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Efecto de nematodos sobre larvas de Phyllophaga menetriesi y Anomala inconstans
(Coleoptera: Melolonthidae)

The effect of nematodes on larvae of Phyllophaga menetriesi and Anomala inconstans (Coleoptera: Melolonthidae)

ELSA LILTANA MELO-MOLINA!, CARLOS ALBERTO ORTEGA-OJEDA .2, ANDREAS GAIGL?

Resumen. El complejo de chisas rizofagas que incluye a Phyllophaga menetriesi y Anomala inconstans afecta a un amplio
rango de cultivos comerciales, generando grandes pérdidas en Colombia. Una alternativa ambientalmente sostenible para
su control es el uso de nematodos entomopatdgenos (NEP’s). Conociendo que algunos estados de desarrollo de las plagas
son mas susceptibles a estos microorganismos, se evalud el efecto de los entomonematodos Heterorhabditis sp. (HNI-
Cenicafe) y Steinernema feltiae (Sf-Villapinzén) sobre la mortalidad de los diferentes estados de estas dos especies de chisas
[L1, L2, L3 joven, L3 madura (L3m) y Prepupa (Pp)]. Se aplico una concentracion de 10.000 IJs/ml a larvas mantenidas
en suelo organico, en condiciones controladas de laboratorio (24,5°C y 70 + 5% H. R.); evaluando su efecto 10 y 20 dias
después de la inoculacion (DDI). Los aislamientos de NEP’s causaron diferentes tasas de mortalidad para A. inconstans (P
<0,05), encontrandose mayor mortalidad con HNI (84,7%) frente a St (76,7%), para los diferentes instares, aunque L2 fue
mas susceptible con el primer aislamiento (98,3%). No hubo diferencias entre épocas de evaluacion para esta especie. La
mayor mortalidad de P. menetriesi se presentd a los 20 DDI con el aislamiento HNI, siendo también el estado de L2 el mas
susceptible (81,1%). Se determind que la susceptibilidad de las chisas a los NEP’s depende tanto de su especie como del
aislamiento utilizado del entomopatdgeno. Estos resultados son tan importantes como el conocimiento de la dinamica de la
plaga, para poder desarrollar estrategias para el control bioldgico de chisas.

Palabras clave. Chisas. Entomoparasitos. Steinernema feltiae. Heterorhabditis. Control Bioldgico.

Abstract. The complex of rhizophagous white grubs that includes Phyllophaga menetriesi and Anomala inconstans affects
a wide range of commercial crops, generating severe yield losses in Colombia. One environmentally sustainable alternative
for their control is the use of entomopathogenic nematodes (EPN’s). Understanding that certain developmental stages of
pests are more susceptible to these microorganisms, we studied the effects of the entomonematodes Heterorhabditis sp.
(HNI-Cenicafé) and Steinernema feltiae (Sf-Villapinzon) on the mortality of different stages of these two white grubs species
[L1, L2, L3 young, L3 mature (L3m) and Prepupae (Pp)]. Under controlled laboratory conditions (24.5°C and 70 + 5% R.
H.), we applied a concentration of 10,000 1Js/ml to larvae maintained in organic soil, evaluating their effect 10 and 20 days
after inoculation (DAI). The EPN strains caused different mortality rates on A. inconstans (P < 0.05), with higher mortality
for HNI (84.7%) than Sf (76.7%) for the different instars, although L2 was more susceptible to the first strain (98.3%). No
differences were observed between evaluation times for these species. The greatest mortality in P. menetriesi occurred at
20 DAI with HNI, where L2 was also the most susceptible stage (81.1%). It was determined that the susceptibility of white
grubs to EPN’s depends on the host species as well as the EPN strain used. These findings are as important as knowledge
of pest dynamics in order to be able to develop strategies for the biological control of white grubs.
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Introduccion 1993; Mor6on 1995; Pardo-Locarno et al. 1995;

Sanchez y Vasquez 1996; Vallejo 1997; Madrigal

Las larvas de la familia Melolonthidae al igual que las de
Scarabaeidae, reciben diferentes denominaciones: chisas,
chizas, mojojoy (Colombia), orugas blancas o gallina ciega,
orontoco, chorontoco, joboto, jogoto, chicharra, chabote
(Centro América), white grub (paises de habla inglesa). Del
mismo modo, los nombres de los adultos estan relacionados
con aspectos como la época de aparicion o alguna caracteristica
asociada con la especie: marceflos, cucarrébn de invierno
(Colombia), abejon de mayo, ron ron (Centro América), may o
Jjune beetles, chafer beetle (paises de habla inglesa) (Andrews
1984; King 1984; Posada 1989; Pardo-Locarno 2002).

