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RESUMEN

Esta investigacion analiza si la biodiversidad de los nematodos refleja la
calidad del ambiente en que ellos se encuentran, asi como si el manejo y las
condiciones de un héabitat determinado, pueden afectar las poblaciones de
nematodos de vida libre. Luego de tres muestreos realizados en el primer
semestre del 2008 en el Departamento del Valle del Cauca, municipio de
Palmira, en dos sitios (Finca La Utopia y CIAT) y cuatro habitats (BP: bosque
pristino; E: ecotono; BC: banano café; FC: frijol en CIAT), se encontraron
dos Clases de nematodos, ubicandose dentro de éstos, ocho Ordenes;
siendo los mas abundantes Dorylaimida (972) y Rhabditida (997); los
primeros presentes en mayor nimero en el ambiente BP, y los segundos,
propios de ambientes cultivados (FC). También se encontraron 23 familias,
de las cuales Dorylaimidae se presenté en menor numero en FC, como
resultado de las practicas intensivas en este habitat. De los habitats
evaluados, la mayor abundancia de nematodos se present6 en BP vy, la
menor, en FC. En el andlisis cluster realizado entre los cuatro ambientes, se
encontré mayor similitud entre el BP y el BC; siendo el mas distante el FC.
Se registraron seis grupos tréficos, siendo mas abundantes los omnivoros y
bacteriovoros; el primero tipico de ambientes con poca intervencion como el
BP. En suelos agricolas se encontr6 aumento de abundancia de
bacteriévoros y herbivoros. El indice de dominancia presenta el mayor valor
en el FC; mientras que el indice de madurez y diversidad son mayores para
el ambiente BP y menores para FC. Los indices de madurez, muestran que
la finca La Utopia presenta un ambiente que va de estable a poco
disturbado. Se encontr6 que el porcentaje de nematodos dorylaimidos es
mayor en el ambiente menos intervenido BP. Por ultimo se reporta en los
muestreos un nematodo entomoparasito Steinernema pos. carpocapsae, el
cual ya se ha reportado para Colombia, siendo mundialmente considerado
muy promisorio para el control de plagas insectiles.

Palabras clave: escala c-p; grupo tréfico; indice de madurez; Steinernema

pOsS. carpocapsae.
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SUMMARY

This study examines as well as if biodiversity of nematodes reflects quality of
the environment in which they occur, and if the management and conditions
of a given habitat can affect populations of free-living nematodes. After three
surveys conducted in the first half of 2008 in the department of Valle del
Cauca, Palmira, in two sites (Farm La Utopia and CIAT) and four habitats
(BP: pristine forest, E: ecotone; BC: banana coffee FC: bean CIAT), two
kinds of nematodes, being located within 8 orders, being the most abundant
were found Dorylaimida (972) and Rhabditida (997). The first group was
present in greater number in BP environment, while the second group was
characteristic of cultivated environments (FC). We also found 23 families;
being Dorylaimidae family the least quantity in FC as result of intensive
practices in this habitat. In assessed habitats the greater abundance of
nematodes were present in the BP and the least in FC. In the cluster analysis
performed between the four environments, we found greater similarities
between BP and BC environments, while the most distant was the FC
environment. There were six trophic groups where the more abundant were
omnivores and bacterivores; the first one characteristic of environments with
little intervention as BP. In agricultural soils increased abundance of
bacterivores and herbivores were found. The dominance index showed the
highest value in the FC environment, while the maturity and diversity indexes
showed higher values in the BP environment and lower values for FC.
Maturity index shows that the farm La Utopia presents an environment since
stable to slightly disturb condition. The percentage of Dorylaimida nematodes
was higher in the less intervened environment BP. Finally it was identified the
entomoparasite Steinernema pos. carpocapsae nematode, which has
already been reported for Colombia, being considered globally as very

promising for the control of insect pests.

Keywords: c-p scaling; trophic level; maturity index; Steinernema

posS. carpocapsae.
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BIODIVERSIDAD DE NEMATODOS EN SUELOS DE AMBIENTES
CULTIVADO, ECOTONO Y BOSQUE PRISTINO
Y SU POTENCIAL PARA CONTROLAR CHISAS
(COLEOPTERA: MELOLONTHIDAE)

La necesidad de intensificar la produccion de cultivos como consecuencia de
una demanda incrementada de alimento asi como mejorar el ingreso de la
poblacion rural llevé a practicas de la agricultura a niveles que causan una
pérdida devastadora de la biodiversidad, especialmente en el trépico. Préacticas
inadecuadas como el monocultivo, la quema de residuos y la deforestacion han
reducido el material organico en el suelo; y, paralelamente, en un proceso
acelerado de uso excesivo de plaguicidas sintéticos, se caus6 la eliminacion de
enemigos naturales de las plagas, incrementando los costos de produccién en el
control de éstas ante una explosidbn geométrica de sus poblaciones y dafio.
Adicionalmente, el uso frecuente de plaguicidas altamente toxicos devino en el
desarrollo de resistencia genética en muchas plagas hacia los pesticidas
sintéticos, volviéndolos ineficientes. Cabe mencionar la relacién entre uso de
pesticidas y la contaminacion del suelo y el agua, que afecta la salud de

productores y consumidores.

En la zona andina se cultiva en agroecosistemas fragiles, los cuales son
considerados asi debido a la sequia, heladas, granizadas, nevadas, salinidad de
suelos, vientos e inundaciones que tienen que afrontar. Los Andes poseen
caracteristicas climaticas particulares que imponen condiciones severas a la
produccion agricola, destacada por presentar valles, quebradas, laderas,
altiplanicies humedas, secas y salinas, montafias, nevados y glaciares, con
presencia de nichos ecolégicos, que le confieren complejidad ecoldgica, lo que ha

conducido a la pérdida de sostenibilidad de los suelos.

Una forma de evaluar las condiciones del suelo se hace con la extraccion de
los nematodos, (Rudolphi 1808), los que son considerados un indicador biol6gico
en estudios de calidad de suelo y ecologia, considerando que sus poblaciones

comprometen diversos grupos troficos (bacteriovoros, fungivoros, parasitos
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obligados de plantas, predadores y omnivoros); por otra parte, su dinamica
poblacional puede proporcionar el conocimiento del estado de los recursos y

comunidades sobre las cuales ellos se alimentan.

Los nematodos poseen diversidad de caracteristicas que, en combinacion,
los hacen un grupo Unico para estudiar procesos como colonizacion, flujo de
genes, estructura de comunidades y diversidad; la mayor parte son activos y
moviles dentro del suelo durante todo su ciclo de vida, lo cual hace que

puedan ser directamente afectados por condiciones fisicoquimicas del suelo.

Estos también son usados como una alternativa ecolégicamente
promisoria, para el manejo de suelos, al disminuir la contaminacién, producto
del abuso de los insecticidas sintéticos, en el manejo de plagas, denominados
nematodos parasitos de insectos, los cuales, son organismos cohabitantes del
suelo y estan presentes en la mayoria de ecosistemas controlando las plagas

de forma natural.

De especial interés por su efectividad como biocontroladores sobresalen
los nematodos pertenecientes a las familias Steinernematidae vy
Heterorhabditidae; estas han sido ampliamente estudiadas en el ambito

mundial.

En América Latina se pueden mencionar, igualmente, numerosos trabajos
encaminados a la evaluaciéon de la diversidad de nematodos al igual que su
aplicabilidad en control de insectos de suelo con NEPSs, en los cuales se han
obtenido resultados Optimos con este grupo, empleando especies nativas e

introducidas.

Es por eso el interés con el cual se plantea esta investigacion que cubre
dos ambitos; el de la diversidad como pauta para conocer el estado del suelo
y, por otro lado, el manejo de plagas con una metodologia que beneficia los
suelos; y, por ende, los sistemas de cultivos, temas relevantes en la

actualidad y con los cuales se busca obtener conocimientos para un correcto
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manejo ambiental, aplicable en diversidad de ecosistemas en diferentes paises,
principalmente del trépico.

Con estos antecedentes, el proyecto se propuso caracterizar la diversidad
de nematodos en suelos de ambientes cultivados y sin cultivar y su
potencial para el control biolégico de larvas subterraneas de escarabajos
plagas de plantas. Especificamente se plante6 identificar las poblaciones de
nematodos asociadas a suelos en zonas pristinas, ecotono, cultivo banano-café y
zona intervenida en un cultivo de frijol en el Valle del Cauca — Colombia; v,
determinar el efecto potencial de los nematodos entomopardsitos nativos e
introducidos para el manejo de chisas riz6fagas de tercer instar.
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1.1 JUSTIFICACION

La degradacion del ambiente asociada a procesos de produccion
agropecuaria tiene como efectos conocidos la erosion del suelo, la destruccion de
hébitats naturales y biodiversidad, la contaminacion de aguas por pesticidas y
fertilizantes, la acumulacién de heces y orina en sistemas ganaderos intensivos,

el depodsito de metales pesados en el suelo y la salinizacién de areas de regadio.

El modelo intensivo de Revolucién Verde, con la intensificacién de cultivos
(monocultivos) y el uso excesivo de insumos, sigue una linea menos sustentable
gue el modelo extensivo de la agricultura organica. Una agricultura sustentable no
busca eliminar los insumos, sino que procura minimizar su aplicacion mediante
estrategias estrictas. De esta forma se favorecera ambientes donde se
incrementen las interacciones entre las plantas, los microorganismos y los
invertebrados, creando un sistema biolégico conservador, no degradante, que se
asemeje a los ecosistemas naturales, caracterizados por una regulacion interna
de sus funciones producto de la biodiversidad, a través de la fluidez de energia y
nutrientes (Viglizzo 2001).

Los agroecosistemas consisten, sin embargo, en ecosistemas artificiales
simplificados en biodiversidad y que requieren de la continua intervencion
humana ya que carecen de capacidad para realizar su propia regulacion. Cuando
se menciona la biodiversidad se hace referencia a todas las especies de plantas,
animales y otros organismos, incluyendo la variabilidad genética intrapoblacional,
gue existen e interactlan con el ecosistema. Cuando los servicios naturales de
los sistemas son bajos debido a la simplificacion biolégica, los costos econdmicos

y ambientales se tornan relevantes (Paoletti y Pimentel 1992; Yeast 2003).

En agricultura, la productividad de un cultivo por unidad de tiempo y margen
de oportunidad hace que el monocultivo sea una alternativa que otorga grandes
beneficios econdmicos; por tanto, las actividades humanas actian fuertemente

reduciendo la biodiversidad (Paoletti y Pimentel 1992).
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Sin embargo, en &reas tropicales y templadas ciertas practicas de
policultivos y agro forestacion o tipos especializados de agricultura organica,
integrada, pueden mantener una alta biodiversidad y al mismo tiempo producir

retornos adecuados a las explotaciones (Paoletti et al. 1993).

La biomasa del suelo consiste en microorganismos como actinomicetes,
ademas de animales como nematodos, artrépodos (acaros, escarabajos,
entre otros) y lombrices. La reduccion de la biodiversidad del suelo es
negativa debido a que el reciclado de nutrientes y el balance entre la materia
organica, los organismos y las plantas son componentes necesarios del

equilibrio ecoldgico del ambiente (Paoletti y Foissner 1994; Altieri 1999).

Dentro de la determinacion de biodiversidad en esta investigacion se hace
énfasis en la exploracion e identificacion de la fauna de los nematodos
buscando la oportunidad de conocer la relacion existente entre ésta y las
condiciones de suelo bajo el impacto de las practicas agricolas y condiciones
ambientales (Bongers 1999). Se espera que los andlisis de la diversidad de
nematodos presentes en estas exploraciones, indiquen el efecto contaminante
de las préacticas agricolas sobre la cadena tréfica del suelo, como un aporte
base para el manejo ambiental, remediacion y decisiones de conservacion de

estos suelos (Neher y Campbell 1996).

Numerosas practicas agricolas son citadas por su impacto positivo sobre
la biodiversidad, como la reduccion del uso de pesticidas y fertilizantes, el
control mecénico de malezas, el uso de abonos verdes y animales, la
labranza minima, el intercultivo, el manejo de bordes y espacios marginales o
areas no cultivadas, uso adecuado de la época de siembra, rotaciones de
cultivos, explotaciones mixtas, entre las principales. En la medicion de este
impacto favorable, la biodiversidad es considerada un instrumento para
evaluar la estructura del paisaje y sus transformaciones y para elaborar
politicas a aplicar en areas rurales y urbanas de manera que se reduzca el

mal manejo humano y aliviar o prevenir las consecuencias de la polucién.
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Sin embargo, sin una gestién apropiada de monitoreo de los cambios en el
paisaje, los beneficios provenientes de dichas politicas no son manejables. En
este contexto los estudios basados en bioindicadores de biodiversidad son
apropiados para evaluar los cambios y los beneficios, ya que se han encontrado
situaciones en las que el indicador a evaluar no puede ser medido, como por
ejemplo el impacto de pesticidas de corta residualidad o la presencia de metales
pesados (Paoletti 1999).

Aunque es conveniente dividir el mundo vivo en ecosistemas diferentes,
cualquier investigacion revela pronto que rara vez hay limites definidos entre

éstos y que nunca estan del todo aislados.

Muchas especies ocupan y son parte de dos 0 mas ecosistemas al mismo
tiempo, o se trasladan de uno a otro en diferentes épocas, como ocurre con las
aves migratorias. Al pasar de un ecosistema a otro, se observa una gradual
disminucién de las poblaciones de la comunidad biética del primero y un aumento
en las del que sigue. Asi, los ecosistemas se superponen gradualmente en una
regibn de transicion conocida como ecotono, que comparte muchas de las

especies y las caracteristicas de los ecosistemas adyacentes (Wikipedia 2008).

Este conocimiento guia la selecciéon de los sitios a ser muestreados, teniendo
en cuenta los tres ecosistemas: bosque pristino, ecotono (entre bosque y cultivo),
cultivo de banano-café, en la misma area y cultivo de frijol (tratado con

insecticidas y herbicidas) en un area diferente.

1.2 REVISION BIBLIOGRAFICA

1.2.1 Descripcién de éareas de estudio: El bosque pristino (BP), o
remanente de bosque es un parche de bosque presente después de la
fragmentacion causada por el ser humano. Se considera un habitat que no ha
sido intervenido y que se encuentra en su condicion original, de acuerdo a los
reportes del instituto Humboldt, por lo que en este bosque se encuentra

vegetacion nativa de la zona.
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El ecotono (E), es un lugar donde los componentes ecol6gicos estan en
tensiobn por ser una zona de transicion entre dos o mas comunidades
ecologicas distintas. Generalmente, en cada ecotono viven especies propias
de ambas comunidades, pero también pueden encontrarse organismos
particulares. A veces la ruptura entre dos comunidades constituye un limite
bien definido, denominado borde; en otros casos hay una zona intermedia con

un cambio gradual de un ecosistema al siguiente.

A menudo, tanto el nUmero de especies como la densidad de poblacion de
algunas de las especies es mayor en el ecotono que en las comunidades que
lo bordean debido a un efecto de borde, basado en el empalme de algunas
poblaciones en una misma zona por el aprovechamiento de nichos ecolégicos

compartidos en dos comunidades con estructuras muy diferentes.

El cultivo intercalado de Banano-Café (BC), no recibe ningun tipo de
tratamiento quimico, es un cultivo de manejo exclusivamente natural, en el
cual no se encuentra aditivos quimicos o cualquiera otra sustancia que
contenga materiales sintéticos. Este tratamiento beneficia al ambiente

evitando contaminarlo y permitiendo la regeneracion del suelo.

El Gnico abono utilizado es gallinaza, y en la agricultura ecolégica, se le da
gran importancia a este tipo de abonos, que cada vez mas, se estan utilizando
en cultivos intensivos; estos tienden a mejorar diversas caracteristicas fisicas,
quimicas y biolégicas del suelo, y en este sentido, este tipo de abonos juega
un papel fundamental. Con estos abonos, se aumenta la capacidad que posee
el suelo de absorber los distintos elementos nutritivos para ser entregados

posteriormente a la planta de forma continua y facil.

El Cultivo de Frijol, localizado en CIAT (FC), es considerado un cultivo
intensivo. La intensificacién de la agricultura produce a menudo decadencia
de las condiciones ambientales. El dafio en el ambiente y la cadena
alimentaria se producen de diversas formas como eliminacion de hospederos
vivos que pueden servir de refugio de especies benéficas, lo que produce un

desequilibrio en las poblaciones afectando la cadena tréfica.
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1.2.2 Generalidades sobre nematodos: El Phyllum Nematoda Rudolphi
(1808), es luego del Artropoda uno de los mas diversos taxa del Reino Animal. Su
presencia es generalizada en el suelo y se considera que de cada cinco
organismos multicelulares del planeta uno es nematodo. Se les puede encontrar
en una gran diversidad de hébitats que varian desde tundras congeladas a
desiertos aridos, desde cuerpos de agua dulce a ambientes marinos y, de aguas
termales a aguas congeladas provenientes de los polos (Stock 1998; Bongers y
Ferris 1999).

Actualmente sobre 20 000 especies han sido descritas, sin embargo, se
estima que a escala mundial se encuentran entre 100 000 a 1 millon. Ningun otro
grupo posee tantas especies no descritas y dentro de éstas se destacan las
parasiticas (35 %) de vida libre; pudiéndose encontrar hasta tres millones de

nematodos por metro cuadrado de suelo (Sohlenius 1985).

Los nematodos suelen agruparse en cinco categorias, con base en sus
fuentes y habitos alimenticios selectivos; asi, pueden ser patégenos, herbivoros,
microbivoros, omnivoros y carnivoros. Otras caracteristicas adicionales son sus
rasgos morfologicos tales como la estructura del eséfago, asi como la presencia o
ausencia de estilete, érgano que sirve para atravesar "pinchar" las estructuras del

organismo blanco y acceder al alimento.

Los nematodos como los micro artropodos de suelo, son usados con éxito
como indicadores de condiciones ambientales y, en general, de ecosistemas
saludables; ademéas, como nematodos bacteridvoros y fungivoros influencian la
dinamica poblacional microbial en los procesos de descomposicion de materia
organica y contribuyen directamente en la mineralizacion de nutrientes y
supresion de enfermedades en el suelo (Ingham et al. 1985; Niles y Freckman
1998).

