Control Bioldgico del Salivazo de la Cafia de Azlcar Aeneolamia spp. con el Nematodo
Heterorhabditis bacteriophora y los Hongos Entomopatégenos Metarhizium anisopliae y
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Resumen. El nematodo entomopatdgeno Heterorhabditis bacteriophora (Poinar) (Rhabditida:
Heterorhabditidae) fue evaluado como opcién potencial de control biolégico del salivazo de la cafia de azucar,
Aeneolamia spp. (Hemiptera: Cercopidae). Los estudios de campo muestran un control biologico efectivo
utilizando este nematodo sobre los estadios ninfales del salivazo y cuyo efecto se hace evidente a pocas horas
de haber sido aplicado. Hubo mayor mortalidad en los estadios ninfales 4 y 5 del salivazo y la toxicidad del
nematodo se prolongd por semanas después de su aplicacion en el campo. En algunos ensayos se observo
superioridad estadistica de H. bacteriophora sobre los hongos entomopatégenos Metarhizium anisopliae
(Hypocreales: Clavicipitaceae) y Beauveria bassiana (Hypocreales: Cordycipitaceae) (Prueba de Tukey al 0.05
y 0.01 niveles de significancia), asi como frente a otros agentes de control bioldgico alternativos.

Palabras clave: Biopesticidas, chinche de espuma, enemigo natural, gusanos redondos, Hypocreales,
infeccion.

Biological Control of Sugarcane Froghopper, Aeneolamia spp., by the Nematode Heterorhabditis
bacteriophora and Entomopathogenic Fungi Metarhizium anisopliae and Beauveria bassiana as
Economically Sustainable Option

Abstract. The entomopathogenic nematode Heterorhabditis bacteriophora (Rhabditida: Heterorhabditidae) was
studied as a potential biological control agent of Sugarcane Froghopper (also known as salivazo), Aeneolamia
spp. (Hemiptera: Cercopidae). Field studies showed effective biological control over different sugarcane
froghopper nymphal instars using this nematode, with the highest mortality rates on the 4™ and 5" nymphal
instars. Nematode’s toxic effect was first observed just a few hours after being applied out in the field, and
extended for weeks longer after its application. Some trials showed statistical superiority of H. bacteriophora
over entomopathogenic fungi Metarhizium anisopliae (Hypocreales: Clavicipitaceae) and Beauveria bassiana
(Hypocreales: Cordycipitaceae) (Tukey Test at 0.05 and 0.01 significance levels), and some other biological
control agents.

Key words: Biopesticides, Hypocreales, infection, natural enemy, roundworms, spittlebug.

Introduccién (Hemiptera: Cercopidae: Tomaspidinae) y es un

insecto chupador paurometabolo. Las ninfas le dan

La chinche salivosa, salivazo, chinche de  su nombre caracteristico de salivazo porque produce
espuma, prosapia, mosca pinta, baba de culebra 0  un desecho proteinico parecido a una espuma de
candelilla  pertenece al género Aeneolamia  color blanco que las protege de depredadores y de la
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desecacién. Entre sus especies mas importantes se
encuentran A. postica, A. varia y A. albofasciata.

El salivazo es un insecto sumamente destructivo,
se encuentra desde Centro América hasta la parte
norte de Sudamérica. El dafio que provoca en la
planta de cafia de azucar, Saccharum officinarum (L)
(Poales: Poaceae), se le atribuye a sus estadios
ninfales 4 y 5, cuando se alimenta del tallo y la raiz y
como adulto cuando se alimenta de las hojas
inyectandolas con substancias toxicas que generan
manchas rojizas o amarillentas que eventualmente
terminan por secarse (FAUSAC 2012). Este insecto
dafia considerablemente la cosecha, y aunque no
mata la planta, provoca pérdidas significativas entre
15y 80% (Velez 1997).