En Colombia los ataques de chisas se han generalizado en
todas las zonas agroecoldgicas del pais, especialmente en la
Region Andina, en areas de clima frio y templado donde se
encuentra agricultura de ladera. Los registros muestran 580
especies, de las cuales aproximadamente 225 son consideradas
plaga; destacandose los géneros Phyllophaga, Astaena, Plectris,
Anomala, Ancongnatha, Cyclocephala entre otros (Posada

2002).

Phyllophaga sp. se presenta principalmente en
Cundinamarca, Antioquia, Cauca, Narifio, Quindio, y
Valle del Cauca, en cultivos como citricos, maracuya,
café, trigo, cebada, pastos, flores, cebolla, maiz, frijol,
pimenton, papa, yuca, cafia y platano. Estos insectos
poseen una gran capacidad adaptativa por lo cual se
encuentran en diversos agroecosistemas que van desde
el nivel del mar hasta 3.500 msnm aproximadamente
y desde los Estados Unidos hasta América del Sur
(Posada 1989; King y Saunder 1984; ICA 1993a,
1993b; Posada 1993; Aragén et al. 2005 ).

Aunque son escasos los datos relativos a la biologia
de algunas especies de estos rizofagos, el ciclo
biologico de Phyllophaga sp. en yuca en Colombia
dura un afio (Bellotti et al. 1983). Analogamente,
estudios en Phyllophaga menetriesi (Blanchard, 1850)
indican que los primeros dos instares se alimentan
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de materia organica y raices tiernas y tienen una duracion de
19 y 27 semanas para la L1 (larva) y L2, respectivamente. El
tercer instar dura 175 dias en promedio, este es el tnico estadio
de importancia econdémica, una vez alcanzado el desarrollo
completo puede alcanzar una longitud de 40 mm; son blanco-
crema, en forma de C, con cabeza café-amarillento, prominente
y mandibulas fuertes (King 1984; Ayala y Monterroso 1998;
CIAT 2005). Posteriormente, la larva entra en un periodo de
diapausa antes de convertirse en pupa, el cual dura 30 dias.
Previo a esta etapa, la mayoria de los contenidos del intestino han
sido expulsados y los cuerpos grasos se llenan, dando a la larva
una apariencia blanco-cremosa; en este periodo no se alimenta.
En general el ciclo biolégico comprende 298 dias desde huevo
hasta adulto (Ayala y Monterroso 1998; CIAT 2005).

Para el género Anomala, desafortunadamente, el
conocimiento de la ecologia y biologia en los tropicos es
practicamente nulo (Ritcher 1958; King y Saunders 1984).
Sin embargo, algunas investigaciones lo reportan desde el
nivel del mar hasta 3.000 msnm, con los adultos de algunas
especies teniendo una aparicion estacional menos marcada
que en Phyllophaga, mostrando dos ciclos anuales, por lo que
se puede recolectar todo el afio (Pardo-Locarno 2000, 2002).
Su ciclo biolégico, es basicamente similar al de P. menetriesi,
pero mas corto que en la mayoria de las especies (King
1984), especificamente el de la especie Anomala inconstans
Burmeister, 1844 dura aproximadamente 249 dias desde huevo
hasta adulto (CIAT 2004). Pardo-Locarno (1993) encontré en
colectas con trampas de luz ubicadas en San Antonio (Cauca),
que algunas especies de este género aparecian esporadicamente
durante todo el tiempo de muestreo y no especialmente en las
épocas lluviosas.