Las investigaciones de nematodos usados en estudios ambientales se han
incrementado, tanto por su potencial para medir el impacto de perturbaciones en
el suelo, como por permitir monitorear cambios en la estructura y el

funcionamiento de ecosistemas del subsuelo, dado por el indice de maduracion;
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este indice se basa en la proporcion de colonizar y la persistencia del
organismo en las muestras. La interpretacion de la estructura de las
comunidades de nematodos ofrece una excelente oportunidad de evaluar las
condiciones del suelo con relacién del impacto de contaminantes y otros
componentes estresantes y, permiten el monitoreo de cambios en la
estructura y la funcionalidad de la red alimenticia del subsuelo (Bongers y
Ferris 1999; Ritz y Trudgill 1999; Ruess et al. 1999; Leguizamo 2005;
Salguero 2006).

Por tanto, si es necesario hacer estudios ambientales para medir la
biodiversidad y el impacto de contaminantes, los nematodos se consideran los
organismos mas apropiados para realizar este tipo de investigacion; esto es
dado ya que los nematodos presentan caracteristicas que los hacen
indicadores como son: a) ocurren en gran diversidad y densidad en diversos
suelos y tipos de sedimentos; b) viven en la capilaridad del agua que se
presenta en el suelo; c) reaccionan rapidamente a las alteraciones del medio;
d) se aislan e identifican facilmente; e) juegan un papel importante en la red
alimenticia; f) son facilmente ubicados dentro de grupos tréficos; g) son los
mas abundantes de los metazoos; y, h) estan directamente en contacto con
componentes disueltos en el agua del suelo a través de su cuticula permeable

(Bongers y Ferris 1999).

Adicionalmente, estos microorganismos son lo suficientemente grandes
para ser identificables por la microscopia ligera y suficientemente pequefios
para habitar peliculas de agua alrededor de particulas de suelo, se encuentran
alrededor y en fuentes de comida. Esta taxa se encuentra en diferentes
niveles troficos del suelo, clasificados en grupos funcionales que responden
de manera similar al enriquecimiento de la red nutricional del suelo y a

perturbaciones ambientales y su recuperacion (Ferris et al. 2001).

1.2.2.1 Morfologia: Los nematodos son gusanos cilindricos no
segmentados, que poseen una cuticula exterior acelular bajo la cual se
encuentra la epidermis seguida por las fibras musculares en la pared del

cuerpo que se dirigen en direccion longitudinal, con la cavidad del cuerpo que



Nematodos, biodiversidad y Control Biolégico 11

no es formada desde el mesodermo o totalmente trazada por el peritoneo, razon
por la cual se incluyen dentro de los pseudocelomados. Tienen sistema excretor,
nervioso, digestivo, reproductivo y muscular, pero sin sistema circulatorio y
respiratorio. Se distinguen por presentar cavidad del celoma no verdadera,
denominada pseudoceloma originada a partir del blastocele mesodermal en el
embrion; hemolinfa fluida ocupando el pseudoceloma, permitiendo la condicion
hidrostatica del pseudoesqueleto; simetria bilateral, cuerpo cubierto con un
segregado flexible denominado cuticula; sistema excretor con glandula excretora
de una o mas células con porocanal; faringe; extension reproductora del macho,
que abre el recto para formar la cloaca y hembra con extension reproductora
abriendo un gonoporo dividido a manera de vulva (Parada 2002; Kaya y Stock
1997) (Fig. 1).

Bulbo 2

Intestino

Figura 1. Morfologia de los nematodos.

1.2.2.2 Biologia: El ciclo de vida de los nematodos es simple; consta de
huevo, cuatro estados juveniles, separados por mudas y, adulto (Woodring y Kaya
1988) (Fig. 2).
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Figura 2. Ciclo Bioldgico de los nematodos (J: estados inmaduros o
juveniles).

Algunos nematodos son oviparos mientras que otros son ovoviviparos. El
tiempo necesario para alcanzar la etapa adulta varia desde unos pocos dias
en los nematodos libres, hasta mas de un afio en algunos parésitos. El
desarrollo es directo y estrictamente determinado. El huevo fecundado puede
liberarse antes de la segmentacion (Ascaris); cuando la segmentacion se ha
iniciado (Ancylostoma), cuando se halla muy avanzada (Enterobius); o,
cuando el embrién esta completamente formado (Wuchereria) (Boemare 2002;
Parada 2002).

La segmentacion temprana sigue un patrén asimétrico que pronto pasa a
ser bilateral, pero muestra por su estrecho determinismo lejanas semejanzas

con la segmentacion espiral de los anélidos, moluscos y algunos platelmintos.

El desarrollo embrionario lleva a la formacion de tres capas germinativas
(ectoblasto, mesoblasto y endoblasto), el pseudoceloma surge en el espacio
limitado por endoblasto y ectoblasto. Los diversos oOrganos presentan un
namero relativamente fijo de células, determinado en el momento de la

eclosion (Tamayo 2004; Maggenti 1991).

12
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El desarrollo es directo. Dentro de la envoltura del huevo la fase juvenil
(denominada generalmente larva) realiza una o dos mudas. Existe un incremento
limitado del numero de células durante las etapas juveniles, casi todo el
crecimiento es consecuencia del incremento del tamafio celular. Los juveniles
tienen casi todas las estructuras del adulto, salvo partes del aparato reproductor.
El crecimiento se acompafa de cuatro mudas de la cuticula. La tercera fase es en
muchas especies la fase de dispersion. Los adultos no mudan, pero algunos
siguen creciendo. En algunos casos hay una generacién hermafrodita parasita y

otra de sexos separados que vive libre (Tamayo 2004).

1.2.2.3 Ecologia: Las poblaciones de los nematodos en el suelo varian
constantemente; de la misma manera, la composicion comunitaria existente en un
suelo también se modifica con el tiempo, dependiendo del tratamiento del terreno
y la edad de los ejemplares. Asi, por ejemplo, los parésitos de las plantas varian
en cantidad en respuesta a la presencia de su huésped (aumentando durante la
fase vegetativa de las plantas y disminuyendo una vez que éstas han sido

cosechadas).

Las poblaciones de nematodos suelen ser inferiores en invierno y a principios
de primavera en climas templados, asi como en verano y en otofio en climas mas
calidos. Una escasa poblacién puede indicar simplemente que los nematodos se
han internado mas profundamente en el suelo para escapar de los climas

adversos.

Desde un punto de vista ecoldgico, los nematodos regulan las poblaciones
microbianas mediante la depredacion, al tiempo que actian como parasitos de las
plantas. De hecho, sirven como enlace en la cadena alimenticia entre el mundo
microbiano y organismos mas complejos. Las poblaciones de nematodos reflejan
la disponibilidad de materia organica en la que habitan y las mas escasas suelen
estar en los desiertos, alcanzando los niveles mas elevados en pastizales
permanentes (con rizosfera muy desarrollada) (Boemare 2002; Parada 2002; UBU
2007).
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Existen muchas especies pardsitas, que exhiben todos los grados de
parasitismo y atacan a todos los grupos de plantas y animales. Las formas
libres son en general incoloras y las parasitas blanquecinas. Dentro del
huésped viven en distintas partes del cuerpo: en vertebrados hay parasitos
intestinales, de los pulmones y vias pulmonares, del sistema sanguineo y
linfatico, riflones, distintos tejidos e incluso dentro de las células. Los
fitoparasitos pueden encontrarse en los frutos, en las grietas de la corteza o
formando agallas en las raices. Las vias de transmision son varias. En el caso
mas sencillo, los huevos o las fases juveniles incluidas en la cépsula del
huevo penetran por via oral. En otros casos lo hacen activamente por la piel.
También un huésped intermedio que puede introducir las larvas en el huésped
definitivo por una picadura o que puede ser ingerido por el huésped definitivo
(Tamayo 2004).

Muchos nematodos se encuentran asociados a insectos, en relaciones
que van desde fortuitas hasta parasiticas. Esta (ltima puede ocasionar
diferentes efectos deletéreos sobre sus hospederos, que pueden ir desde
reduccion en la fecundidad, esterilidad y longevidad, disminucion en la
actividad, retraso en el desarrollo, cambios fisioloégicos y morfolégicos en el

comportamiento, hasta la muerte (Poinar 1979; Boemare 2002; Parada 2002).

Hay ocho familias de nematodos reconocidas como parasitos de insectos:
Allantonematidae, Diplogasteridae, Mermithidae, Phaenopsitylenchidae,
Sphaerularidae, Tetradonematidae, Heterorhabditidae y Steinernematidae.
Las dos dUltimas se relacionan con una bacteria simbionte que mata al
hospedero rapidamente, razon por la cual ha despertado gran interés mundial
para ser desarrolladas como biocontroladores de insectos plaga (Kaya y Stock
1997; Parada 2002).

La bacteria simbionte pertenece a la familia Enterobacteriaceae y se han
reconocido dos géneros Xenorhabdus en asocio con Steinernematidae y
Photorhabdus con Heterorhabditidae (Coto et al. 1995). Las células de la
bacteria simbionte son llevadas por los nematodos infectivos, en la porcion
ventricular de su intestino. Una vez encontrado un insecto hospedero

apropiado, el nematodo lo penetra por sus aberturas naturales (boca, ano,
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espiraculos), llegando hasta el hemocele, en donde libera la bacteria, la cual se
propaga, matando al hospedero por septicemia en 48 horas (Kaya y Stock 1997;
Boemare 2002; Parada 2002; Trivifio 2002).

1.2.3 Biodiversidad: El término biodiversidad surge a finales de los 80,
significa variedad bioldgica y es el resultado de un complejo e irrepetible proceso
evolutivo, cuyo estudio ha proporcionado una serie de herramientas de medida

muy utiles.

La medida de biodiversidad es un concepto impreciso y equivoco, no existe
una unidad universal para medirla ni un Unico atributo, por lo cual no se puede
decir que existe un mejor método. La biodiversidad tiene diferentes facetas y para
cada una hay que buscar la aproximacién méas apropiada, para lo cual se debe
considerar el nivel de biodiversidad que se quiere analizar (Moreno 2001).

Tradicionalmente, la diversidad biolégica ha sido dividida en tres
componentes: alfa (a), beta (B) y gamma (Y), sin embargo, la relacion que existe
entre ellos es aun tema de debate. La diversidad alfa es la riqgueza de especies de
un habitat determinado y que se considera homogéneo y delimitado; la diversidad
beta es la medida del grado de cambio o reemplazo en la composicion de
especies entre comunidades al movernos de una localidad a otra, y por ultimo, la
diversidad gamma se considera como la riqueza total de especies existentes en
un area mayor, dentro de varias unidades del paisaje o entre varios tipos de
coberturas o habitats (conjunto de comunidades), y es el resultante de la
diversidad de cada una de las comunidades (diversidad alfa), asi como el grado
de diferenciacion que se ha desarrollado entre ellas (diversidad beta) (Alvarez et
al. 2004).

Existen numerosas publicaciones que proponen, compilan o revisan diferentes
indices utilizados para cuantificar la biodiversidad (Moreno 2001; Magurran 1988).
Para evaluar la diversidad en sus diferentes componentes y niveles o escalas, se
pueden utilizar indices que finalmente ayudan a resumir informaciéon en un solo
valor y permiten unificar cantidades para realizar comparaciones. Sin embargo,

para la aplicacion de indices es necesario conocer los supuestos en los que estan
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enmarcados, para que la informacion generada a través de éstos pueda ser

utilizada para interpretar correctamente el comportamiento de la biodiversidad

1.2.3.1 Biodiversidad de nematodos: Los nematodos ocupan
posiciones claves en los sitios alimenticios en el suelo, se alimentan de la
mayoria de organismos del suelo y son alimento para muchos otros; también
ejercen influencia sobre la vegetacion de sucesion. La evaluacion de la
estructura de la comunidad de nematodos, desde el punto de vista ecoldgico,
requiere del conocimiento de sus estrategias de vida a través de la escala “c-
p”, como colonizadores “c”, estos son pequefios, numerosos, con capacidad
de sobrevivencia y colonizar bajo condiciones extremas, ocupan una posicion
basal en la cadena trofica o persistentes y los “p”, o persistentes son de mayor
tamafio, pocos en el habitat, no pueden sobrevivir bajo condiciones extremas,
el nivel de cadena trofica con mayor adaptacién de organismos y diversas
fuentes de alimento (Neher 2000), se le da una escala de 1 a 5 de acuerdo a
las condiciones mencionadas, este valor se utiliza para el calculo del indice de
Madurez (IM) el cual es un indicador del estado general del suelo (Bongers y

Ferris 1999; Bongers et al. 2001):

cp-1: Ciclo de vida corto, huevos pequefios, principalmente
bacteriovoros, comunmente se alimentan de medios enriquecidos,

subsisten facilmente a disturbios en el suelo.

cp-2: Ciclo de vida Largo y fecundidad mas baja que el cp-1,
muy tolerantes a condiciones adversas y pueden ser criptibiéticos, son

principalmente bacteriévoros y fungivoros.

cp-3: Ciclos de vida mas largos, mas sensibles a condiciones

adversas, fungivoros, bacteridvoros y carnivoros.

cp-4: Ciclo de vida largo y fecundidad baja, mas sensibles a

disturbios, pequefias especies de omnivoros.
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cp-5: Ciclo de vida mas largo, talla de cuerpo muy grande, tasa de
fertilidad mas baja, mucho mas sensibles a disturbios. Predominantemente

carnivoros y omnivoros.

Todas estas caracteristica agrupan las familias en grupos troficos ya
identificados como: bacteriévoros, fungivoros, omnivoros, predadores y parasitos.
En general, los nematodos pueden estar situados dentro de una de estas
categorias por examen del tipo de boca o estoma y la forma del esofago. Otras
caracteristicas tales como el tamafio del cuerpo y el estilo de vida del nematodo,
si esta vivo, si es de movimiento rapido o lento, sirven también para
caracterizarlos (Yeates 1979; Ingham y Detling 1984; Yeates et al. 1993; Yeates
et al. 1994; Yeates et al. 1997; Bardgett y Cook 1998; Bardgett et al. 1999; Hunt
2000; Ferris et al. 2001; Neher et al. 2004; Azpilicueta et al. 2008; Leguizamo y
Parada 2008).

1.2.4 Busqueda de nematodos entomoparasitos: Los nematodos
entomoparasitos (NEPs), especialmente de las familias Steinernematidae y
Heterorhabditidae (Rhabditida), son organismos que actian como reguladores de
las poblaciones de insectos y tienen una serie de caracteristicas como
organismos controladores, que los diferencian en de otros grupos de
entomoparasitos, siendo una alternativa dentro de programas de Control biolégico
(Luque 2001).

En busca de estos organismos se hacen muchas investigaciones para
capturar poblaciones nativas, ademas de estudios de distribucion conducidos a
través del mundo, donde se han encontrado en variedad de habitats como pastos,
forestales, hortalizas, frutales, flores, etc., que presentan diferentes caracteristicas
de suelos (Rueda et al. 1993).

Un ejemplo del uso de los entomonematodos es el caso de la introduccion de
Popillia japonica Newman en Estados Unidos, plaga que se multiplico
rapidamente, devastando arboles frutales y plantas ornamentales, y que se
encontrd infectada con el nematodo Steinernema glaseri (Steiner) (Rhabditida:

Steinernematidae) en el Norte de Carolina. Experimentos con este nematodo se



Nematodos, biodiversidad y Control Biolégico 18

realizaron en los 30’s, culminando con un programa de cria masiva entre 1936
a 1937; donde 3,6 billones de nematodos fueron liberados en medio artificial a

través del estado de Nueva Jersey (Jackson 1993).

Los nematodos presentan muchas adaptaciones, por tal razén, al iniciar
labores de registro de especies de éstos, se hace necesario determinar las
condiciones de habitat, procedimiento de muestreo, técnicas de extraccion e
incremento, ademas de fijacion y preservacion de los ejemplares; dirigiendo
siempre estos esfuerzos a la tenencia de individuos jévenes y adultos para su
identificacion. Se debe tener en cuenta que los mejores sitios para hacer
muestreos son los relacionados con el nicho de posibles hospedantes, al igual
que areas de descomposicidn organica activa y abundante, como compost,
madera envejecida, bajo cortezas de troncos, estiércol y, en caso de cultivos,
sitios de ataque del insecto.

Suelos de areas boscosas frecuentemente contienen parasitos obligados
tipo Rhabditidae, Steinernematidae y Heterorhabditidae, asi como predadores
y omnivoros tipo Mononchida o Dorylaimida. De acuerdo a la taxa de interés
conviene examinar suelos humedos, ya que la sobrevivencia de los
nematodos decrece en suelos secos o muy saturados, del mismo modo que
generalmente habitats naturales e inalterados aumentan la probabilidad de
encuentro de mayor numero de especies por area, mientras hdbitats
perturbados presentaran mayor namero de individuos en menos especies
(Parada 2001).

En Colombia, aproximadamente en los ultimos 13 afos se han realizado
investigaciones con especies nativas y foraneas, destacandose entre estos
trabajos el control del chinche Cyrtomenus bergi con Heterorhabditis
bacteriophora Poinar (Rhabditida: Hetrorhabditidae) (Barberena 1996),
Steinernema carpocapsae Weiser (Rhabditida: Steinernematidae) (Caicedo y
Bellotti 1994) y S. feltiae (Filipjev) y H. bacteriophora Poinar en invernadero
(Melo et al. 2006a). También se usé para el control de la plaga Sagalassa
valida Walker (Lepidoptera: Glyphipteridae) en plantaciones de palma de

aceite (Ortiz 1994), para el control de chisas Ancognata scarabaeoides
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Burmeister (Navarro y Vélez 1999), y contra Phyllophaga obsoleta Blanchard y
Cyclocephala sp. (Londofio 1999), sobre Phyllophaga sp., P. menetriesi Blanchard
y Anomala cincta Saylor (Melo et al. 2006b). En el control de broca del café
Hypotenemus hampei Ferrari (Coleoptera: Scolytidae) con los nematodos S.
feltiae y H. bacteriophora (Molina-Acevedo y Lépez-Nuaiiez 2003); y S. feltiae
sobre Tecia solanivora Povolny (Lepidoptera: Gelechiidae) en campo (Parada
2001). Esto demuestra el gran interés por diferentes entidades del pais en el uso
de estos parasitos, para lo cual se han desarrollado metodologias que han

permitido evaluar su efectividad, bajo diversas condiciones.

Una de las formas de captura de estos nematodos es por medio del insecto
trampa Galleria mellonella (Linnaeus) (Lepidoptera: Pyralidae), la cual presenta

mas susceptibilidad ante estos patégenos que los insectos hospederos comunes.

