegreci-
miento de la parte posterior del abdomen y los élitros
mal formados, con la muerte como resultado final.
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