Las larvas de Anomala se alimentan principalmente de
materia organica en descomposicion al inicio, y posteriormente
de raices de pastos, maiz, fique, tomate, café, esparragos y
plantas ornamentales. Los estados de desarrollo tienen una
duracion asi: L1: 27, L2: 29, L3: 163 dias (King y Saunders
1984; Hilje 1993; Pardo-Locarno 2000; CIAT 2005). Algunas de
las especies pertenecientes a este género han sido consideradas
de interés en diferentes puntos del Valle del Cauca en donde las
larvas se comportan como rizofagas (Pardo-Locarno 1993).

El control quimico de este grupo de insectos se ha
descartado por el costo econémico y ambiental que representa
(Robertson et al. 1970), por la dificultad de manejo debido al
desconocimiento de los aspectos fundamentales de su dindmica
poblacional (movilidad de las larvas en el perfil del suelo por
cambios de humedad, temperatura y disponibilidad de raices
para alimento), y por el hecho que no todas las larvas son plaga,
por lo cual, este método de control puede afectar tanto larvas
rizo6fagas, saprofagas como facultativas (Falcon y Smith 1983;
Ramirez et al. 2001; Rodriguez et al. 2004).

Entre los enemigos naturales de las chisas se encuentran
vertebrados, insectos y microorganismos como hongos,
bacterios, virus, protozoarios, microsporidios y nematodos
(Marion 1941; Klein 1981; Jackson 1993; Posada 1993).
Los escarabeidos han sido objeto de control microbiano por
varias razones: al ser plagas del suelo, viven en un medio con
temperaturas relativamente estables, con alta humedad relativa,
y en general protegidos contra las condiciones extremas del
ambiente; siendo este el medio natural para la mayoria de los
entomopatogenos de chisas como los hongos y nematodos
(Kaya 1990; Shannon 1994).

Estudios realizados por Kard er al. (1988), Villani y
Wright (1988), Wright et al. (1988), Klein (1990) y Forschler y

Gardner (1991), para el control de chisas tales como Popillia
Jjaponica Newman, 1841, Rhizotrogus majalis (Razoumowsky),
Phyllophaga fusca (Froelich, 1792), Phyllophaga anxia (LeConte,
1850) y Polyphylla comes Casey, 1914 con diferentes especies de
nematodos de las familias Steinernematidae y Heterorhabditidae
hallaron que su uso es prometedor y su efectividad mayor
cuando las dosis de nematodos usadas son altas; ademas, por la
capacidad de reproduccion y supervivencia de los nematodos
es posible reducir el numero de aplicaciones y eliminar el uso
de insecticidas. A esto se afiade que si se trabaja con especies
nativas, estas pueden resultar mas eficientes considerando que
un organismo que ha compartido el mismo habitat con la plaga
tiene mayor probabilidad de ser especifico en el hospedante,
y que ademds existen mejores posibilidades de encontrar
aislamientos que combinen alta virulencia con especificidad,
existentes en lugares donde el hospedante esta presente (Prior
1992; Shannon y Carballo 1996). La mayoria de los estudios
con nematodos entomopatogenos (NEP’s), reportados nacional e
internacionalmente con estos rizoéfagos, se han concentrado en el
tercer instar (Jackson y Brooks 1995; CIAT 2004; Koppenhoffer
y Fuzy 2004), por ser el mas dailino y de mas larga duracion
(King 1984).

En investigaciones realizadas en Colombia sobre larvas de P,
menetriesi en L3, bajo condiciones controladas de laboratorio,
se evaluaron especies de nematodos nativas e introducidas
de los géneros Steinernema y Heterorhabditis obteniendo
hasta el 30% de mortalidad (CIAT 2003; Quintero 2003;
Melo y Gaigl 2004). Teniendo en cuenta las consideraciones
anteriores, el objetivo de este trabajo es evaluar el efecto de dos
aislamientos de nematodos entomopatdgenos (Heterorhabditis
bacteriophora Poinar, 1975 y Steinernema feltiae (Filipjev,
1934)) sobre estados larvales de Phyllophaga menetriesi y A.
inconstans.

Materiales y Métodos

Este experimento se realizo en el laboratorio de entomologia
de yuca en el campo experimental del Centro Internacional
de Agricultura Tropical - CIAT, Palmira, Colombia, bajo
condiciones controladas (24,5°C y 73,5% de H. R.), en total
oscuridad.