La piral de la cera, falsa tifia gigante o polilla grande de la cera es la principal
plaga de apiarios de Apis mellifera. Las polillas atacan solamente colmenas
abandonadas o activas pero con debilitadas colonias de abeja. La especie es
usada para estudios en fisiologia y patologia de insectos, y como hospedero de
parasitoides de varias plagas de Lepidépteros. Es una mariposa nocturna de color
marron grisdceo que con las alas extendidas alcanza un tamafio de 20 mm a 30
mm, la hembra puede poner en las fisuras de la colmena de 400 a 1 800 huevos
(agrupados en conjuntos de 30 a 50). De los huevos nace una larva que cuando
joven tiene un color blanco grisaceo, pasando posteriormente a un color gris,
alcanzando un tamafio de unos 2,5 cm de longitud. El estado de larva esta
compuesto por cinco instares. Después de unos dias la larva busca un soporte
sélido hilando un capullo de unos 2 cm de longitud, del que sale una mariposa
que vive entre 3 y 30 dias (las hembras comienzan a poner huevos entre los 4 y
10 dias después del nacimiento). Si las condiciones ambientales son buenas se

desarrollan varias generaciones de forma ininterrumpida (Rijo et al. 1988).

Este insecto provee una excelente deteccion de nematodos en el sitio o en
muestras bajo procesamiento en laboratorio (Bedding y Akhurst 1975); y, es un

excelente hospedero para la multiplicacion a pequefia escala.
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1.3 MATERIAL Y METODOS

1.3.1 Descripcion de las areas en estudio: La fase campo de esta
investigacion se desarrolld6 en el municipio de Palmira en el campo
experimental del CIAT (987,6 m s.n.m.; 03°30°11,7 N y 76°2’28,8 W), donde
se encontraba el cultivo de frijol (FC); y en el Corregimiento Potrerillo, Vereda
el Olivo, Finca Utopia (prom. 1600 m s.n.m.; 03°33’07,2 N y 76°10,5°50,3 W),
Departamento del Valle del Cauca, Colombia. En este sitio se encontraban el
cultivo intercalado de banano y café (BC); el remanente de bosque o bosque
pristino (BP); y, el ecotono (E), o sitio entre el cultivo y el bosque.

1.3.2 Muestreo: En un lote sembrado de FC (2 ha) se tomaron
muestras en transeptos (cuatro por muestreo; de 5 m de ancho), cada uno con
10 cuadrantes de 2 m x 2 m, con 5 m entre cuadrantes. En cada cuadrante se
tomé cuatro submuestras de 100 g, a una profundidad de 30 cm, cubriendo
toda la superficie del lote, ademas se tomaron los datos de H.R., temperatura

del suelo y coordenadas.

En la finca Utopia se encuentra el BP (1,5 ha), en la parte mas alta de la
misma; E (1 ha), ubicado en la parte media; y, BC (1 ha) en la parte baja; en
CIAT (FC) 2 ha. Se tomaron muestras, igualmente, en transeptos (cuatro de 4
m de ancho), con cuadrantes (diez) de 2 m entre cuadrantes, donde se
extrajeron igualmente cuatro sub muestras de 100 g cada una en cada

cuadrante (Fig. 3).

Ademas de esto se realizaron muestreos en tres épocas durante el primer
semestre del 2008, con base en la dinamica del cultivo de frijol en CIAT; asi:
un primer muestreo antes de la siembra (febrero); un segundo, dos meses
después de la siembra (abril) y el tercer muestreo después de cosechado el

frijol (4 meses después de la siembra (junio).

1.3.3 Extraccion e identificacién de nematodos: Para recuperar e
identificar los nematodos tomados directamente del suelo, se utilizé el método

de “filtrado en papel de algodén” (Verschoor y De Goede 2000). Para esto se
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tomaron muestras de 300 g de suelo que se ubicaron sobre un tamiz de tamafio
de poro de 1,4 mm con papel Kleenex sobre un contenedor plastico.
Posteriormente se humedecié con aproximadamente 100 cm® de agua destilada
estéril (ADE) hasta alcanzar el nivel del suelo. Después de 18 horas en reposo el
filtrado se pas6 por un tamiz de tamafio de poro 0,5 mm para recuperar los
nematodos que migraron al fondo. Para la lectura e identificacion de nematodos,
se decantaron los nematodos de la muestra para hacer el conteo e identificacion

de las taxas presentes en las muestras.

Los individuos recuperados durante las extracciones, se sacrificaron, fijaron y
preservaron en solucién tipo TAF (2 partes de trietanolamina, 91 partes de agua y
7 partes de formaldehido 36 %), a 50°C en “bafio maria”. A continuacién se fijaron
usando el método Seinhorst (1959), colocandolos en multipozos con 1 cm?® de
solucién | (20 etanol; 1 glicerol; 79 ADE), colocada en un desecador con etanol al
96 %, en horno a 35 °C, por 12 horas. Seguido se coloca la solucion Il (5
glicerol; 95 etanol), tapando parcialmente los multipozos y colocando el horno a
40 °C por 3 horas. Posteriormente a esto, se montaron en laminas de vidrio
cubreobjetos (Cobb) (Fig. 4).

Para la identificacidbn se usaron los microscopios oOpticos Nikon, Labophot y
Olympus CX 31, con los lentes 10x, 25x, 40x y 100x; y los oculares 10x y 16x. Se
tomaron como referencias las claves de Panessar y Marchall (2001), para los
ordenes Araeolaimida, Chromadoria, Dorylaimida, Enoplia y Mononchida; la de
Nguyen (2003) para Diplogasterida y Rhabditida; la de Nickle y Hooper (1991) y
Siddigi (2000) para Aphelenchida y Tylenchida. En la categoria de familia se
clasificaron por el grupo tréfico y la escala c-p de Bongers 1999; Yeates et al.

1993; y, Leguizamo y Parada 2008.

La identificacion se llevd a cabo a través de estudios morfolégico y
morfométricos, estado de desarrollo, caracteristicas de los labios, forma del

estoma, tipo de esofago, estilete y, forma de la cola entre otros.

1.34 Extraccion de nematodos con insecto trampa: En laboratorio se

dispusieron 600 g de suelo de cada ambiente, en recipientes plasticos con
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capacidad 100 cm?®, donde se colocaron larvas de Galleria mellonella (L.)
(Lepidoptera: Pyrallidae), 10 por recipiente (Bedding y Arkhust 1975),
manteniéndolas en oscuridad total y a 25 °C por cinco dias. Este

procedimiento se repitid varias veces hasta que el suelo se seco.
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100 g submuestra

Figura 3. Esquema de muestreo en campos de Colombia (Valle del Cauca), en busqueda de biodiversidad de nematodos de
vida libre. a: Campo CIAT, frijol; b. Palmira (Calucé); c: Cuadrantes de muestreo (submuestras); d: Bosque pristino; e: Ecotono;
f: Cultivo platano-Café.
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Posteriormente las larvas se extrajeron del suelo y se colocaron en cajas
de Petri (60 mm x 15 mm) sobre papel filtro, dejandolas en camara de
maduracion y, posteriormente, se colocaron en “trampa White” modificada
(Kaya y Stock 1997), hasta que los nematodos salieron de la larva y migraron
al agua. Con los nematodos obtenidos se hicieron reinfecciones sobre larvas
de G. mellonella (Postulados de Koch), lo que se verifico a los cinco dias (Fig.
5). Posterior a esto se realizo la identificacion, con base en las caracteristicas

morfologicas de los adultos.

1.35 Andlisis de suelos: Este andlisis se realizé en el laboratorio de
Servicios Analiticos del Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT). Se
determind materia organica (MO) (Espectrometria de Walkley-Black); pH

(Agua 1:1) y textura (Bouyucos).

1.3.6 Andlisis de informacion: Se realizé un analisis descriptivo en
términos de porcentaje, representado por cada categoria; tomando nimero de
individuos de cada categoria sobre el nimero de individuos totales; maximos y
minimos; promedios; desviacion estandar; varianza; vy, coeficiente de
variacion. Los criterios de seleccion fueron estados de desarrollo (hembra,
macho y juveniles); familia (23); categoria c-p (1 a 5); grupo trofico (seis
categorias: bacteriévoro, fungivoro, bacteribvoro-fungivoro, herbivoro,
omnivoro y predador); tiempo de evaluacion (antes del cultivo, durante y
después de cosecha) condiciones del suelo (pH, MO y textura); para cuatro
habitats (bosque pristino, ecotono, cultivo café-platano y cultivo de frijol) y
todas sus posibles combinaciones. Para todo esto se usé el paquete
estadistico SAS.

También se calcularon los indices de diversidad alfa de Shannon-Wiener
(Krebs 1994), cuyos rangos de diversidad se encuentran entre 0 a 4; donde
valores cercanos a 0 son considerados bajos, valores de 2 en rango medio y
valores superiores a 2,5 altos; lo que se relaciona con los diferentes tipos de
nematodos presentes en el suelo. Ademas se calcul6 el indice de dominancia
de Simpson, la cual es una medida de como una especie puede dominar una

comunidad; valores cercanos a 1 son dominantes y cercanos a 0 no
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dominantes. Para el analisis de biodiversidad se uso el paquete estadistico PAST
(Hammer et al. 2007). Ademas, por ser considerados grupos indicadores, se
determinaron proporciones de fungivoros/bacteriévoros y de (fungivoros +
bacteriévoros)/herbivoros. Por otra parte, se tuvieron en cuenta a dorylaimidos por
su sensibilidad a desbalances en el suelo y por perderse su poblacion cuando
suceden disturbios en el suelo; éstos al encontrarse en porcentajes mayores del
25 % indican habitats poco intervenidos (Sohlenius y Sandor 1987; Cares y
Huang 1991).

Usando los valores c-p se determiné el indice de madurez (Bongers 1999).
Con las taxas encontradas se calculé el indice de madurez mIM; el indice de
madurez IM usando todos menos los herbivoros, donde valores menores o
cercanos a 2 son habitats con disturbio y de 2 a 4 cadenas tréficas de maduras a
estables, con poco disturbio; y, el indice de herbivoros (PPI). Para todos estos

calculos se utilizé la formula:
Sum ((vi)*(fi))
donde:

vi= valor c-p para la familiai (1 a 5).

fi= frecuencia relativa de la familia i.
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Figura 4. Método filtrado de papel para la extraccion de nematodos. a:
Colecta de suelo en campo con barreno; b: Suelos en bolsas, traidos de
campo, tamices de extraccion; c: extraccion en tamices Y fijacion en solucion
TAF; d. Fijacion permanente en soluciones | y Il, en horno; e: Montaje en
laminas Cobb e identificacion con microscopio.

También se realiz6 un analisis cluster, conocido como analisis de
Conglomerados, taxonomia numeérica o reconocimiento de patrones. Se trata
de una técnica estadistica multivariante cuya finalidad es dividir un conjunto
de objetos en grupos (cluster en inglés), de forma que los perfiles de los
objetos en un mismo grupo sean muy similares entre si (cohesion interna del
grupo), y los de los objetos de cluster diferentes sean distintos (aislamiento
externo del grupo). Este se us6é para las familias por sitio, usando las
similitudes, el indice de diversidad beta de Morisita-Horn, y los paquetes
estadisticos Estimate 8,0 y PAST (Hammer et al. 2007), para comparar la
abundancia relativa entre los taxa de dos comunidades. Una de las ventajas
gue tiene este indice es que es relativamente insensible al tamafio de muestra
y la rigueza de especies y, es muy usado para datos de abundancia
(Clements y Newman 2002). Este mismo indice se empledé para la

comparacion de los grupos troficos encontrado en los cuatro hébitats, usando
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en este caso el método de Ward, que tiene la ventaja de que las agrupaciones se
unen de tal manera que el aumento de la varianza dentro del grupo se reduce al
minimo (Milligan 1980). Para esto se emplearon los mismos paquetes estadisticos

y el mismo indice.

Figura 5. Extraccion de nematodos entomoparasitos con insecto trampa (G.
mellonella); a: Colecta de suelo en campo con barreno: b: Suelos en bolsa,
recipientes con suelo y larvas del insecto trampa; c: Larvas infectadas en camara
de maduracion y trampa white; d: Almacenamiento de nematodos identificados.

1.4 RESULTADOS Y DISCUSION

1.4.1 Areas de estudio: El habitat BP presentd vegetacion exclusiva del area,
como son arboles altos y arbustos nativos (Anexo 1), ademas de grandes
cantidades de materia organica procedente de la hojarasca caida en el suelo por

muchos afnos.

El E, que posee una pendiente de 45 grados, ha sufrido deforestacion por lo
gue se encuentran solo pastos y arvenses. Se han plantado arboles nativos que
estdn aun pequefios. Por dltimo, en la parte baja, se encuentra el cultivo
intercalado (BC), sin tratamiento quimico solo con incorporaciéon de gallinaza al

suelo, la cual es usada comos fuente de nitrogeno. El aporte consiste en mejorar
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las caracteristicas de la fertilidad del suelo con nutrientes como nitrégeno,

fésforo, potasio, calcio, magnesio, hierro, manganeso, zinc, cobre y boro.

Respecto al cultivo de frijol (FC), en CIAT, el lote evaluado ha
permanecido por mas de 20 afios con el mismo cultivo; sometido al uso de
insecticidas, fungicidas, herbicidas, mecanizacion agricola, entre otros (Anexo
2). Este lote es un terreno plano con riego por gravedad; lo que se vio
reflejado en las caracteristicas de suelo analizadas y las bajas poblaciones de
nematodos encontradas en este estudio. Ambientes de monocultivo y cultivos
intensivos pueden destruir el habitat de diversas especies y favorecer la
erosion, al ser un monocultivo monovarietal, favorece la pérdida de
biodiversidad, al haber homogeneidad genética igualmente, el cultivo es
vulnerable a plagas especializadas; y, el uso de fitosanitarios sin duda
contamina el suelo y elimina organismos benéficos como lo demuestra la

extensa literatura cientifica.

El andlisis de suelos de estas dos zonas muestra dos clases de texturas:
franco arcillosa (FrA) para la Finca la Utopia en sus tres ambientes (BP, E y
BC) y textura franco limosa (FrL) en la zona FC, donde se presenta la menor
abundancia de las dos Clases de nematodos de vida libre encontradas
(Anexo 3).

Se tomaron datos in situ en los tres muestreos, con los cuales se
determinaron valores promedio para temperatura ambiental, del suelo, y la
Humedad Relativa (H.R.); encontrdndose que la humedad mas alta
correspondio al BP, asi como la temperatura mas baja; presentando este sitio
variaciones minimas entre los habitats E y BC. ElI FC present6 las mayores

temperaturas y la menor Humedad Relativa (Anexo 4).

En este primer semestre del 2008, se presentaron lluvias mas frecuentes
de lo normal, el promedio de precipitacién fue mayor que en afios anteriores
en los dos sitios; la H. R. y la temperatura permanecieron constantes durante

todo el tiempo en que se realizaron los muestreos (Anexo 5).
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El pH en los dos sitios mostr6 diferencias, encontrandose para FC el mayor
valor (mas basico), pH tipico de suelos agricolas. Igualmente se encontré en este
ambiente el menor porcentaje de materia organica (MO); asociando estos
resultados con el menor nimero de nematodos encontrados en este habitat, pues
se observo en menor numero los érdenes Dorylaimida y Enoplia, los cuales son
predadores; y, en mayor cantidad, Aerolaimida. Estos resultados se deberian a
que las actividades agricolas tienden a favorecer una proporcion alta de
nematodos parasitos de plantas y a disminuir la diversidad y abundancia de sus
depredadores (Kimpinski y Sturz 2003; van Bruggen y Termorshuizen 2003). Para
la finca Utopia se presentaron valores ligeramente &cidos, lo que podria deberse
a la acumulacion de gran cantidad de materia organica en descomposicion, la
cual supera el 40 %, por lo que se lo considera un suelo organico que brinda mas
alimento a los organismos que habitan el mismo. La materia organica es mayor en
los bosques que en los campos cultivados; esto debido a los &rboles cumplen
funciones ecolégicas de proteccién del suelo, modificando las caracteristicas
fisicas del suelo por la adicion de hojarasca, raices y tallos que incrementan los
niveles de materia organica (Fassbender y Bornermisza 1987; Fassbender 1993)
(Tabla 1; Anexo 3).

En la Finca Utopia, donde los rangos de pH son ligeramente &cidos, se
presentd el mayor nimero de individuos de los ocho 6rdenes encontrados; igual a
lo observado por Leguizamo (2005). La textura de los dos sitios muestra para FC,
un suelo franco limoso, lo que produciria una mayor filtracién que afectaria a las
poblaciones de nematodos que encontradas alli, frente a un tipo franco arcilloso
gue presenta una filtracion mas lenta, reteniendo organismos en el suelo (Anexo
3).

1.4.2 Identificacion de nematodos: Se identifico el 25 % de las muestras
colectadas; resultando 3 217 nematodos de vida libre, clasificados en 23 familias,
ocho 6rdenes y dos clases. Predominaron siempre los estados juveniles frente a
los adultos (2:1); y, se encontraron mas hembras que machos (5:1). Esto es
explicable ya que en la mayoria de casos los estados juveniles son lo que se

desplazan, son de vida libre y los encargados de parasitar. Las hembras como en
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la mayoria de seres vivos son las encargadas de multiplicar las especies por

lo cual se encuentran en mayor proporcion (Fig. 6).

1.4.21 Clases y 6rdenes: Como se mencion0, se identificaron dos
clases, la Adenophorea con cinco 6rdenes de nematodos, siendo mas
abundante el Dorylaimida (972), cinco veces mas que Mononchida (208) y
Enoplia (183); y, en menor cantidad Aerolaimida (50) y Monysterida (28). En la
Clase Secernentea, se identificaron tres 6rdenes, siendo el Rhabditida el mas
abundante (997), en mas del doble que los Tylenchida (450) y aun mas que
Aphelenchida (329) (Fig. 7).

En estudios previos se determiné que la clase Adenophorea es propia de
bosques pristinos y que posiblemente favorecen la estructura trofica con
representantes como Dorylaimidos, que fueron los mas abundantes; éstos se
presentan en mayor numero en areas con bajas condiciones de disturbio
(Sohlenius y Wasilewska 1984); mientras que la clase Secernentea donde
predomina el orden Rhabditida, es mas propia de ecosistemas cultivados, con
coberturas vegetales menos densas y menos grupos tréficos, en este estudio
no se presentd esta tendencia, lo que podria mostrar en todos los ambientes

un grado de intervencion (Papamija et al. 2002; Leguizamo 2005) (Fig. 8).