El control del salivazo incluye el control quimico,
el control con medidas culturales, el control genético
y el control biolégico. El control quimico es con
insecticidas neunicotinoides como el imidacloprid
(insecticida sistémico que actla como neurotoxina en
insectos). Las medidas culturales son a través del
manejo de suelos para exponer al sol los huevos y
ninfas para desecarlos, asi como a sus enemigos
naturales. También entre las medidas culturales se
encuentra la aplicacién de bacterias
quimiosintetizadoras para reducir los residuos
vegetales. Entre las medidas de control genético se
encuentra la utilizacion de variedades de plantas
resistentes al salivazo, e.g., la variedad SP83-5073
resistente a A. varia (Rosero Guerrero 2011, Bio Eco
Natural S.A. 2015).

Entre las alternativas de control biolégico
importantes del salivazo se encuentran los hongos
Metarhizium anisopliae (Metchnikoff y Sorokin)
(Hypocreales: Clavicipitaceae) y Beauveria bassiana
(Bals.-Criv. y Vuill.) (Hypocreales: Cordycipitaceae).
Los bioinsecticidas o insecticidas bioldgicos también
han alcanzado buena efectividad en conjuncién con
otras medidas culturales y se han recomendado
como parte de un programa integrado de plagas
(Badilla Fernandez 2002; Bautista-Galvez vy
Gonzalez-Cortes 2014; Castillo 2006; Garcia et al.
2012,). Entre las alternativas mas recientes para
controlar el salivazo se incluye el nematodo
entomopatégeno Heterorhabditis bacteriophora
(Poinar) (Rhabditida: Heterorhabditidae) (Moreno
Salguero et al. 2012).

En Venezuela, Colombia y México, el control del
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salivazo con nematodos entomopatdégenos ya ha sido
documentado (Rosales et al. 1999, Ferrer et al. 2004,
Rosales et al. 2008a, Rosales et al. 2008b, Bustillo
Paedey 2010, Moreno Salguero 2011, Parada
Dominguez 2014). Sin embargo, el uso de estos
agentes biolégicos, especialmente en cafia de
azucar, ain no se ha establecido como préactica
comun, aunque algunas investigaciones en Panaméa
han sido disefiadas para buscar poblaciones nativas
de estos bioreguladores (Melo-Molina et al. 2004).

Durante el 2011 se investigd en campo la
efectividad de varias dosificaciones de H.
bacteriophora y otros insecticidas biolégicos sobre
Aeneolamia spp. para evaluar sus posibilidades de
uso y éxito como alternativa al control tradicional.
Estos experimentos se realizaron en la Compafia
Azucarera La Estrella, S.A. de la ciudad de Panama.
Esta compafiia es conocida localmente por sus siglas
CALESA.

Materiales y Métodos

Las parcelas fueron establecidas en areas con
alta incidencia de ninfas de salivazo. En cada campo
las parcelas consistian de cuatro surcos de 100 m,
con una distancia entre surcos de 1.6 m. Cada surco
albergaba entre 110 y 120 plantones (cepas), 8-10
tallos por plantén, una edad entre 2 y 3 meses, y una
altura promedio de 70 cm donde se contd la
poblacion inicial de todas las ninfas en el area del
ensayo.

El conteo de ninfas se obtuvo contando el primer
dia todas las ninfas que existian en el area de
ensayo, determinandose la relacion (%) de
ninfas/cepa antes del tratamiento (dia 0). El 100% de
las ninfas se obtuvo del total obtenido en el conteo
inicial. Se contaron las ninfas a los 3, 7 y 15 dias
después de la aplicacion, asi como la relacion
existente (%) entre el total de ninfas vivas y muertas,
y fluctuaciones de la poblacion de ninfas en parcelas
testigos y tratadas con el bioregulador.

Se manejaron dosis de juveniles infectivos (ji) de
H. bacteriophora de 50, 100, 125 y 200 millones por
hectarea; se emple6 como control los hongos
entomopatégenos M. anisopliae y B. bassiana en
dosis de 2.0 kg/ha, asi como también sus mezclas
combinadas con el nematodo. Se aplicé con una
motobomba de espalda con una capacidad de 16 L y
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a 220 L/ha. Cada tratamiento consistia en tres
réplicas y un testigo no tratado.