Aislamientos de NEP’s evaluadas. Se wusaron dos
aislamientos nativos de NEP’s, uno de la especie Steinernema
feltiae (Cundinamarca-Villapinzon, J. C. Parada) y otro de
Heterorhabditis bacteriophora (Tolima-Fresno, Cenicafé, J.
C. Lépez), a la concentracion de 10.000 infectivos juveniles
(IJs)/ml, aplicando 1 ml de la solucioén a cada recipiente, asi
como a los controles se les agregd 1 ml de agua destilada estéril
(ADE). Los 1Js de los NEP’s utilizados provinieron de un cultivo
en laboratorio sobre larvas de Galleria mellonella (L., 1758)
(Lepidoptera: Pyralidae) y se mantuvieron hasta el experimento
en ADE y en incubadora (15°C) por menos de 10 dias.

La mortalidad de A. inconstans se evalud con los dos
aislamientos de NEP’s para todos los estados, mientras que la
de P. menetriesi, s6lo se evalud con H. bacteriophora.

Insecto blanco. Las larvas (4. inconstans y P. menetriesi)
provinieron de la cria en el CIAT (23°C y 70% H. R.), a partir
de adultos capturados en campo usando trampas de luz negra
en el norte del Cauca (Caldono, 1.580 msnm, 18°C). Durante
el estudio se alimentaron de raices de plantulas de arroz con
doce dias de germinacion, manteniéndolos durante el 1 instar
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en recipientes plasticos de cinco litros y, durante los demas
estados en vasos plasticos con 70 g del sustrato suelo: tierra
capote en relacion 1:1.

Entre noviembre del 2004 y marzo del 2005 se usaron
larvas de los estadios: primero, segundo, tercero inicial (con
dos semanas de edad), tercero maduro (seis semanas de edad)
y prepupa. Estos se mantuvieron en envases plasticos con 28 g
del sustrato esterilizado con vapor humedo, temperatura de 70
a 80°C por dos horas, a capacidad de campo y alimentadas de
la misma dieta que en la cria.

Disefio experimental. Se trabajo con un disefio completamente
al alzar (DCA), en arreglo bifactorial para A. inconstans (dos
aislamientos de entomonematodos vs. tres estados larvales de la
plaga), planteando seis tratamientos mas un testigo, sin NEP’s
y un arreglo unifactorial para P. menetriesi (un aislamiento para
los cinco estadios), planteando cinco tratamientos mas un testigo
absoluto. Se compararon los datos para las dos especies con el
aislamiento H. bacteriophora. La unidad experimental estaba
compuesta por 12 larvas individualizadas. Las evaluaciones se
realizaron a los 10 y 20 dias después de la infeccion (DDI),
registrando la variable mortalidad de las larvas. Los datos de
mortalidad se corrigieron con la féormula de Abbott (1925) y
luego con+/x+1, previo al analisis de varianza y la separacion
de medias con la prueba de rangos multiples de Tukey (P <
0,05). Todo el andlisis se realizd con el paquete estadistico
INFOSTAT (2004).
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Figura 1. Porcentaje de mortalidad de tres instares (L1, L2, L3), de A4.
inconstans con dos cepas de nematodos (S. feltiae; H. bacteriophora).
Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey P < 0,05).
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Figura 2. Porcentaje de mortalidad de cinco instares (L1, L2, L3:
joven y madura, Prepupa), de P. menetriesi con una cepa de NEP’s
(H. bacteriophora). Letras distintas indican diferencias significativas
(Tukey P <0,05).

Resultados

Al analizar la mortalidad de los estados de desarrollo de
A. inconstans, el mas susceptible fue larva 2 (L2) para H.
bacteriophora (HNI); seguido por la L1 y L2 con S. feltiae (Sf)
y L3 con HNI, pudiendo éstas presentar un comportamiento
similar, en algin momento, al que ocurre con el estado
mas susceptible (L2), mientras que el menos afectado fue
larva 3 (L3) para S. feltiae. Con el aislamiento S. feltiae la
susceptibilidad de L1 y L2 fue similar mientras que L3 tuvo la
menor mortalidad (Fig. 1). De los dos aislamientos HNI resultd
mas patogénico (F = 8,46 df = 2; P < 0,001), observandose
mortalidades promedio de 84,7% (HNI) y 76,7% (S. feltiae); no
se presentaron diferencias entre los tiempos de evaluacion (10
y 20 DDI). Cuando se evalu6 la mortalidad natural (Control) de
estas larvas en los tres instares no se observaron diferencias y el
promedio fue de 11%.