En los habitats, el mayor nimero de nematodos se encontré en la finca
Utopia frente a CIAT, destacandose BP y BC con la mayor cantidad de
nematodos (974 y 937, respectivamente). El E present6 una leve disminucion
gue podria atribuirse a que este terreno posee una pendiente pronunciada,
con pobre cobertura vegetal y sin arboles, caracteristicas que eran
abundantes en los otros dos habitats; el BP es el que posee mayor porcentaje
de nematodos, que puede deberse a las condiciones fisicas y quimicas del
suelo y a la cobertura vegetal; en contraposicién con el habitat cultivado FC, el
cual ha sido sometido a manejo agronémico intensivo, con bajo contenido de
material organica y poca cobertura vegetal (Bongers y Bongers 1998;
Leguizamo 2005) (Fig. 9).
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Tabla 1. Caracteristicas del suelo en cuatro habitats en el Valle del Cauca-Colombia (bosque pristino; ecotono; cultivo
banano-café; cultivo frijol-CIAT), relacionados con el nimero de individuos de nematodos de vida libre.

BP E BC FC
pH 5,1 pH 5,2 pH 5,6 pH 7.6
Clase Orden MO (%) 60,1 MO (%) 58,9 MO (%) 54,4 MO (%) 27,67
Twa e Tewa  gmee Tewa g Tewa o
Rhabditida 290 211 297 199
Secernentea Tylenchida 131 128 122 69
Aphelenchida 120 56 138 15
Dorylaimida 307 252 262 151
Enoplia 65 54 42 22
Adenophorea  Mononchida a7 81 57 23
Aerolaimida 10 4 13 23
Monhysterida 4 8 6 10
Totales 974 794 937 512

BP: bosque pristino; E: Ecotono; BC: cultivo Banano-Café; FC: cultivo Frijol-CIAT; pH: valor de acidez; MO: materia organica.
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En el habitat FC, se observdé que el numero de individuos de la clase
Secernentea (289) fue mayor que la de Adenophorea (229), lo que podria
sustentar lo encontrado por Zullini (1976), quien afirma que los miembros de la
subclase Secernentea generalmente son menos sensibles a los
contaminantes y otras alteraciones que los miembros de la subclase
Adenophorea. Pero como ya se menciond en el BP y BC la tendencia fue

igual lo que no es coherente con lo encontrado por Zullini.

Figura 6. Estados de desarrollo de nematodos de vida libre encontrados
en muestreos en cuatro habitats en el Valle del Cauca-Colombia (bosque
pristino; ecotono; cultivo banano-café; cultivo frijol-CIAT).

ida

Figura 7. Clases de nematodos de vida libre identificados con su
respectivos 6rdenes, encontrados en muestreos en cuatro habitats en el Valle
del Cauca-Colombia (bosque pristino; ecotono; cultivo banano-café; cultivo
frijol-CIAT). A. Adenophorea; B. Secernentea.
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Clase Secernentea

Clase Adenophorea

Habitat

Figura 8. Comparacion de cuatro habitats (BP: bosque pristino; E: ecotono;
BC: cultivo banano-café; FC: cultivo frijol-CIAT) frente a las Clases de nematodo
identificados.

Figura 9. Porcentaje de nematodos identificados en cuatro habitats, en el
Valle del Cauca-Colombia (bosque pristino; ecotono; cultivo banano-café; cultivo
frijol-CIAT).

1.4.2.2 Familias: Se encontraron 23 familias en los cuatro habitats, siendo
las mas abundantes Dorylaimidae (473), Rhabditidae (456), Qudsionematidae
(382) Hoplolaimidae (360) y Aphelenchidae (291); el BP tuvo 30,3 % de las
familias; el E el 24,7; el BC el 29,1 %; y, con el menor porcentaje, el habitat
cultivado FC con solo el 16 %.
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Nematodos de la familia Dorylaimidae, particularmente sensibles a las
perturbaciones de ambientes con suelos franco arcillosos, para FC present6 el
menor namero de familias; una familia importante por presentar la mayor
proporcién, fue Longidoridae, la cual pudo estar influenciada por las practicas
agricolas intensivas que sufre este ambiente (Bongers 1999; Ferris et al.
2004; Leguizamo 2005) (Fig. 10; Anexo 6).

Las familias Rhabditidae, es de los primeros nematodos en colonizar el
estiércol (Sachs 1950), en el habitat BC, se present6 el uno de los mayores
nameros, con relacién a otros ambientes (E, FC), lo que podria explicarse, por

el hecho de que en este terreno se aplica de gallinaza como abono frecuente.

En el BP se encontraron todas las familias identificadas (23), mientras que
en el E (21), en BC (20) y en FC (19). En BP las familias mas abundantes
fueron Rhabditidae, Dorylaimidae y Qudsionematidae; mientras que en Ey BC
fue Dorylaimidae; por otra parte en FC predominé la familia Rhabditidae. La
familia Diploscapteridae solo se encontr6 en el BP. De forma general BP fue
el habitat con mayor diversidad y abundancia de nematodos (Fig. 11; Anexo
7).

En el analisis cluster los ambientes més cercanos en cuanto a las familias
encontrada fueron el BP y BC (0,97), alejandose de ellos un poco el E (0,94),
esto se podria explicar ya que el E, a pesar que se encuentra en el mismo
sitio, posee condiciones de cobertura vegetal y pendiente muy diferente. A
mayor distancia se encuentra el FC (0,88), lo cual era de esperarse ya que
este habitat es el que estuvo sometido a condiciones ambientales y de manejo
mas extremas, con poca cobertura vegetal y procesos de compactacion
continua, lo cual se refleja en las condiciones del suelo, disminuyendo la
movilidad y dispersion de las poblaciones de microorganismos (Leguizamo
2005) (Fig. 12).
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Figura 10. Numero de nematodos en sus respectivos grupos troficos,
relacionado con el analisis del suelo de cuatro habitats en el Valle del Cauca-
Colombia (bosque pristino; ecotono; cultivo banano-café; cultivo frijol-CIAT). A.
Materia Organica (%) y pH; B. Textura.

Al comparar los tres muestreos hechos en el tiempo, los porcentajes de

nematodos encontrados no variaron significativamente, dando confiabilidad a los
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resultados encontrados por la conservacion de las condiciones ambientales,

muy constantes durante este semestre (Fig.13; Anexo 5).

2 W I-l-l-l_l'l‘l‘l‘l—r i
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Figura 11. Porcentaje de familias identificadas en los muestreos
realizados en cuatro habitats en el Valle del Cauca-Colombia (bosque pristino;
ecotono; cultivo banano-café; cultivo frijol-CIAT).

1.4.2.3 Grupos troficos: Se discriminaron seis grupos tréficos:
predador, fungivoro, herbivoro, bacteri6voro y omnivoro. Estos grupos se
categorizaron en altos porcentajes para bacteriovoro y omnivoro; medios para
herbivoro y fungivoro; y, los mas bajos para predador y bacteriévoro-fungivoro
(Fig. 14).

El BP presenté el mayor nimero de omnivoros, organismos tipicos de
habitat sin mayor perturbacién, seguidos por el E y BC; el grupo siguiente en
cantidad de nematodos fue el bacteriovoro, mayor para el BP, disminuyendo
gradualmente para el BC, E y CF y, en menor nuamero, los bacteriévoro-
fungivoro en los cuatro ambientes; y, por dltimo, no se encontraron
predadores en el E (Fig. 15). Segun lo encontrado por Yeates y Bird (1994),

en ambientes de monocultivo predominé los herbivoros y se presentaron



Nematodos, biodiversidad y Control Biolégico 37

bajos porcentajes de bacteridvoros, esto ademas del habito de los cultivos pudo

verse afectado por la labranza y la estructura del suelo.
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Figura 12. Cluster de la distribucion de nematodos por familias en los cuatro
habitats muestreados en el Valle del Cauca-Colombia (BP: bosque pristino; E:

ecotono; BC: cultivo banano-café; FC: cultivo frijol-CIAT).

Figura 13. Porcentaje de nematodos colectados en tres épocas de muestreo
(1=antes de siembra; 2=2 meses después; 3=4 meses después de la siembra), en
cuatro habitats en el Valle del Cauca-Colombia (bosque pristino; ecotono; cultivo

banano-café; cultivo frijol-CIAT).
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Figura 14. Grupos tréficos presentes en los cuatro habitats muestreados
en el Valle del Cauca-Colombia (bosque pristino; ecotono; cultivo banano-
café; cultivo frijol-CIAT).

Las familias identificadas fueron clasificadas segun su grupo tréfico y valor
c-p (1 a 5). El mayor numero de familias quedaron agrupadas en los grupos
de omnivoros y bacteriovoros (Fig. 16). Dentro de un mismo grupo tréfico se
encuentran diferentes valores c-p: c-pl, los cuales subsisten facilmente a
disturbios en el suelo frente a los que se ubican en c-p5, que son mucho mas
sensibles a disturbios, en estos se ubican familias como Dorylaimidae la cual
se encontré6 en mayor numero en BP y BC, y en menor cantidad en el FC
(Yeates et al. 1993; Yeates et al. 1994; Schouten et al. 1998; Neher et al.
2004; Azpilicueta et al. 2008; Leguizamo y Parada 2008) (Anexo 8). Esto se
explica por el hecho de que en suelos agricolas como el FC, la diversidad en
grupos troficos representa una disminucion de la abundancia de fungivoros,
omnivoros y predadores y en un aumento de la abundancia de bacteriévoros y
herbivoros (Neher 2001; Kimpinski y Sturz 2003).

En el analisis cluster realizado, se observd que los ambientes mas
cercanos de acuerdo al grupo trofico fueron BP y BC (0,99), seguidos del E

(0,96); mientras que el FC estuvo mas alejado (0,93) (Fig. 17).
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Figura 15. Numero de nematodos agrupados por grupos troficos en cuatro
hébitats muestreados en el Valle del Cauca-Colombia (bosque pristino; ecotono;
cultivo banano-café; cultivo frijol-CIAT).

Grupo tréfico &

Figura 16. Numero de familias e individuos por grupo tréficos en los cuatro
habitats muestreados en el Valle del Cauca-Colombia (bosque pristino; ecotono;
cultivo banano-café; cultivo frijol-CIAT).
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Figura 17. Cluster de la distribucién de nematodos por grupos tréficos en
los cuatro habitats muestreados en el Valle del Cauca-Colombia (BP: bosque
pristino; E: ecotono; BC: cultivo banano-café; FC: cultivo frijol-CIAT).

1.4.3 Analisis de biodiversidad: En el andlisis de los indices
poblacionales se observa que en el BP se encontré el mayor nimero de
individuos, seguido por BC; y, presentando la menor cantidad, el habitat
cultivado FC, el cual también presentd el menor nimero de familias; lo que era

de esperarse frente a la mayor diversidad en ambientes pristinos (Tabla 2).

El indice de dominancia muestra valores mas altos donde hay mayor
intervencién  (Salguero 2006), lo que coincide con lo encontrado en el

ambiente FC.

La medida de indices como el de diversidad y madurez, describen la
estructura de la comunidad para nematodos e indican la condicién de la salud

de suelos; es una importante informacion acerca del rango de organismos en
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la cadena alimenticia del suelo y puede servir como componente integral para
evaluar caracteristicas tales como biodiversidad de sistemas (Neher y Campbell
1996).

Los valores mayores en este caso se presentaron para BP y los menores para
FC (Tabla 2), siendo los ambientes extremos en manejo y vegetacion, valores
superiores a 2,5 altos para el indice de Shannon-Wiener, como lo que se encontré
para la finca la Utopia en todos sus ambientes (BP; E y BC). Esto indica que son
los sitios de mayor rigueza de familias y de mayor abundancia. En el caso del
indice de Simpson, éste expresa, que los valores cercanos a 1 son dominantes
para una familia en una comunidad (Krebs 1994); en este caso estan muy
cercanos entre si, haciendo diferencia entre los dos sitios La finca la Utopia y
CIAT.

Con relacion a los indices de madurez (mIM e IM), los valores mayores se
presentan en BP; para mIM esté entre 2 a 4, lo que lo describe como de estable a
con poco disturbado; para el IM. Con estos indices se podria deducir que estos
suelos estan en condiciones de disturbio e intervencion, pero el que se presenta
como mas inestable es el cultivado (FC). Parada y Leguizamo (2004),
encontraron en un Bosque Natural Chingaza, cercano a Bogotd, un valor de
IM=4,0 lo que muestra que el sitio evaluado en este trabajo posee un disturbio

moderado y una cadena trofica de baja estabilidad (Leguizamo 2005) (Tabla 2).

La proporcion F/B, mostr6 mayor cantidad de bacteriévoros para todos los
ambientes, siendo BC y BP, las areas con mayores valores, tal vez porque estos
organismos se ven beneficiados por la materia organica del suelo, proveniente de
la hojarasca del bosque y la incorporacion de gallinaza en BC. Por otra parte, la
menor cantidad registrada en los otros ambientes, podria deberse a la pérdida de
vegetacion y a la compactacion del suelo, lo cual dificulta la movilidad y dispersion
de los nematodos (Leguizamo 2005). Resultados similares se presentan para
(F+B)/PP, en este la cantidad de herbivoros fue menor para FC y E.

probablemente por el manejo y el tipo de vegetacion presente (Tabla 2).
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El indice de PPI, o herbivoros se presentaron en menor proporcion en FC,
como se explicd anteriormente, en este caso la disponibilidad de alimento fue
poca, considerando el manejo del cultivo, en el cual el uso de herbicidas fue

constante durante el ciclo del cultivo.

Como lo reportado por Leguizamo (2005), el porcentaje de dorylaimidos
fue bajo, ya que, porcentajes mayores al 25 %, se consideran de poca
intervencion. El mayor porcentaje se presentdé en E. El menor porcentaje se
presenta para FC, lo que se esperaria, considerando que es el ambiente mas
intervenido; este grupo de nematodos es muy usado por considerarse
indicador de habitats con disturbio (Sohlenius y Wasilewska 1984) (Tabla 2).

Tabla 2. indices calculados para estudiar la comunidad de nematodos de
vida libre en cuatro ambientes en el Valle del Cauca-Colombia (bosque
pristino; ecotono; cultivo banano-cafeé; cultivo frijol-CIAT).

indices BP E BC FC

Familias 23 21 20 19
Individuos 974 794 937 512
Indice de diversidad de Shannon-Weiner 2 672 2 622 2 530 2 456

(H)

indice de Simpson (Dominancia) 0.910 0.908 0.901 0.891
mIM 2.021 1.834 1.772 1.834
IM 1.772 1.585 1.523 1.585
PPI 0.22 0.225 0.21 0.14
F/B 0.379 0.251 0.444 0.118
(F+B/PP) 3.170 2.356 3.422 2.457
% Dorylaimidos 13.963 16.877 14.941 12.305

IM: indice de madurez modificado (sin tener en cuenta herbivoros); mIM: indice de
madurez total; PPI: parasitos de plantas; BP: bosque pristino; E: ecotono; BC: cultivo
banano-café; FC: cultivo frijol-CIAT.

144 Coleccion de nematodos entomoparasitos: En las muestras
evaluadas se reporta un nematodo entomoparasito, perteneciente a la familia
Steinernematidae Chitwood y Chitwood (1937); el cual se identificé por
morfologia como Steinernema sp. Travassos 1927 (Anexo 9); género que
posee alrededor de 30 especies, estos son parasitos obligados de insectos.

Los infectivos juveniles llevan una bacteria simbionte en la parte anterior de su
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intestino, la cual es la que produce la infeccién en el huésped, se necesitan

machos y hembras para su reproduccion (Parada 2002).

Para certificar su entomofagia se aplicaron los postulados de Koch, resultando
positivo. Ademas se identificd la bacteria simbionte asociada a este nematodo
como Xenorhabdus bovienii, esta identificacion se hizo en el laboratorio de
microbiologia de la Universidad Javeriana de Bogotd; esta bacteria se encuentra
asociada exclusivamente a la especie S. carpocapsae (Weiser 1955) (Wouts,
Mracek, Gerdin y Bedding 1982), lo que podria concluir que esta especie fue la
identificada, esta se ha reportado previamente en Colombia, en el departamento
de Cundinamarca (Choachi y Carmen de Carupa) (Parada 2001a) (Figura 18).

Figura 18. Nematodo entomoparasito encontrado e identificado (Steinernema
pos. carpocapsae) en muestreos en el Valle del Cauca, Finca La Utopia, en el
cultivo de Banano-Café (BC); a: Sintomas en larvas de G. mellonella infectadas
con el nematodo; b: Larvas con nematodos saliendo; c. Estado adultos e
inmaduros; d: Hembra y macho; e: Macho con espiculas; f: Vulva en hembra; g:
Infectivo Juvenil (1J); h: Cola y eséfago tipico del grupo.
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1.5 CONCLUSIONES

En el andlisis de las muestras predominaron los estados juveniles frente a

los adultos (2:1), encontrandose mas hembras que machos.

Se identificaron dos clases de nematodos, Secernentea con tres 6rdenes y

Adenophorea, con cinco.

Los porcentajes de nematodos encontrados no variaron significativamente

al comparar los tres muestreos en el tiempo.

De 23 familias halladas en los cuatro habitats, las mas abundantes, en
orden descendente, fueron Dorylaimidae, Rhabditidae, Qudsionematidae,
Hoplolaimidae y Aphelenchidae.

Se discriminaron seis grupos troficos: predador, fungivoro, herbivoro,
bacteridvoro, bacteriovoro- fungivoro y omnivoro. El grupo tréfico omnivoro
presentdé el mayor porcentaje de nematodos y, en contraposicion, el

bacteriévoro-fungivoro, el menor.

Segun su grupo tréfico y valor c-p; el mayor niumero de familias se
agrupan en omnivoros y bacteriévoros. Los nematodos clasificados como c-
pl, subsisten facilmente a disturbios en el suelo y los c-p5, son mas sensibles

a disturbios.

En este estudio el habitat con menos disturbio (BP) fue el que presento
mayor diversidad, en oposicion al cultivado (FC), el cual tuvo la menor.
Conforme mayor intervencion hubo recibido el suelo se observd que el pH
pasé de acido a ligeramente alcalino y, el contenido de materia organica

disminuyo del habitat natural, poco intervenido al cultivado.

Se hallé6 un nematodo entomopardsito en las muestras evaluadas de los

tres sitios, especificamente en el ambiente BC; y, segun los estudios fue
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identificado como Steinernema pos. carpocapsae el cual ya ha sido reportado en

Colombia.

De los resultados encontrados se puede concluir que la fauna de nematodos

posee una alta biodiversidad en los sitios muestreados.

1.6 RECOMENDACIONES

Trabajos de biodiversidad de nematodos de vida libre en esta zona del pais no
se habian reportado previamente, por lo que se deben realizar méas estudios
tendientes a conocer las poblaciones de estos organismos; planteandose como
los cambios que se estan dando en las condiciones ambientales actuales, estan

afectando las poblaciones de nematodos.

Estos cambios podrian ser imperceptibles si no se conoce cOmo se encuentra
esta diversidad en la actualidad, ya que la falta de estudios en esta area, no
permite tener un punto de comparacion. El como ocurren estos procesos puede
afectar las poblaciones de organismos, que estan cumpliendo procesos en el
suelo que permiten su equilibrio quimico biolégico, lo que se reflejard en el resto

de los seres vivos que sustentamos nuestra existencia en el suelo.
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2. LOS NEMATODOS COMO CONTROLADORES
BIOLOGICOS DE CHISAS (COLEOPTERA: MELOLONTHIDAE)
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RESUMEN

Los nematodos entomoparasitos Steinernema riobrave Cabanillas, Poinar &
Raulston (Sr, EUA); S. carpocapsae Weiser (Sc, EUA); S. feltiae Filipjev (Sf,
Colombia) y Heterorhabditis bacteriophora Poinar (Hb1l: Italia, Hb2: Colombia y
Hb3: Alemania), fueron evaluados como controladores biologico de las chisas
Phyllophaga menetriesi Blanchard y P. bicolor (Moser). Larvas 3 de cuatro
semanas de las dos especies mostraron en un primer experimento mayor
infeccion y mortalidad para P. bicolor; y, comparando los aislamientos, los
steinernematidos (infeccion promedio= 19,79 % y mortalidad= 9,89 %) fueron
menos virulentos que los de H. bacteriophora (infeccion media= 65,10 % y
mortalidad= 46,87 %). En un segundo experimento P. menetriesi frente a cuatro
aislamientos Steinernema feltiae (Sf) de Colombia y tres aislamientos de H.
bacteriophora de Italia (Hb1), Colombia (Hb2) y Alemania (Hb3), donde el mayor
porcentaje de mortalidad e infeccion fue para el aislamiento de Colombia (Inf =
29,2 %; mortalidad = 16,7% respectivamente). En un tercer experimento larvas 3
de seis y nueve semanas de P. menetriesi, fueron evaluados con cuatro
aislamientos, dos nematodos nativos (Sf y Hb2) y dos introducidos (Hb1 y Hb3),
siendo Hb2 el mas virulento (infeccion = 29,17 %; mortalidad = 16,67 %); estos
resultados muestran cémo P. menetriesi, es una especie muy dificil de combatir
en este estado de desarrollo, lo que plantea buscar otras alternativas para
aprovechar eficientemente a los entomoparasitos, como el momento de su

aplicacion, entre otras adecuaciones.

Palabras clave: Entomoparasitos; Phyllophaga,; Heterorhabditis;

Steinernema.
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SUMMARY

The entomoparasite nematodes Steinernema riobrave Cabanillas, Poinar &
Raulston (Sr, EUA); S. carpocapsae Weiser (Sc, EUA); S. feltiae Filipjev (Sf,
Colombia) and Heterorhabditis bacteriophora Poinar (Hb1: Italia, Hb2: Colombia
and Hb3: Germany), were evaluated as biological control agents of the white grub
species Phyllophaga menetriesi Blanchard and P. bicolor (Moser). Three larvae of
four weeks age of the two species in a first experiment showed the highest
infection and mortality values for P. bicolor, in comparing the nematode isolates.
The steinernematids (average infection = 19,79 % and mortality = 9,89 %) were
less virulent than H. bacteriophora (average infection = 65,10 % and mortality =
46,87 %). In a second experiment P. menetriesi against four strains S. feltiae (Sf)
from Colombia and three isolates of H. bacteriophora of Italy (Hbl), Colombia
(Hb2) and Germany (Hb3), where the highest mortality and infection was to
isolate Colombia (Inf = 29,2 %, mortality = 16,7 %, respectively). In a third
experiment larvae of six and nine weeks age of P. menetriesi were evaluated with
four nematode isolates, two natives (Sf y Hb2) and two introduced (Hbl y Hb3),
Hb2, being the most virulent (average infection= 29,17 %; mortality= 16,67 %); this
showed that P. menetriesi, is difficult to control in this stage of development,
making it necessary to search for alternatives of application methods in order to

improve the efficience of these entomoparasites.

Key words: Entomoparasites; Phyllophaga; Heterorhabditis; Steinernema.
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2.1 JUSTIFICACION

Las primeras fases de los estudios de control biolégico incluyen una
investigacion basica sobre los aspectos fundamentales de taxonomia, biologia,
fisiologia, genética, ecologia y demografia, comportamiento, métodos culturales y
nutricion de los organismos biocontroladores (De Bach 1975). En un principio son
estudios basicos Utiles para cualquier aplicacion del método, los cuales no
necesariamente reportan resultados utilitarios inmediatos como un objetivo v,
tampoco incluyen los efectos directos de utilizar, manipular o conservar enemigos

naturales.

En Colombia, el tema particular de las plagas del suelo ha sido poco
estudiado, siendo necesario conocer principalmente lo relacionado con la
incidencia del complejo de chisas, identificacion de especies, cultivos afectados,
avances y logros en el desarrollo de alternativas para el control de sus

poblaciones, entre otros aspectos.

Al igual que otros insectos del suelo, el problema de las chisas (cutzos) se
debe en gran parte al mal manejo de la biota de este ambiente edafico, como la
guema después de cada ciclo del cultivo, el sobrepastoreo, el uso irracional de
agroquimicos especialmente herbicidas y fertilizantes y mala rotacion de cultivos,

entre las principales causas.

Con el objetivo de reducir las poblaciones de plagas a niveles de convivencia,
o incluso llegar a eliminarlas por completo de una plantacion determinada, la
utilizacion de enemigos naturales cohabitantes de éstas parece la mejor opcion; vy,
dentro de éstos, los nematodos se presentan como una alternativa de gran

impacto como controladores bioldgicos.

Los nematodos, especialmente de las familias Steinernematidae vy
Heterorhabditidae son considerados entomoparasitos, debido a que actian como
reguladores de las poblaciones de insectos y otros artropodos habitantes del
suelo, ya que presentan una serie de atributos como organismos controladores

gue los diferencian en forma ventajosa de otros grupos de entomopatégenos, por
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lo cual son considerados como una excelente alternativa para ser empleados
en el Manejo Integrado de Plagas. En los ultimos 50 afios, diferentes tipos de
nematodos que atacan insectos han sido examinados como un potencial para
el control biolégico de plagas; por mencionar dos casos puntuales, se los
consideran en el manejo biologico de las plagas subterraneo de la viruela y un
complejo de escarabajos (Caicedo y Bellotti 1994; Barberena 1996; Luque
2001; Federici 2002; Melo y Gaigl 2004; Parada et al. 2006).

Finalmente, esta investigacion busca confirmar la teoria de que, ademas
de su uso como biocontroladores de plagas agricolas, los nematodos, como
otros microorganismos, son indicadores de la calidad de suelo, entendiéndose
ésta como el grado de erosion bidtica del sustrato bajo diferentes niveles de

incidencia de la actividad humana en este ambiente.

2.2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.2.1 Chisas como insectos plaga: Las chisas de la familia
Melolonthidae son de un valor ecolégico sobresaliente en buena parte del
mundo, pues su gran mayoria juega un papel trascendental en el reciclaje de
material orgéanico y enriquecimiento del suelo. Sin embargo, varias especies
se han convertido en plagas de importancia econémicas; y, las mas dafiinas
pertenecen a las subfamilias Melolonthinae, Dynastinae, Rutelinae vy
Cytoniinae. En el pasado estos insectos aparecieron solo localmente y por
épocas, por eso no fueron considerados como plagas de mayor importancia,
pero, en la actualidad se presta mas atencion a estos insectos en todas las
zonas donde hay agricultura (Restrepo-Giraldo y Lopez-Avila 2000; Pardo-
Locarno 2002).

En Colombia se conocen con el nombre vulgar de chisa a las larvas cuyos
adultos son escarabajos 0 cucarrones (catzos) que varian en tamaiio,
coloracién, forma y hébitos, de acuerdo a la especie. Varias especies de estos
melolontidos constituyen un complejo de plagas que afectan en forma severa

una gran diversidad de cultivos en el pais, como plagas rizéfagas o plagas de
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follajes y frutos (Restrepo-Giraldo y Lopez-Avila 2000). Estas larvas de
escarabajos, han sido consideradas las plagas al nivel del suelo de mayor
importancia en diferentes cultivos del mundo. Sin embargo, solamente las de
tercer instar causan dafios significativos como trozadores de plantulas o,
consumidores de raices y propagulos. En las etapas avanzadas de los cultivos
causan amarillamiento del area foliar, pasando por plasmdlisis hasta la marchitez
de toda la planta, debido al consumo de raices pequefias completas, hasta
corteza de raices grandes, involucrando la zona cambial e impidiendo el ascenso
de agua y nutrientes al area foliar; este dafio depende igualmente de la poblacion
del rizofago, edad del cultivo y la cobertura vegetal que lo rodea, asi como de los
macro y micro organismos entomoparasitos y entomofagos presentes en el
sustrato (Ortega-Ojeda 2005; Posada 1993).

Colecciones de larvas realizadas en el norte del departamento del Cauca
(Caldono) han mostrado una diversidad de especies, entre las cuales se destacan
por su abundancia Plectris fassli Moser, P. pavida Burmeister, Anomala cincta
Say, Ceraspis innotata Blanchard, y un complejo de Phyllophaga spp., género
mas importante por su caracter rizofago estricto, ciclo anual y larvas de mayor
porte entre las dafiinas, destacAndose Phyllophaga menetriesi Blanchard y P.
bicolor (Moser) (CIAT 2004; Pardo-Locarno 2000).

Los adultos no son tan dafinos como la larva, pero ocasionalmente afectan
las inflorescencias de cultivos como maiz o, se alimenta del follaje de arbustos,
arboles y ciertas plantas anuales, entre las que se destacan las familias
Papilionaceae, Euphorbiaceae, Solanaceae, Cucurbitaceae, Poaceae, entre otras
(Ortega-Ojeda 2005).

En varias zonas del pais se han llevado estudios relacionados al dafio
econdmico que ocasionan estos rizéfagos a cultivos de yuca, frijol, papa,
cereales, maiz y hortalizas, donde las pérdidas alcanzan entre el 10 y 95 % de las
cosechas (Restrepo-Giraldo y Lopez-Avila 2000).

En el departamento del Tolima, el sistema de produccion en suelos de ladera

con cultivos como arracacha (zanahoria blanca), maiz, frijol, arveja o habichuela
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(vainita), en areas de economia campesina, presenta como principal limitante
tecnologico el ataque de chisas (Coleoptera: Melolonthidae) de los géneros
Phyllophaga, Cyclocephala, Macrodactylus, Serica, Plectris, Isonychus,
Anomala y Ancognatha; que causan pérdidas en una medida que obliga al

agricultor a abandonar el lote (Vasquez y Norato 2000).

En el Oriente Antioquefio la chisa es una plaga que ha venido
incrementando sus poblaciones desde 1988, al punto que por sus dafios en
los cultivos se la ha elevado a la connotacién de plaga de importancia
econdmica (Londofio 2001).

En el Norte del Cauca, experimentos realizados en campo con larvas tres
de Phyllophaga spp. mostraron en yuca pérdidas que van entre el 26 % en
raices y 30 % para almidon; en condiciones controladas se observo que
densidades entre cinco y siete larvas por estaca consumen mas del 95 % de
corteza y 35 % de médula, en un periodo de dos meses; y que el dafio
realizado por una chisa resulta en el 53 % de pérdidas de su potencial
productivo por el consumo de la corteza, médula y raices de las estacas; lo
gue muestra la severidad del problema, considerando que la siembra coincide

con la aparicion del estado mas agresivo de la plaga (Ortega-Ojeda 2005).

2.2.2 Ciclo de vida: El ciclo de vida de las chisas varia con el clima,
siendo mas largo en regiones mas temperadas y, mas corto, en areas
tropicales sin estaciones. Pueden ser mas largos también en algunas regiones
con estaciones calidas y secas, donde las larvas esperan varios meses para

empupar hasta el comienzo de las lluvias.

Existen especies para las cuales el ciclo dura un afio, mientras que para
otras como las centroamericanas Phyllophaga pueden tener ciclos de uno o
dos afios de acuerdo con su distribucion (Ritcher 1958). Las especies que
tienen ciclo de un afio aparecen principalmente en alturas entre moderadas y
altas y en las zonas mas humedas con una estacion seca corta de dos a tres

meses. Las especies con ciclo de dos afios tienden a confinarse en tierras
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mas bajas, caracterizadas por temperaturas mas elevadas y baja pluviosidad, con
largas estaciones secas de cuatro a seis meses (King 1984).

En Colombia son escasos los trabajos sobre biologia de chisas. Ruiz y
Posada (1985) estudiando la biologia de Ancognata scarabaeoides en el
insectario de Entomologia de ICA Tibaitatd (Cundinamarca), encontraron que la
duracion de huevo a adulto para hembras y machos es de 342,7 y 348,6 dias,
respectivamente. Los huevos blancos y redondos aumentan de tamafio durante la
incubacion (28,3 dias) y son depositados en forma individual dentro de una
camara preparada por la hembra. Ocurren tres estados larvales que duran 34,7,
47,5y 162,7 dias. Las larvas empupan en el suelo dentro de una camara redonda
gue se encuentra a 30 cm o mas de profundidad. La duracion de la pupa es de
78,3 dias. En Colombia, en yuca, se ha determinado que el ciclo de vida de
Phyllophaga dura un afo (Bellotti et al. 1983).

Las larvas tienen apariencia de C, el cuerpo es de color crema, robusto y
blando. Los segmentos posteriores en la parte ventral son translicidos, mientras

que la cabezay las patas son fuertemente esclerotizadas.

Los adultos emergen del suelo como respuesta a las primeras lluvias
intensivas (Andrews 1984; Gaylor y Frankie 1979; King 1984; Pardo-Locarno et al.
1995). Y en este periodo se recolectan grandes cantidades con trampas de luz
(King 1984), excepto durante la luna llena, ya que la luz artificial se opaca

conforme el ciclo lunar aumenta su luminosidad (Pardo-Locarno et al. 1995).

En los Melolonthinae muchas especies copulan durante la noche mientras las
hembras contindan alimentandose del follaje, como ocurre en Phyllophaga. En
Macrodactylus la cépula ocurre en las flores durante el dia. Después del apareo y

la alimentacién las hembras regresan al suelo donde ovipositan (Ritcher 1958).

Gaylor y Frankie (1979), sugieren que el largo periodo de oviposicion que
tienen las especies de chisas es una estrategia que les permite asegurar que
algunos huevos y larvas pequefias puedan sobrevivir a periodos de excesiva

humedad o de alta sequia. Diversas caracteristicas del suelo y plantas
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hospederas son importantes para la escogencia de sitios de oviposicion por
los adultos; asi, suelos con excesiva o0 escasa humedad, ademas de suelos
compactados, ciertos tipos de plantas hospederas y de coberturas como por
ejemplo césped afelpado muy tupido, inhiben a las hembras en su oviposicion
(Fluke et al. 1932; Gaylor y Frankie 1979; Weiner y Capinera 1980).

En campos abiertos los adultos prefieren ovipositar en sitios con maleza,
preferiblemente pastos; ellos raramente lo hacen en tierras limpias, y esto es
porque los primeros mantienen la humedad del suelo incrementando la
sobrevivencia de huevos y/o de larvas jovenes, haciendo a los insectos menos
susceptibles a la desecacidon; también enfrian la superficie del suelo,
permitiéndoles desarrollarse en una temperatura mas favorable.
Adicionalmente proveen una fuente abundante de alimento para larvas y
disminuyen el parasitismo y predacién de huevos, larvas y pupas (Hruska
1985).

2.2.3. Phyllophaga menetriesi (Blanchard): En este género se
encuentran las denominadas filo-rizéfagas, cuyas larvas viven en el suelo
alimentandose de raices, bulbos y tubérculos, mientras que los adultos

consumen el follaje de angiospermas y gimnospermas (Morén 1994).

Se ha reportado a P. menetriesi en una amplia distribucion, desde el
sureste de México hasta Venezuela y Colombia, donde se la ha registrado en

el Valle del Cauca, Cauca y Antioquia (Mor6n et al. 1998).

En P. menetriesi B., al igual que en otras, la larva tres es el estado mas
voraz y de mayor duracion comparado con los otros (el primer estadio se
desarrolla en un periodo de 19 dias; el segundo tiene una duracién promedio
de 27 dias, mientras que el tercero se desarrolla en un periodo promedio de
175 dias), lo que permite su presencia produciendo dafio por un lapso de
tiempo mas largo en el cultivo. Su duracion en pupa es de 34 dias y como
adulto 88 dias, presentando un tiempo total de 386 dias, en los cuales los
adultos vuelan por 15 dias (Calberto et al. 2005; CIAT 2005; CIAT 2004;
Pardo-Locarno 2000) (Fig. 19).
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Figura 19. Ciclo de vida chisas del género Phyllophaga spp. H: huevo; L1:
larva 1; L2: larva 2; L3: larva 3; P: pupa; Ad: adultos (cépula).

Segun King (1984), P. menetriesi en Centro América tiene una fecundidad

maxima de 140 huevos y un periodo de oviposicién en un rango de 50 a 100 dias.

Esta especie se destaca entre las mas dafiinas y, en yuca, se han reportado
dafios que pueden llegar a disminuir hasta en un 95 % la brotacién y causar
pérdidas del 70 %. Estos dafios consisten en la destruccidn de la corteza, de las
yemas de estacas recientemente sembradas, y la presencia de galerias en la
parte lefiosa, razon por la cual los cangres o propagulos vegetativos mueren.
Cuando el dafio se presenta en plantas jovenes (1 a 2 meses), éstas
repentinamente se marchitan y mueren. Las larvas se alimentan de la corteza de
la parte inferior del tallo inmediatamente debajo de la tierra y de las raices (Bellotti
y Schoonhoven 1978) (Fig. 20).
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Figura 20. Dafio producido por larvas de Phyllophaga spp. a. cultivo yuca,;
b. Raices de yuca; c. Papa; d. Cebolla larga; e. Zanahoria; f. Maiz tierno.