Por otra parte P. menetriesi, presentd mayor mortalidad a
HNI en L2 (F =39,68; df =4; P<0,001). Los estados de L1y
L3 joven presentaron mortalidades similares, seguidos por la
L3 madura y prepupa; las cuales resultaron menos susceptibles
al efecto de este NEP (Fig. 2); lo que podria explicarse porque
L3 disminuye su alimentacion y la prepupa no se alimenta,
limitando asi la principal via de entrada de los NEP’s en las
chisas (Jackson y Brooks 1995), estos resultados muestran
una tendencia a disminuir la susceptibilidad a mayor estado de
desarrollo.
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Figura 3. Porcentaje de mortalidad de cinco instares (L1, L2, L3 (
joven), L3 (madura) y prepupa), de P. menetriesi con una cepa de
NEP’s (H. bacteriophora), 10y 20 dias después de la infeccion. Letras
distintas indican diferencias significativas (Tukey P < 0,05).
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Figura 4. Mortalidad natural de cinco estados de desarrollo de P,
menetriesi, en condiciones de laboratorio. Letras distintas indican
diferencias significativas (Tukey P < 0,05).
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Figura 5. Porcentaje de mortalidad para cada instar (L1, L2, L3
Joven), de A. inconstans y P. menetriesi con una cepa de NEP’s (H.
bacteriophora). Letras distintas indican diferencias significativas
(Tukey P < 0,05).

Cuando se compard el tiempo de evaluacion se obtuvieron
diferencias (F = 7,71; df = 1; P = 0,009), resultando mayor
mortalidad a los 20 DDI, lo que podria implicar que este
nematodo necesita mas tiempo para encontrar y matar a su
presa (Fig. 3).

Al calcular la mortalidad natural en las condiciones
del estudio (Fig. 4), la Larva 1 resultd ser mdas sensible,
posiblemente debido a una mayor susceptibilidad de esta edad
a las condiciones ambientales, comportamiento que podria
ser compartido con L3 joven, de acuerdo con los resultados
encontrados en el analisis; los otros instares presentaron
mortalidades menores a nulas, siendo similares entre ellos (F =
10; df =4; P <0,003).

Cuando se compararon los tres estados (L1, L2 y L3
joven) de las dos especies de chisas frente a H. bacteriophora,
se encontrd que A. inconstans es mas susceptible (73,8%)
que P. menetriesi (53,8) (F = 20,3; df = 1; P < 0,001), lo que
concuerda con previas experiencias donde P menetriesi se
mostré mas resistente a estos entomopatogenos (CIAT 2004).
En la Figura 5 se observa que para los dos rizéfagos el estado
que presenté mayor mortalidad fue Larva 2 (F = 21,65; df = 2;
P < 0,001), diferenciandose a su vez de los otros estados (L1
y L3 joven), que comparten la misma mortalidad entre si, ante
las dos especies de chisas. En este caso la mortalidad en los dos
tiempos de evaluacion fue similar.

Discusion

En los resultados se encontré un claro efecto del estado
de desarrollo de las chisas sobre la patogenicidad de
los entomonematodos, este mismo efecto se observo en
evaluaciones previas, donde se encontr6 un porcentaje de
mortalidad muy bajo al controlarla L3 (10%) que ademas decrece
al aumentar la madurez en este estado (CIAT 2004). Resultados
similares obtuvieron Koppenhéffer y Fuzy (2004) al evaluar H.
bacteriophora frente a Anomala orientalis Waterhouse, 1875 al
controlar la L2, con mortalidades de 60% frente a los obtenidos
con L3 (ca. 30%).