P. menetriesi se presenta en altitudes que van entre 1000 a 1600 m
s.n.m., siendo reportada en yuca, café y maiz causando hasta el 100 % de
dafio. La aparicion de los adultos ocurre principalmente entre diciembre a
marzo, encontrandose en muestreos de suelo hasta 20 larvas por m? en este
periodo, aunque para enero y febrero se han colectado entre siete y ocho
larvas por m?. Por otro lado, estudiando la fenologia de esta especie, se ha
encontrado que en el departamento de Cundinamarca la mayoria de adultos
aparecen de enero a marzo, no obstante se encuentran volando durante todo

el ano.

En Antioquia los adultos aparecen principalmente de marzo a abiril,
reduciendo su densidad en octubre. En el Cauca la mayor aparicion se
presenta de octubre a noviembre, apareciendo también en abril (CIAT 2004;
CIAT 2003).

56
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2.2.4 Phyllophaga bicolor (Moser): Al igual que P. menetriesi, la larva
tres es el estado méas voraz y de mayor duraciébn comparada con las otras; el
huevo tiene una duracion de 18 dias. El primer estadio se desarrolla en un
periodo de 24 dias; el segundo tiene una duracion promedio de 29 dias; vy, el
tercero se desarrolla en un periodo medio de 171 dias. Su morfologia larval es
similar a P. menetriesi pero su tamafio es menor, durante las colectas en campo
siempre se encuentran en mayor cantidad. En pupa su duracion es alrededor de

30 dias, presentando un ciclo de aproximadamente 271 dias (CIAT 2004).

2.2.5 Control biolégico con nematodos entomoparasitos: Por el habito
subterraneo de esta plaga, el control mediante métodos tradicionales es muy
dificil y poco eficaz; sin embargo el agricultor recurre frecuentemente al control
quimico, sin obtener resultados positivos, lo cual lo lleva a la sobredosis y el uso
irracional de los insecticidas, generando el exterminio de controladores naturales,
ademas del incremento de la contaminacién de suelos y aguas subterraneas y la

pérdida de la calidad del suelo (Restrepo-Giraldo y Lépez-Avila 2000).

En algunos casos se cuenta mas con el criterio subjetivo del técnico, de su
experiencia, que la recomendacion de algun estudio, que tampoco puede
generalizarse por su limitacion a la zona de influencia de la especie y el cultivo
estudiado; sin embargo, el hecho de manejar la fecha de siembra vs. la aparicion
de la larva 3 podria convertirse en una medida de control cultural econémico y de
facil manejo para los agricultores, sin dejar de tener en cuenta las condiciones

ambientales tan cambiantes en esta época (Ortega-Ojeda 2005).

Una forma de control biolégico realizado con microorganismos para los
escarabajos fue iniciado hace mas de 100 afos; siendo las bacterias, hongos,
virus y entomonematodos los mas usados en la actualidad por programas de
control biolégico, los mas exitosos programas se basan en patégenos con alta

especificidad hacia plagas precisas (Jackson 1993).

Con referencia a los entomonematodos, el aislamiento de Steinernema glaseri
Steiner de la chisa Popillia japonica Newman en Nueva Jersey, resulté en el

primer reporte de uso de entomopatdégenos para el control de plagas (Glaser
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1932); sin embargo, el desconocimiento en la interaccion de este nematodo
frente a su bacteria simbionte produjo resultados desalentadores, lo que
devino en la pérdida de interés. Hacia los 80’s, se retomaron los estudios con
aislamientos de nematodos, cuyas familias mas importantes Steinernematidae
y Heterorhabditidae, se comportaban mejor (S. glaseri y Heterorhabditis spp.)
que otras (S. feltiae Filipjev y S. carpocapsae Weiser). Los 90’s se caracterizé
por estudios mas profundos, efectuando avances en produccion y tecnologia
asi como buscando la causa de la resistencia de las chisas hacia los
nematodos; haciendo mas facil su implementacion dentro de programas de
control biologico para diferentes especies de chisas (Gaugler et al. 1992; Klein
1990; 1993; Georgis y Gaugler 1991).

Otros estudios con diferentes aislamientos de NEPs de estas familias
hallaron que su uso es promisorio en el control de chisas y su efectividad es
mayor cuando las dosis de NEPs usadas son altas; ademas por la capacidad
de reproduccién y supervivencia de los nematodos es posible reducir el

namero de aplicaciones y eliminar el uso de algunos insecticidas.

Estos nematodos se desarrollan dentro del insecto luego de ingresar por
sus aberturas naturales (boca, espiraculos y ano) y de liberar la bacteria
simbionte que almacenan en su interior, y la cual es la encargada de matar al
insecto. Dentro del insecto se desarrollan varias generaciones del nematodo,
hasta cuando se agota el alimento y salen las formas infectivas en busca de
otro huésped (Fig. 21) (Villani y Wright 1988; Forschler y Gardner 1991; Klein
1992; Lacey et al. 1993; Gaugler et al. 1994).

2.3 MATERIAL Y METODOS
Este experimento, se llevd a cabo en condiciones de laboratorio, en el
campo experimental del CIAT-Palmira-Colombia, con temperatura de 23 +/- 2

°Cy 70 +/- 5% de H.R.

2.3.1 Cria del insecto plaga: Se trabajé con larvas de P. menetriesi y

P. bicolor, obtenidas de capturas en campo, a través de muestreos de suelo
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en la region del departamento del Cauca (Caldono - 1570 m s.n.m.; 18 °C), donde
se colectaron en campo larvas de segundo instar, en diciembre del 2008.

Se seleccion6 para este experimento el tercer instar de las chisas, de
diferente tiempo de madurez (seis y nueve semanas), esta por ser el estado mas
agresivo a controlar, por la disponibilidad de estas larvas este experimento se
realizd en el primer semestre del 2009. Estas larvas se mantuvieron en
cuarentena por tres semanas en laboratorio para descartar enfermedades
adquiridas en campo. La cria en laboratorio se mantuvo en cabina, en vasos
plasticos con tapa (capacidad volumétrica de 100 cm?®), con arena y suelo
organico estéril (1:3) y alimentandola con trozos de zanahoria, a 23 °C, y 70 +/-5
% de H.R. (Fig. 22).

2.3.2 Cria del insecto trampa Galleria mellonella: La cria se mantuvo
en un cuarto a 29 °C y humedad relativa de 67 %, con una dieta consistente en
500 g de salvado de trigo, 145 g de levadura de cerveza, 72 g de cera de abejas,
150 cm? de glicerina, 270 cm® de miel de abejas y formaldehido al 1 % del total de

los “coloides” (mezcla glicerina + miel).

Se utilizaron frascos de vidrio grandes (aproximadamente 16 cm x 16 cm x 16
cm de lado) y de boca ancha para la oviposicion de los adultos; asi como
recipientes de acrilico rectangulares para los huevos (15 cm x 5 cm x 7 cm) y
larvas (24 cm x 32 cm x 11 cm). Las bandejas se esterilizaron previamente con
agua caliente, hipoclorito y alcohol, con posterior exposicion a luz ultravioleta (12
h) (Fig. 23).

2.3.3 Seleccion y multiplicacion de nematodos: Se evaluaron seis
aislamientos de NEPs nativos e introducidos (Tabla 3), que se multiplicaron para
cada experimento en larvas de ultimo instar de G. mellonella, obteniéndose
infectivos juveniles (IJs) una semana antes de la aplicacion, manteniéndolos en
agua destilada estéril (ADE) a 15 °C.
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Figura 21. Ciclo de vida de nematodos entomopardsitos. a: bacteria
simbionte en la parte anterior del intestino; b: fase dentro del insecto; c: fase
fuera del insecto en suelo.

Figura 22. Captura en campo y cria de larvas de chisas rizéfagas en
laboratorio. a. coleccion en campo; b y c. Cria en campo; d. Cria en
laboratorio; e. Dos especies de chisas Phyllophaga; f. Ensayos con
nematodos.
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Figura 23. Cria de Galleria mellonella, insecto trampa para la produccion in
in vivo de nematodos entomoparasitos. a. Pupas y adultos, frascos con papel para
para ovipositar; b. Larvas de diferente edad, bandejas para larvas pequefas; c.
Larva de ultimo instar, bandejas de cria; d. Cuarto de crecimiento; e. Elementos
para la dieta.

Tabla 3. Aislamientos de nematodos entomoparasitos nativos e introducidos,
evaluados para control biolégico de chisas rizéfagas en laboratorio del CIAT.

Lugar de origen

Especie Nomenclatura - - Fuente
Pais Entidad
Steinernema riobravis Sr EUA Certis Certis
Steinernema feltiae Sf Colombia I Namopal et Parada J. C.
Bogota
Steinernema L .
carpocapsae Sc EUA CABI/Bioscience Lépez J. C.
Hetero_rhabdltls Hbl Italia CABI/Bioscience Lépez J. C.
bacteriophora
Heterorhabditis Hb2 Colombia CENICAFE Lopez J. C.
bacteriophora
= Elenar i Hb3 Alemania E-NEMA Ehlers R-U
bacteriophora
2.34 Pruebas de infeccion y mortalidad con nematodos: Los

experimentos se implantaron en un disefio experimental de Bloques Completos al
Azar DBCA, considerando en el primero dos factores en estudio que fueron los
aislamientos de NEPs, y las dos especies de chisas; y, en el segundo, una

especie de chisa y cuatro aislamientos de NEPs y, el ultimo la edad de la larva de
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P. menetriesi. Se mantuvo un testigo absoluto de chisas que recibieron
Unicamente ADE. La unidad experimental consisti6 en 12 individuos,
recibiendo una dosis de 10 000 infectivos juveniles (l1Js) por larva. Se

realizaron cuatro repeticiones.

Se realizaron tres experimentos con los seis aislamientos de NEPs nativos
e introducidos: un primer experimento con dos especies de chisas (P.
menetriesi y P. bicolor) y cuatro aislamientos (Sr: S. riobrave (EUA); Sc: S.
carpocapsae (EUA); Hbl: H. bacteriophora (ltalia) y Hb2: H. bacteriophora
(Colombia)); y, un segundo con P. menetriesi con cuatro aislamientos, Sf: S.
feltiae (Colombia); Hbl: H. bacteriophora (ltalia) y Hb2: H. bacteriophora
(Colombia), y Hb3: H. bacteriophora (Alemania) y el ultimo en dos edades de
la larva tres de P. menetriesi, con cuatro aislamientos (Sf: S. feltiae
(Colombia); Hbl1: H. bacteriophora (Italia); Hb2: H. bacteriophora (Colombia);
Hb3: H. bacteriophora (Alemania)). La evaluacion en diferentes edades se
realiz6 para determinar el efecto de la madurez de la larva 3 frente a la

patogenicidad de los NEPs.

Las variables de respuesta fueron infeccion y mortalidad, lo que se verificd
disectando larvas vivas y muertas de la plaga para verificar la presencia de
NEPs. Lo anterior sirvi6 también para establecer que la mortalidad se produjo

por estos microorganismaos.

Los individuos se dispusieron en un vaso plastico con tapa (capacidad 56
cm®), en suelo-arena estéril (3:1), donde se aplicé 1 cm?® de la solucién de

nematodos y 3 cm® de ADE para ajustar la humedad a capacidad de campo.

Los NEPs se aplicaron un dia después de colocar la larva y la zanahoria
en cada envase (Fig. 24).

2.3.5 Andlisis de informacidén: Se hizo un analisis de varianza con la
respectiva separacion de medias para las variables significativas por la prueba
de Tukey (P<0,05) (Infostat 2009).
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Previo a esto se realizaron transformaciones de los datos considerando su
distribucion, utilizando las férmulas: Arcoseno %X /100 para el primer

experimento y +/ X +1 para el segundo y tercero.

La presentacion de las gréaficas se hizo con los datos en porcentaje.

2.4 RESULTADOS Y DISCUSION

2.4.1 Infeccion y mortalidad de Phyllophaga menetriesi y P. bicolor
con cuatro aislamientos de nematodos: Se presentaron diferencias
significativas entre las especies evaluadas, mostrandose P. bicolor como la mas
susceptible, tanto en infeccién (Prom. 58,33 %) como en mortalidad (Prom. 44,27
%) (F = 33,70; p < 0,0001 y F = 36,50; p < 0,0001, respectivamente) (Fig. 25).
Esto obedeceria a lo observado por Shapiro et al. (2002), quienes concluyeron
que las diferencias morfologicas, de comportamiento y el grado de susceptibilidad
de las chisas hacen que los nematodos presenten diferencias o dificultad en su
control. Concomitante con lo anterior, Shannon y Carballo (1996) afirman que P.
menetriesi ha demostrado en ensayos previos ser una especie dificil de combatir;
se menciona también que cepas de nematodos evaluadas en otros insectos,
inclusive en especimenes del mismo género, con los cuales se han obtenido
excelentes resultados, no han funcionado para esta especie de chisa (CIAT
2004). De igual manera, Londoiio (2001), evaluando el efecto de Steinernema sp.
sobre este género encontrdo mortalidades similares al control donde no se aplico
nematodos. Finalmente, en otro experimento, de forma natural la mortalidad para
esta especie en el instar 3, al igual que en el estado de prepupa fueron nulas
(Melo et al. 2007).
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Figura 24. Metodologia de infeccion con nematodos entomoparasitos
sobre Phyllophaga menetriesi y P. bicolor. a. Larvas de Phyllophaga, juveniles
infectivos de nematodos para infectar; b. Preparacién de soluciones para
infeccion de nematodo en recipientes plasticos, alimento zanahoria; c.
Recipientes donde se hizo el experimento; d. Larva de chisas muertas por
nematodos; e. Diseccion de chisas en busca de nematodos; f: extraccion de
nematodos en trampa White.

Las variables infeccién (F= 24,07; p < 0,0001) y mortalidad (F= 30,37; p <
0,0001), las especies de Steinernema (X=19,79 % y 9,89 %) resultaron menos
virulentas que los aislamientos de H. bacteriophora (Prom. = 65,10 % y 46,87
%). Para las dos especies de chisas, la infeccion (F = 17,58; p < 0,0001), es
igual en la mayoria de los casos, diferenciAndose marcadamente P. bicolor
para los dos aislamientos de H. bacteriophora (Prom. = 95,83 %). La
mortalidad (F = 24,07; p < 0,0001) fue mayor para los mismos aislamientos y
especie de chisa (Prom. = 85,41 %), sobresaliendo sobre los otros, S.
carpocapsae fue la especie menos virulenta para P. bicolor, con un pobre 2 %
(Fig. 25).
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Figura 25. Diferencias entre dos especies de chisas (Pb: Phyllophaga bicolor
y Pm: P. menetriesi) en el porcentaje de infeccidén (a) y mortalidad (A), al aplicar
cuatro aislamientos de NEPs (Sr: Steinernema riobrave; Hbl: Heterorhabditis
bacteriophora (ltalia); Sc: S. carpocapsae; Hb2: H. bacteriophora (Colombia));
porcentajes seguidos de la misma letra no difieren significativamente: Tuckey
(p<0,05).

Al evaluar el efecto de los nematodos sobre P. menetriesi con cuatro
aislamientos, se observo que las especies de H. bacteriophora son los mas
patogénicos que el de Steinernema feltiae, infeccion (F= 6,99; p < 0,05) y
mortalidad (F= 7,67; p < 0,05); los valores son bajo para esta especie de chisa, no
superando el 30 % para infeccién (29,2 %) y el 15 % (16,7 %) para mortalidad,
valores bajos para un experimento en laboratorio con condiciones controladas

(Fig. 26).

Los resultados de este experimento son coherentes con otros experimentos,
donde se ha encontrado que generalmente el complejo de especies de
Heterorhabditis son mas patogénicas, o sea que matan mas larvas, que S.
carpocapsae; igualmente, se ha reportado que concentraciones inferiores de
NEPs de este género produjeron mortalidades mayores sobre otras especies de
chisas (Klein 1993; 1990; Cappaert y Koppenhofer 2003).
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Experiencias previas muestran a los nematodos causando en laboratorio
mortalidades cercanas al 100 % para otras especies plaga; sin embargo las
mortalidades sobre P. menetriesi en este estudio no superaron, como ya se
mencionod, en ninguno de los casos el 30 %, lo que cuestionaria la efectividad
de los nematodos para este género, en este estadio, considerando que en
campo la mortalidad se verd afectada por factores bibticos y abidticos que
disminuyen su efecto, como afirman Henneberry et al. (1996); Kaya y
Koppenhofer (1996); Ehlers et al. (1997); Smith (1999); Shannon y Carballo
(1996); y, Smith (1999).

35,

[l 1nfeccion [l Mortalidad |

(%)

Sf Hb1 Hb2 Hb3
Aislamiento de Nematodo

Figura 26. Porcentaje de infeccion (a) y mortalidad (A) de cuatro
aislamientos de NEPs sobre Phyllophaga menetriesi. (Sf: Steinernema feltiae;
Hbl: Heterorhabditis bacteriophora (Italia); Hb2: H. bacteriophora (Colombia);
Hb3: H. bacteriophora (Alemania), porcentajes seguidos de la misma letra no
difieren significativamente: Tuckey (p<0,05).

2.4.2. Infeccion y mortalidad de cuatro aislamientos de NEPs
sobre dos edades de L3 de Phyllophaga menetriesi: Entre los aislamientos

nativos (Sf y Hb2) y los introducidos (Hb1 y Hb3), el mejor, tanto en infeccion
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(29,17 %; F = 7,09; p < 0,0018) como en mortalidad (16,67 %; F = 7,17; p <
0,0017) fue H. bacteriophora nativo (Colombia). Los tres aislamientos de H.
bacteriophora, se comportaron de forma diferente presentando mortalidades bajas
(Fig. 27), lo que podria explicarse con lo reportado por Shapiro et al. (2002), quien
afirma que las chisas poseen una serie de mecanismos de defensa que incluyen
una disminucion en la salida del diéxido de carbono, frecuente defecacion,
comportamientos defensivos y evasivos, membranas externas densas y, una
fuerte respuesta inmune; lo que las hace dificiles de controlar con

entomopatdgenos.

Al evaluar la influencia de la edad en las variables se encontré que al avanzar
el tiempo estas larvas se hacen mas resistentes al ataque de los NEPs, pues
tanto la infeccion (F = 6,10; p < 0,022) como la mortalidad (F = 15,12; p < 0,0008),
disminuyeron conforme aumentd la edad de la chisa; asi, para cualquier
aislamiento las larvas de nueve semanas fueron menos susceptibles que las de
seis semanas, cuyas mortalidades fueron de 13,02 % y 4,69 %, respectivamente
(Fig. 28).

Lo anterior corrobora los resultados de Melo et al. (2007) y Koppenhofer y
Fuzy (2004), en cuyos experimentos se verific6 también que al aumentar la edad
de las chisas Anomala inconstans, Popillia japonica y A. orientalis disminuye el

efecto de los nematodos (H. bacteriophora).

Con estos resultados se verifica que existe una fuerte interaccion entre la
biologia y habitos de los organismos del suelo cohabitantes con las variaciones
del ambiente, como lo sostienen Shannon y Carballo (1996), lo que exige mayor
planificacion en el planteamiento de la oportunidad y métodos de aplicacién de los

nematodos entomoparasitos.
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2.5 CONCLUSIONES

En la evaluacion de varios aislamientos se destacé H. bacteriophora de

Colombia como el mas virulento a las chisas.

Los aislamientos tienen diferente efecto sobre la especie de chisa a
controlar; siendo P. bicolor la méas susceptible al ataque de nematodos

entomoparasitos.

A mayor edad de la larva blanco se hall6 menor susceptibilidad a los
NEPs, aspecto significativo a tener en cuenta al momento de aplicarlos
buscando controlar chisas.

Los resultados obtenidos permiten inferir que la coevolucién de las plagas con
sus patégenos pudo conferir a las larvas blanco varias formas de resistencia a

éstos ultimos.

2.6 RECOMENDACIONES

En los dos experimentos la especie de mayor interés P. menetriesi, fue la
menos afectada por los NEPs, especialmente mientras mas madura; por lo
qgue se recomienda no incluir a estos biocontroladores en un programa de
control biolégico de chisas, sin previamente considerar modificaciones a los
métodos tradicionales de su uso, como la oportunidad de aplicacion de los
NEPs, escogencia del nematodo especifico a la plaga segun su estrategia de
busqueda y especializacion al insecto blanco.
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Figura 27. Porcentaje de (a) infeccion y (b) mortalidad con cuatro aislamientos
de NEPs en dos edades de larva 3 de Phyllophaga menetriesi (Sf: Steinernema
feltiae; y 3 (Hbl, Hb2 y Hb3: aislamientos de Heterorhabditis bacteriophora
(Colombia Italia, y Alemania); porcentajes seguidos de la misma letra no difieren
significativamente: Tuckey (p<0,05).
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Figura 28. Porcentaje de infeccion (a) y mortalidad (A) para dos edades
de larva 3 de Phyllophaga menetriesi con cuatro aislamientos de NEPs
(Steinernema feltiae; y 3 aislamientos de Heterorhabditis bacteriophora (ltalia,
Colombia y Alemania); porcentajes seguidos de la misma letra no difieren
significativamente: Tuckey (p<0,05).
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Aislamiento:

Apareo:

Artrépodo:

Bacteridvoros:

Biocontrol:

Biocontrolador:

Biodiversidad:

Bioindicador:

Biomasa:

Biota:
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GLOSARIO

El adjetivo acelular también se usa para designar los
tejidos que soOlo poseen matriz extracelular y que carecen
de células, como la mesoglea de algunos invertebrados o
la cuticula de los artrépodos.

Variante genotipica de una especie o, incluso, de un taxon
inferior, son organismos de la misma especie pero de
procedencia diferente.

Conjunto de todos los comportamientos de cortejo y cria
que realizan dos individuos de distinto sexo para procrear,
y que culmina con la copula.

Arthropoda, del griego apBpov, arthron, "articulacion" y
TToUG, pous, "pie") constituyen el filo mas numeroso y
diverso del reino animal (Animalia). Incluye, entre otros,
insectos, aracnidos, crustaceos y miridpodos.

Organismo que se alimentan de bacterias.

Es un método de control de plagas, enfermedades y
malezas que consiste en utilizar organismos vivos con
objeto de controlar las poblaciones de otro organismo.

Organismo capaz de regular poblaciones de plagas por
cualquier forma de comensalismo.

También llamada diversidad biologica, es el término por el
gue se hace referencia a la amplia variedad de seres vivos
sobre la Tierra y los patrones naturales que la conforman,
resultado de miles de millones de afios de evolucion.

Es un indicador consistente en una especie vegetal, hongo
o animal; o formado por un grupo de especies (grupo eco-
sociolégico) o agrupacion vegetal cuya presencia (0
estado) nos da informacion sobre ciertas caracteristicas
ecoldgicas, es decir, (fisico-quimicas, micro-climaticas,
biolégicas y funcionales), del medio ambiente, o sobre el
impacto de ciertas practicas en el medio.

Materia total de los seres que viven en un lugar
determinado, expresada en peso por unidad de area o de
volumen o materia organica originada en un proceso
bioldgico, espontaneo o provocado, utilizable como fuente
de energia.

Designa al conjunto de especies de plantas, animales y
otros organismos que ocupan un area dada.



Blastocele:

Catzo

Celoma:

Chisa:

Coevolucion:

Coloide:

Comensalismo:

Compost:

Control biologico:

Copula:
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Cavidad de segmentacion es la cavidad general primaria
de los animales durante su desarrollo embrionario; general
porque no esta abierta al exterior, y primaria porque es la
primera cavidad corporal que aparece en el embrion.

Adulto de Coleoptera (Ecuador), equivalente a cucarrén o
escarabajo.

El celoma es la cavidad general secundaria del cuerpo,
gue se forma en el mesodermo, de animales celomados o
eucelomados. Se dice que es general porque no comunica
con el medio exterior, lo cual no es estrictamente cierto,
ante todo en el caso de la enterocelia, y se dice que es
secundaria porque, como tal cavidad general, es la
segunda en aparecer, tras el blastocele, a lo largo del
desarrollo embrionario.

Larva o estado inmaduro de un escarabajo (Coleoptera).

Término de la Biologia por el que se designa al fenbmeno
de adaptacion evolutiva mutua producida entre dos o
varias especies de seres vivos como resultado de su
influencia reciproca por relaciones como la simbiosis, el
parasitismo, la polinizacion o las interacciones entre presa
y depredador.

El nombre de coloide proviene de la raiz griega kolas que
significa que puede pegarse. Este nombre hace referencia
a una de las principales propiedades de los coloides: su
tendencia espontanea a agregar o formar coagulos.

Comensalismo se define como una relaciéon
interespecifica entre dos organismos vivientes, donde uno
de los individuos se beneficia y el otro no se ve perjudicado
ni beneficiado.

El compost es un abono organico, producto de la
descomposicion de restos de cosechas y animales, los
cuales se convierten en elementos nutritivos mas
asimilables para las plantas.

Biocontrol, es un método de control de plagas,
enfermedades y malezas que consiste en utilizar
organismos vivos con objeto de controlar las poblaciones
de otro organismo.

Unién sexual entre dos individuos siendo el momento en el
cual, el macho y la hembra de una especie se acoplan.



Cuticula:

Cutzo:

Depredacion:

Disectaron:

Ecosistema:

Ecotono:

Enemigo natural:

Entomoparasito:

Esclerotizado:
Espiraculos:

Estilete:

Factor bioético:

Fenologia:
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Capa o pelicula protectora de variada composicion material
producida por células epidérmicas que cubren el cuerpo de
varios invertebrados.

Larva o estado inmaduro de un escarabajo (Coleoptera),
nombre con el cual se denomina en Ecuador a las chisas.

Tipo de relacion interespecifica que consiste en la caza y
muerte que sufren algunas especies (presa), por parte de
otros que se los comen llamados depredadores o
predadores. Un mismo individuo puede ser depredador de
unos seres y presa de otros. La depredacion ocupa un rol
importante en la seleccion natural.

Divisibn en partes de una planta, un animal o un ser
humano muertos para examinarlos y estudiar sus érganos.

Sistema natural vivo que esta formado por un conjunto de
organismos vivos (biocenosis) y el medio fisico en donde
se relacionan, biotopo. Un ecosistema es una unidad
compuesta de organismos interdependientes que
comparten el mismo habitat. Los ecosistemas suelen
formar una serie de cadenas tréficas que muestran la
interdependencia de los organismos dentro del sistema.

Lugar donde los componentes ecoldgicos estan en tension.
Zona de transicion entre dos o mas comunidades
ecoldgicas (ecosistemas) distintas.

Organismos parasitoides, depredadores y patbgenos que
controlan especies plaga.

Organismos que parasitan insectos.
Estructura endurecida o parte rigida de un ser vivo.
Denominacion del orificio respiratorio de muchos animales.

Estructura que se encuentra en la parte anterior de los
nematodos esclerotizada y tipica de los fitonematodos y
depredadores.

Conjunto de organismos vegetales, animales, hongos,
bacterias y otros microorganismos, interactuando
igualmente con otras especies para conseguir alimento,
cobijo u otros beneficios mientras que compite con otras (e
incluso pueden ser comidas).

Estudio de los eventos periddicos naturales involucrados
en la vida de las plantas se denomina.



Fitoparasitos:

Foliar:

Foréanea:

Formaldehido:

Fungivoros:
Gonoporo:

Grupo troéfico:

indice:

Inflorescencia:

instar:

Marchitez:

Mesodermo:

Microartropodo:

Morfomeétrico:

Mutualismo:

Nativo:
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Organismos parasitos de plantas.

Lamina que comunmente forma parte de la anatomia de
una hoja.

Hace referencia a algo de fuera, no nativo.

Compuesto quimico, mas especificamente un aldehido (el
mas simple de ellos) es altamente volatil y muy inflamable.

Organismos que se alimentan de hongos.
Poro asociado a las gbénadas o aparato reproductor.

"Nivel de alimentacion”; categorias de organismos de una
comunidad y la posicion de un organismo en una cadena
alimentaria, definida por su fuente de energia; incluye
productores, consumidores primarios, consumidores
secundarios, descomponedores.

Cifra que le da sentido y facilita la comprensién de la
informacion. Estos nacen de la necesidad de conocer en
profundidad la magnitud de un fenbmeno y poder realizar
comparaciones del mismo en distintos territorios o a lo
largo del tiempo.

Disposicion de las flores sobre las ramas de forma
agrupada, esta disposicién es la mas comdn encontrada
en las plantas.

Estado larval de algunos artrépodos holometabolos, que se
puede presentar después de una muda.

Pérdida del vigor, turgencia, frescura y color.

Una de las tres capas celulares que constituyen el
embrion.

Insecto microscopico.

La morfometria es un método que se utiliza en varias
disciplinas, basado en la forma de ciertas cosas. De
acuerdo a la forma y medidas de los objetos se pueden
clasificar o identificar.

Relacion interespecifica temporal en que ambos
organismos obtienen algun grado de beneficio.

Especie que pertenece a una regibn 0 ecosistema
determinados. Su presencia en esa region es el resultado
de fendmenos naturales sin intervencién humana.



Nicho:

Omnivoro:

Oviparo:

Ovoviviparos:

Patogénesis:

Patégeno:

Peritoneo:

Piral:

Plasmolisis:

Pluviosidad:

Policultivo:

Pristino:
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Término que describe la posicidn relacional de una especie
0 poblacién en un ecosistema 0 el espacio concreto que
ocupa en el ecosistema.

Organismo que se alimenta de diversidad de fuentes.

Animal cuya modalidad de reproduccion incluye el depdsito
de huevos en el medio externo donde completar su
desarrollo antes de la eclosion.

Animal en el cual los huevos permanecen dentro del
cuerpo de la hembra hasta su eclosion. Esta puede
producirse inmediatamente antes de lo que vendra a ser
un parto, o inmediatamente después de la puesta.

Origen y evolucion de una enfermedad con todos los
factores que estan involucrados en ella.

Organismo capaz de causar enfermedad en el hospedero
(vegetal) o en el huésped (animal), segun el caso.

Membrana que envuelve la mayor parte de los 6érganos del
abdomen.

Se trata de un lepidoptero o mariposa nocturna o polilla,
este término hace referencia a la familia Pyralidae, estas
pueden causar dafios.

Se produce ya que las condiciones del medio extracelular
son hiperténicas; debido a esto, el agua que hay dentro de
la vacuola sale al medio hiperténico (6smosis) y la célula
se deshidrata ya que pierde el agua que la llenaba.

La cantidad de precipitacion sobre un punto de la
superficie terrestre.

El policultivo o Policultura es aquel tipo de agricultura que
usa cosechas multiples sobre la misma superficie, imitando
hasta cierto punto la diversidad de ecosistemas naturales
de plantas herbaceas, y evitando las grandes cargas sobre
el suelo agricola de las cosechas unicas, 0 monocultivo.
Incluye la rotacion de cosecha, multi-cultivo, inter-cultivo, y
cultivo en callejones. El policultivo, aunque requiere a
menudo mas trabajo, tiene varias ventajas sobre el
monocultivo.

Habitat sin intervencion donde no ha habido intervencion
del hombre.



Pseudocelomados:

Pseudoesqueleto:

Riz6fago:

Riz6sferas:

Septicemia:

Simbionte:

Sobrepastoreo:

Taxa:

Transeptos:

Virulencia:
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Agrupacion de filos cuya cavidad general no es de origen
mesodérmico y recibe el nombre pseudoceloma (o
pseudocele) o blastoceloma. Antiguamente formaron un
filo Unico, los Asquelmintos (del griego askos, ampolla o
saco y helmins gusanos, gusanos que tienen un tubo, el
digestivo, dentro de otro, la pared corporal).

Esqueleto falso.

Se refiere al insecto que se alimenta de las raices de los
cultivos.

Medio cercano que rodea al sistema radicular de un
vegetal.

Infeccion generalizada de un organismo.

Organismo involucrado en una relacion simbiotica donde
los dos organismos resultan beneficiados.

Se produce cuando las plantas estan expuestas a pastoreo
intensivo durante largos periodos de tiempo, o sin periodos
de recuperacion suficiente.

Organismos emparentados, que en una clasificacion dada
han sido agrupados, asignandole al grupo un nombre en
latin, una descripcion, y un "tipo", de forma que el taxén de
una especie es un espécimen o ejemplar concreto.

Forma de muestreo en forma de zig zag, que trata de
cubrir la mayor parte de un sitio.

Capacidad de producir enfermedad; habilidad para invadir
y afectar al huésped o algunos de sus 6rganos o tejidos;
patogenicidad.
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ANEXOS

Anexo 1. Vegetacién encontrada en el remanente de bosque en la finca Utopia-
Potrerillo-Palmira-Valle del Cauca. Colombia.

Nombre vulgar
Balso

Guayabo
Carbonero
Nacedero
Chagualo

Caspi

Iraca

Helecho arbustivo
Flor Amarillo
Guavo

Cafia menuda

Yarumo

Nombre cientifico
Ochroma pyramidale

Psidium guajava
Calliandra pittienrri
Trichanthera gigantea
Clusia multiflora
Calophyllum brasiliense
Carludovica palmata
Cyatheales

Senna spectabilis

Inga edulis

Saccharum officinarum

Cecropia peltata
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Anexo 2. Manejo agronomico del cultivo en el lote de habitat cultivado de frijol —
CIAT, periodo Enero a Julio del 2010.

Fecha
1. 13 Marzo

2. 26 Marzo

3. 2 Abril

4. 9 Abril

17 Abril
28 Abril
6 Mayo
9 Mayo
15 Mayo
10. 23 Mayo

© o ~Nowu

Producto

Afalon 1 kg/ha; Stomp 2 L/ha

Confidor 250 cm®/ha
Boro 200 g/ha
Zinc 400 g/ha

Sevin 1 kg/ha
Coljap: Nutrifoliar 1,5 L/ha

Elosal 1 L/ha

Coljap: Nutrifoliar 1,5 L/ha
Sevin 1 kg/ha
Milbeknock 250 cm®ha
Decis 1 L/ha
Milbeknock 250 cm®ha
Vertimec 300 cm®/ha
Milbeknock 250 cm®ha

Proposito
Herbicida; presiembra y siembra

Control: Mosca Blanca, Empoasca y
Crisomélidos

Manejo de deficiencias
Elementos menores que requiere el
frijol
Manejo de Crisomélidos
Fertilizacion
Acaricida (azufrado) contra acaro
blanco
Fertilizacion
Manejo de: Crisomélidos; Epinotia sp.
Acaricida
Insecticida para comedores de vainas
Acaricida
Acaricida
Acaricida
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Anexo 3. Andlisis de suelos de cuatro habitats muestreados en el Valle del
Cauca-Colombia (bosque pristino; ecotono; cultivo banano-café; cultivo frijol-

CIAT), en busqueda de biodiversidad de nematodos de vida libre.

Habitat pH

RB 5,07
E 5,17
CB 5,62
FC 7,59

MO
(9/kg)

60,06
58,94
54,43
27,67

Arena

(%)
39,50
40,11
34,40

9,64

Limo
(%)

31,83
29,34
32,20
70,90

Arcilla

(%)
28,67
30,55
33,40
19,46

Textura

7,00
7,00
7,00
9,00

RB: remanente de bosque; E: ecotono; CB: cultivo banano-café; FC: cultivo frijol-CIAT.
Anadlisis obtenidos a 22 +/- 3 °C y humedad relativa 60 +/- 5 %.
Textura: 7 = Franco Arcilloso; 9 = Franco Limoso.
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Anexo 4. Datos climaticos y geograficos tomados en cuatro sitios muestreados en
el Valle del Cauca-Colombia.

03°33'02,9

03°33'04,1

03°33'07,2

03°30'11,7

076°10,5'50,3

076°10,5'52,9

076°10,5'51,3

076°2,0'28,8

Temperatura
Ambiente

(°C)
BP
20,0
E
24,5
BC
23,0
FC
30,0

H.R.

(%)

71

52

66

47

Altura
(m snm)

1600

1510

1505

988

Temperatura
suelo

°C)

16,0

19,8

18,5

25,0

BP: bosque pristino; E: ecotono; BC: cultivo banano-café; FC: cultivo frijol-CIAT
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Anexo 5. Datos climéticos en los dos sitios estudiados en el Valle del Cauca-Colombia en cuatro habitats (a. bosque pristino;
ecotono; cultivo banano-café; b. cultivo frijol-CIAT), en busqueda de biodiversidad de nematodos de vida libre, primer semestre
del 2008.

N A
o NEVERN

B —a— fl{ O ——3 0 i
50

R . . . . s ¢ ¢ ¢ + ¢ 4
0 I I I I I I

1 2 3 4 5 6 ! 2 3 4 5 6

4= Temperatura Media (C)
- Humedad Relativa Media (%)
a ). Precipitacion Total (mm) b
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Anexo 6. Numero de familias de nematodos por habitat estudiado en el Valle del
Cauca-Colombia (bosque pristino; ecotono; cultivo banano-café; cultivo frijol-
CIAT), en busqueda de biodiversidad de nematodos de vida libre.