Se puede afirmar que el estado de desarrollo influye
significativamente en la efectividad de los nematodos
entomopatogenos, sin poder generalizar, ya que diferentes
estudios muestran que esto depende de la especie de chisa y
el nematodo; resultados con P. japonica con H. bacteriophora
mostraron su mayor penetracion en L3, mientras que A.
orientalis mostr6 un aumento de la susceptibilidad de la L2

frente a L3, con la misma especie de nematodo (Wang y Gaugler
1998; Koppenhoffer y Fuzy 2004).

Adicionalmente, se ha observado una reduccion en el
control de insectos al aumentar de edad, este principio se ha
demostrado tanto con insecticidas quimicos como con agentes
microbioldgicos (Gaugler y Molloy 1981). En este aspecto el
género Heterorhabditis posee una ventaja morfologica sobre
Steinernema, por el diente terminal que posee, con el que
raspa las areas intersegmentales de la cuticula del insecto,
facilitando la entrada por mas partes del cuerpo (Ishibashi
y Kondo 1990). Esta susceptibilidad asociada a la edad del
hospedero también ha sido atribuida primariamente al tamafio
de los orificios naturales que son punto de entrada de los
NEP’s (espiraculos, ano y boca) (Jackson y Brooks 1995).
Los mismos autores reportan que estados iniciales de Similium
vittatum (Zetterstedt, 1838) (Diptera: Simuliidae), son menos
susceptibles a nematodos entomopatdgenos (58%) que los mas
desarrollados (97%). En otros estudios con Cyrtomenus bergi
Froeschner, 1960 (Hemiptera: Cydnidae), ocurriéo lo mismo,
siendo el estado de adulto y el quinto mas susceptibles que los
primeros (Caicedo y Bellotti 1994; Barberena y Bellotti 1998;
CIAT 2003).

En ensayos previos P. menetriesi ha demostrado ser una
especie dificil de combatir, Shannon y Carballo (1996),
mencionan que aislamientos de nematodos evaluados en otros
insectos, inclusive en especimenes del mismo género (CIAT
2004), con los cuales se han obtenido excelentes resultados, no
han funcionado para esta especie de chisa. De igual manera,
Londofio (2001), evaluando el efecto de Steinernema sp. sobre
este género, encontré mortalidades similares al testigo.

Diversas causas explicarian las diferencias en el grado de
susceptibilidad entre los estados de desarrollo de las especies
de chisas evaluadas; entre ellas se mencionan abajo diversas
caracteristica de tipo morfoldgico, fisiologico y hasta genético
que estarian influyendo en su control; la variacidn interespecifica
en los mecanismos de defensa; el tamafio y comportamiento
del hospedero; el diametro menor de los espiraculos en larvas
jovenes; las placas sobre estos que impiden la penetracion
del patdgeno; la frecuente defecacion, en la que se expulsa
a los nematodos; comportamientos defensivos y evasivos de
las larvas; una fuerte respuesta inmune asociada a la edad,
donde estados mas desarrollados pueden eliminar patdégenos
invasores, los estados iniciales juveniles que poseen una
respuesta de anticuerpos mas baja que en los maduros; la menor
produccion de CO,y kairomonas en L1 y L2, lo que dificulta
que los nematodos encuentren su hospedero y la cuticula en L3,
la cual es dificil de penetrar por su grosor (Kaya 1985; Jackson
y Brooks 1995; Koppenhoffer et al. 2004; Koppenhoffer y
Fuzy 2004). Todos estos aspectos nos muestran algunas de las
dificultades que tienen que vencer los entomopatdgenos para
poder controlar los diferentes estados de esta plaga, aspectos
que no se pueden considerar constantes entre especies, y en los
cuales se deberia tratar cada caso en particular.

Teniendo en cuenta los resultados, se considera al segundo
instar como el estado en el cual se debe ejercer el control de
la chisa con estos entomopatogenos. Aspecto novedoso si se
considera que en el pais ninguna investigacion previa a ésta ha
mostrado el efecto en los diferentes estados de desarrollo de
estas especies de chisa, lo cual nos permitira redireccionar las
investigaciones futuras, con el conocimiento sobre el momento
de aparicion del estado de desarrollo mas susceptible. Queda
todavia mucho por investigar respecto a factores ambientales y
de formulacion del bioproducto para manejarlo en campo, pero
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esto ya es un gran avance no solo para los NEP’s, sino, también
para los otros potenciales microorganismos.
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