Ndmero de nematodos

r:::r:]n;[:gdocl)i Bosque  Ecotono Bacn;cgo— Frijol-CIAT
(BP) (E) (BC) (FO)
Rhabditidae 140 83 132 101
Rabditonematidae 51 50 58 67
Cephalobidae 14 28 0
Diplogasteridae 25 8 28
Alloionematidae 45 27 62 29
Diploscapteridae 6 0 0
Stomachorhabditidae 9 15 17
Criconematidae 30 28 24
Hoplolaimidae 101 100 98 61
Paraphelenchidae 24 10 4 0
Aphelenchidae 96 46 134 15
Qudsionematidae 129 99 98 56
Dorylaimidae 136 134 140 63
Leptonchidae 5 6 0
Aporcelaimidae 11 13 14
Longidoridae 26 0 10 24
Prismatolaimidae 33 36 21 2
Ironidae 22 14 15 13
Triphylidae 10 4 6 7
Mononchidae 37 65 53 20
Milonchulidae 10 16 4 3
Leptolaimidae 10 4 13 23

Xyalidae 4 8 6 10
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Anexo 7. Diagnosis diferencial de las familias identificadas de nematodos mas
frecuentes en los muestreos realizados en el Valle del Cauca-Colombia, en cuatro
habitats (a. bosque pristino; ecotono; cultivo banano-café; b. cultivo frijol-CIAT),
en busqueda de biodiversidad de nematodos de vida libre.

Familia Dorylaimidae: Juvenil: seis labios redondeados, estoma tubular, ensanchandose
en la base; lamina del odontoestilete a forma de cuchillo con dos anillos guias hacia la
punta; base del es6fago incluida en el intestino; cola filiforme delgada y larga.

Hembra: presenta las mismas caracteristicas con vulva plana; labios poco prominentes
en posicibn media, vagina esclerotizada, ovarios didélficos y anfidélficos; cola
redondeada.

Familia Rhabditidae: Juvenil: cuatro labios puntudos; cuticula con estriaciones
transversales en todo el cuerpo; estoma tres veces mas largo que ancho; es6fago en
cuatro partes; Istmo largo, delgado, bulbo basal redondeado, con cardia en forma de V,
base del bulbo enfrenta al intestino; cola coloide con terminaciéon obtusa.

Macho: seis labios redondos, grandes; cuticula con puntuaciones formando estrias
longitudinales; estoma liso, con rhabdions fusionados, tres veces mas largo que ancho;
esofago con bulbo basal enfrentado al intestino; bursa pelodera; dos espiculas largas,
delgadas con cabeza pequefia, con apariencia fusionada hacia la punta; gubernaculum
pequefio; cola conoide con terminacion puntuda.

Familia Qudsionematidae: Juvenil: seis labios parcialmente fusionados y redondeados;
estoma tubular, con dos anillos guia en la base del odontoestilete, este ancho con lamina
en forma de cuchillo con terminacion puntuda; es6fago con ensanchamiento en la base
enfrentado al intestino; se observa una estructura a forma de estilete al lado del canal
alimenticio en el eso6fago correspondiente a una muda; cola angostada abruptamente y
con terminacion filiforme corta.

Hembra: vulva en posicién media, labios aplanados y pequefios; vagina esclerotizada y
corta; saco postvalvular uterino pequefio, redondeado; ovarios didélficos, anfidélficos,
cortos, reflexos; cola angostada abruptamente en la punta

Familia Hoplolaimidae: Juvenil: estilete pequefo; con lamina terminada en punta con
tres ensanchamientos en forma de nddulos en la base; eséfago en tres secciones; istmo
corto; dos valvas al final traslapado al intestino con células diferenciales al interior; cola
biconvexa conoide con punta obtusa.

Macho: cuticula con anulaciones transversales; region cefalica levantada; estilete con
longitud tres veces mas largo que la region cefalica, robusto, con tres knobs redondos en
la base; dos espiculas largas, delgadas, curvadas, gubernaculum pequefio; cola conica

con terminacion puntuda.
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Familia Aphelenchidae: Juvenil: estilete pequefio, con lamina terminado en punta con
tres ensanchamientos a forma de nédulos en la base; es6fago en tres secciones, istmo
corto; dos valvas al final traslapado al intestino con células diferenciales al interior; cola
biconvexa conoide con punta obtusa.

Familia Rabditonematidae: Hembra: seis labios de apariencia fusionada; estoma
tubular; metastoma y telostoma fusionados, esclerotizados; eséfago en tres partes, istmo
largo, delgado; bulbo basal alargado con una pequefia extension en la base, introducida
en el intestino; poro excretor enfrentado en la base del istmo.

Hembra: vulva en posicion media; saco uterino postvascular ovalado; ovarios didélficos,
anfidélficos, delgados; cola filiforme.

Familia Mononchidae: Juvenil: seis labios con apariencia fusionada; estoma globular de
paredes delgadas, cuticularizadas; dos dientes uno en la base del estegostoma con punta
dirigida hacia arriba y uno dorsal en gymnostoma dirigido lateralmente, el diente dorsal
esta opuesto a un surco no denticulado; base del estoma incluida en el es6fago, este es
cilindrico con una estructura tuberculada en la base incluida en el intestino; anfido oval
con apertura redondeada, ubicado debajo de la base de los labios; cola conoide curvada
ventralmente.

Hembra: con vulva de labios pocos prominentes; cola coloide curvada centralmente.
Familia Alloionematidae: Juvenil: labios fusionados; cuticula con estriaciones
transversales suaves a lo largo de todo el cuerpo; estoma corto; es6fago en cuatro
partes; istmo grueso, corto, anillo nervioso ubicado en la mitad del istmo, bulbo basal
alargado, con dos pequefas valvas que se incluyen en el intestino; cola conoide.

Familia Prismatolaimidae: Juvenil: seis labios; cavidad bucal espaciosa; eséfago
cilindrico, con su base plana enfrentada al intestino; cuticula con presencia de estrias
transversales a lo largo de todo el cuerpo; cuatro setas cefalicas prominentes;
cheilostoma y gymnostoma fusionados con paredes cuticulizadas delgadas y lisas,
aparentando una forma de barril; estegostoma a forma de vestibulo, con tres
conformaciones a manera de dientes dirigidos posteriormente; anfido en forma de copa,
ubicado por debajo de la base del estegostoma.

Hembra: vulva media; con labios invaginados, vagina corta, conectada con el saco
uterino post vascular; ovarios didélficos, anfidélficos gruesos; cola filiforme delgada, larga,
curvada ventralmente.

Familia Criconematidae: Juvenil: parte anterior puntiaguda; region cefalica levemente
redondeada; estilete robusto; region caudal corta, levemente redondeada con uno o dos
|6bulos terminales.

Hembra: cuerpo ligeramente curvado; region anterior atenuada con dos primeros anillos

bien diferenciados y separado del resto del cuerpo; region caudal conoide o cénica, con
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terminacion en un lébulo estrecho y redondo; estilete largo y delgado; poro excretor se
abre en la base del eséfago; ovario prodélfico recto; espermateca oval-redonda con

esperma,; vulva cerrada, anillo vulvar superior por encima del inferior.



Nematodos, biodiversidad y Control Biolégico 95

Anexo 8. Clasificacion de las familias de nematodos de vida libre muestreados en
cuatro héabitats, de acuerdo a su grupo tréfico y valor c-p, en el Valle del Cauca-
Colombia (bosque pristino; ecotono; cultivo banano-café; cultivo frijol-CIAT), en
bldsqueda de biodiversidad de nematodos de vida libre.

Grupo Valor

Clase Orden Familia Tréfico  c-p

Secernentea  Rhabditida Rhabditidae 2 1
Rabditonematidae 2 1

Cephalobidae 2 2

Diplogasteridae 2 1

Alloionematidae 2 1

Diploscapteridae 2 1

Stomachorhabditidae 2 1

Tylenchida Criconematidae 3 3
Hoplolaimidae 3 3

Aphelenchida Paraphelenchidae 1 2
Aphelenchidae 1 2

Adenophorea Dorylaimida Qudsionematidae 5 5
Dorylaimidae 5 5

Leptonchidae 4 5

Aporcelaimidae 5 5

Longidoridae 4 5

Enoplida Prismatolaimidae 2 3

Ironidae 5 4

Triphylidae 5 4

Mononchida Mononchidae 5 4
Milonchulidae 5 4

Araeolaimida Leptolaimidae 3 2
Monhysterida Xyalidae 6 3
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Anexo 9. Descripcidbn morfolégica del nematodo entomoparasito de la familia

Steinernematidae y el género Steinernema.

Hembras: De tamafo variable, algunas formas gigantes, alcanzan 10 cm. Cuticula lisa o
anillada, la cabeza ligeramente redondeada, los labios unidos, seis papilas labiales
interior y cuatro papilas cefalica externa. Anfido pequefio, posterior a las papilas labiales.
Estoma parcialmente con s6lo un vestibulo anterior. Carecen de cuello, cerca de los
tejidos del esofago a la apertura de la boca, llegando a la base del vestibulo. Es6fago
muscular, rhabtitoide con metacorpus ligeramente hinchado, el istmo estrecho rodeado
por el anillo nerviosos y una gran glandula basal con valvula reducida o estrecha, la
porciébn anterior del procorpus ligeramente ampliado justo detras del estoma, a
continuacion, se extiende el metacorpus ligeramente ampliado, seguido por un istmo y un
bulbo basal que contiene una pequefia valvula. Poro excretor generalmente por delante
de anillo nervioso. Génadas anfidélficas, reflexos. La vulva de una hendidura transversal,
situado en una protuberancia. En una segunda generacion las hembras son de menor

tamarnio.

Machos: Region anterior similares a las hembras. Testiculo separados y estrechos.
Espiculas en pares, simétricos, moderados o ligeramente curvados. Espicula mas ancha
que larga, ventralmente proyectada. En vista ventral, gubernaculum estrechandose hacia
delante para formar una pequefia parte corta. La punta como flecha, con forma de Y o en
forma de cufia. Corpus separados posteriormente. Con cola con 23 papilas genitales.

Cola de punta con un mucrén. Bursa ausente.

Medidas: (n=20): Largo=1450 pm (1090-1710); Ancho=102 pm (77-131); cola=30 pum
(30,4 pm (23,4-39); Largo de espicula=64.6 um (58,5-71,5); ancho de espicula=11.1 pm
(9.1-13); largo de gubernaculum=47 um (39-56); ancho gubernaculum =52 um (3,9-6,5).

Infectivos-juveniles: (tercer estado o juvenil infectivo): estoma colapsado, cuerpo
delgado, con o sin doble cuticula, cuticula anillada, es6fago de apariencia reducida, poro
excretor conspicuo, cola conoide o filiforme, fasmido ubicado en la mitad de la cola y

poco visible.

Medidas: (n=20): Largo =558 um (438-650); Ancho =25 pum (20-30); cola =53 um (46-61).
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Género Steinernema.

Hembra: sin fdsmido, cola mas corta que el ancho del cuerpo; ovivipara pero algunos

huevos frecuentemente son retenidos en el cuerpo.

Macho: mas pequefio que la hembra, parte posterior cominmente sencilla y once pares

de papilas genitales; fAsmido no observado, cola terminada redondeada o con mucron.

Juvenil infectivo: con fdsmido pequefio o poco aparente, cola conoide y mas corta que

el esofago.
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Anexo 10. Analisis de Varianza de infeccion y mortalidad de chisas rizofagas
evaluadas para control biol6gico con nematodos entomoparasitos en condiciones
de laboratorio.

1. Evaluacion de infeccién y mortalidad de Phyllophaga menetriesi y
P. bicolor con cuatro aislamientos de nematodos
Arcoseno de la Raiz de la Infeccidén

Variable N R2 R2 Aj CV
Arcsen /o, x /100 inf 32 0,87 0,81 28,33

Cuadro de Anélisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 579 10 0,58 13,86 <0,0001
R 0,01 3 3,1E-03 0,07 0,9728
Chisa 1,41 1 1,41 33,70 <0,0001
Aislamiento 3,02 3 1,01 24,07 <0,0001
Chisa*Aislamiento 1,36 3 0,45 10,82 0,0002
Error 0,88 21 0,04
Total 6,66 31

Arcoseno de la Raiz de la Mortalidad

Variable N R2 R2 Aj CV
Arcsen Jox /100 mor___ 32 0,93 0,89 32,02

Cuadro de Anélisis de la Varianza (SC tipo Ill)

EF.V. SC ql CM F p-valor
Modelo 6,34 10 0,63 26,26 <0,0001
R 0,02 3 0,31 0,31 10,8164
Chisa 0,88 1 0,88 36,50 <0,0001
Aislamiento 2,20 3 0,73 30,37 <0,0001
Chisa*Aislamiento 3,24 3 1,08 44,69 <0,0001
Error 0,51 21 0,02
Total 6,85 31

Raiz de la Infeccién para P. menetriesi con cuatro aislamientos.

Variable N R2 R2 Aj CV
«/X +1inf 32 0.56 0.44 40.24
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Cuadro de Anélisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC ql CM F p-valor
Modelo 63.49 7 9.07 4.45 0.0027
R 849 3 2.83 1.39 0.2705
Epoca 12.25 1 12.25 6.01 0.0219
Aislamiento 42.75 3 14.25 6.99 0.0015
Error 48.95 24 2.04
Total 112.44 31

Raiz de la mortalidad

Variable N R2 R2 Aj CV
«/X +1mor 32 0.67 0.57 38.06

Cuadro de Anélisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC ql CM F p-valor
Modelo 5231 7 747 6.96 0.0001
R 10.20 3 3.40 3.17 0.0428
Epoca 17.38 1 17.38 16.17 0.0005
Aislamiento 24.73 3 8.24 7.67 0.0009
Error 25.78 24 1.07
Total 78.10 31

2. Evaluacion de infeccion y mortalidad de cuatro aislamientos sobre
dos edades de L3 de Phyllophaga menetriesi.

Raiz de la Infeccién

Variable N R2 R2 Aj CV
x/X +1 inf 32 0,62 0,45 39,95

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 70,24 10 7,02 3,50 0,0075
R 8,49 3 2,83 1,41 0,2681
Epoca 12,25 1 12,25 6,10 0,0222
Aislamiento 42,75 3 14,25 7,09 0,0018
Epoca*Aislamiento 6,75 3 225 1,12 0,3637
Error 42,20 21 2,01

Total 11244 31
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Raiz de la Mortalidad

Variable N R2 R2 Aj CV
»\/X +1 mor 32 0,69 054 39,36

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo lll)

EF.V. SC ql CM F p-valor
Modelo 53,97 10 540 4,70 0,0014
R 10,20 3 3,40 2,96 0,0557
Epoca 17,38 1 17,38 15,12 0,0008
Aislamiento 24,73 3 8,24 7,17 0,0017
Epoca*Aislamiento 1,65 3 0,55 0,48 0,6999
Error 24,13 21 1,15

Total 78,10 31
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Anexo 11. Resumen del articulo a publicar en la Revista Colombiana de
Entomologia (SOCOLEN), incluye resultados del Capitulo 2.

Revista Colombiana de Entomologia 36 (2): (2010)
Evaluacion de nematodos entomopatdgenos para el manejo de Phyllophaga

bicolor (Coleoptera: Melolonthidae)

Evaluation of entomopathogenic nematodes for the management of Phyllophaga
bicolor (Coleoptera: Melolonthidae)
ELSA LILIANA MELO M.}, CARLOS ALBERTO ORTEGA 0.?, ANDREAS
GAIGL®, ANTHONY BELLOTTI*

Resumen: Las larvas de escarabajos (Coleoptera: Melolonthidae) son plagas
muy importantes en diversidad de cultivos y climas debido a las pérdidas que
producen en la calidad y rendimiento de los productos agricolas. Una alternativa
para su manejo bioldgico son los nematodos entomopatégenos, parasitos
generalistas de éstas, y controladores efectivos en pruebas de laboratorio y
campo. Con este antecedente se evaluaron aislamientos de nematodos
entomopatdégenos nativos e introducidos sobre larvas de tercer instar de la
especie Phyllophaga bicolor, determinando la infectividad y mortalidad de
aislamientos de Steinernema (S. riobravis-Sr, S. carpocapsae all Strain-Sc,
Steinernema sp.-SNI, S. arenarium-Sa y S. feltiae-Sf1 y Sf2) y Heterorhabditis (H.
bacteriophora-Hb1, Hb2 y Hb3), con una concentracién de 10.000 Jis/ml, a 23 °C
y 705 % H.R. La evaluacion se hizo en larvas de uno, dos y tres meses. Los
aislamientos mas infectivos fueron los de Heterorhabditis (93,75 %-Hb2, 89,58 %-
Hbl y 64,58 %-Hb3), comparados con los de Steinernema (10,42 %-SNI; 12,50%-
Sr; 16,67%-Sa; 22,92 %-Sc; 33,34 %-Sf2; 66,67 %-Sfl). Las menores
mortalidades se produjeron con los aislamientos de Steinernema (0,00 %-Sc y
SNI; 2,08 %-Sr; 6,25 %-Sa; 6,25-Sf2 y 47,92 %-Sfl) mientras que las mayores
con los de Heterorhabditis (52,09 %-Hb3; 72,92 %-Hbl y 91,67 %-Hb2). Se
presentaron diferencias en infecciéon (1=65,64 %; 2=42,50 %; 3=29,17 %) y
mortalidad (1=53,33 %; 2 y 3 promediaron 31,46 %) dependiendo de la madurez
de la larva, notandose una disminucién de estas variables al acercarse a prepupa.
Se podria considerar que para la implementacion de manejo de chisas con
nematodos el género Heterorhabditis es mas promisorio, potencializandose este
efecto al aplicarlos en larvas jovenes.

Palabras clave: Steinernema. Heterorhabditis. Control Biolégico. Chisa.

1 M. Sc. Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), Cali, Colombia. A.A. 6713, tel.: 445 00 00, fax: 445 00 73.
Correo electrdnico: e.l.melo@cgiar.org. Autor para correspondencia.

2 M. Sc. Laboratorios de Biotecnologia LABIOTSA, Universidad Central del Ecuador. Quito-Ecuador,
caortegao@gmail.com.

3Ph. D. Universidad Nacional de Colombia, Facultad de Agronomia, Sede Bogotd, agaigl@unal.edu.co.

4Ph. D. Centro Internacional de Agricultura Tropical - CIAT. A. A. 6713, Cali, a.bellotti@cgiar.org.



mailto:e.l.melo@cgiar.org
mailto:caortegao@gmail.com
mailto:agaigl@unal.edu.co
mailto:a.bellotti@cgiar.org

Nematodos, biodiversidad y Control Bioldgico

Anexo 12. Hoja de vida.
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