A los 15 dias se muestrearon las ninfas; los
cadaveres ninfales fueron colectados y llevados al
laboratorio donde se confirmé la causa de muerte por
nematodos una vez que éstos fueron extraidos de los
cadaveres. En observaciones de campo, a los 15
dias después de la aplicacion de los nematodos aln
se observaba mortalidad en el salivazo por lo que se
asumia que aun a esa fecha dichos nematodos se
mantenian activos.

Se realizé un analisis exploratorio de varianza de
datos al 0.05 (5%) y 0.01 (1%) nivel de significancia
para determinar si se ajustaban a una distribucion
normal. Como cumplia con el supuesto de
normalidad, se hizo el analisis de varianza para
determinar si existian diferencias significativas. En
los casos donde hubo estas diferencias, se us6 una
prueba de Tukey al 0.05 y 0.01 niveles de
significancia.

Resultados y Discusién

Aunque en los primeros ensayos se utilizaron
varias dosis para evaluar cual era la mas econémica
y biol6égicamente viable, en este articulo se presentan
Unicamente los datos obtenidos en el ensayo donde
se emple6 una dosis de 100 millones de juveniles
infectivos por hectarea (ji/lha) (Cuadro 1).

En todas las parcelas tratadas con el nematodo
hubo una tendencia a la reduccién de la infestacion
de ninfas/cepas, pero en el testigo no tratado, la
tendencia fue de crecimiento (Cuadro 1). Hay que
destacar dos observaciones en estos resultados, H.
bacteriophora permaneci6 en el suelo 15 dias
después de su aplicacion y que los estadios ninfales
del salivazo de mayor madurez (4-5) fueron los mas
susceptibles al nematodo.

Cuadro 1. Evaluacién de la mortalidad de los estadios ninfales de salivazo con 100 millones (108) de juveniles
infectivos por hectarea (ji’/ha) de Heterorhabditis bacteriophora (Poinar).

Tiempo Porcentaje de mortalidad
(dias) Poblacion (ninfas/cepas) Estadios ninfales 1-3 Estadios ninfales 4-5
Heterorhabditis Heterorhabditis Heterorhabditis
bacteriophora Testigo bacteriophora Testigo bacteriophora Testigo
0° 0.53 0.50 0 0 0 0
3 0.53 0.55 33 5 44 0
7 0.44 0.50 44 0 44 0
15 0.42 0.58 66 0 83 10
SEl dia 0 es el conteo inicial.
En el ensayo para evaluar las fluctuaciones dela la polila de la cera, Galleria mellonella (L)

poblacién de ninfas en el periodo de mayor
crecimiento, se comprobd que a mayor aplicacién de
nematodos, menor el pico poblacional (Figura 1). Las
evaluaciones semanales muestran que la tendencia a
un mayor crecimiento ocurre en el testigo sin
aplicacion de nematodos. Una sola aplicacion de
nematodos cuando ocurren los estadios ninfales del
salivazo de mayor desarrollo podria ser suficiente
para controlarlo efectivamente, especialmente por
mantenerse en el suelo aun por 4 semanas después
de su aplicacion. Ferrer et al. en 2004 encontraron
que la efectividad de Heterorhabditis sobre larvas de

23

(Lepidoptera: Pyralidae), se mantenia por encima de
95% después de 30 dias de aplicado al suelo. La
dosis de 125 millones de juveniles infectivos por
hectarea (ji’/ha) tuvo un mayor control (Figura 1).

El control del salivazo se ha estandarizado en
Brasil (Lecuona 1996), en Nicaragua (Carballo y
Guharay 2004) y en Costa Rica (Cano et al. 2004)
aplicando el hongo entomopatégeno M. anisopliae
con muy buenos resultados. Este estudio nos permite
establecer y comparar que tan efectivo es el control
biolégico del salivazo utilizando M. anisopliae y B.
bassiana comparado con el nematodo H.
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bacteriophora (Cuadro 2).
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Figura 1. Fluctuaciones de la poblacién de ninfas de
salivazo posterior a la aplicacion de dos dosis de
juveniles infectivos por hectarea (ji/lha) de
Heterorhabditis bacteriophora (Poinar) evaluada a
través de conteos semanales; el valor 1 corresponde
a la poblacién inicial.

La mortalidad de los diferentes estadios ninfales
de Aeneolamia spp. resultd significativamente

superior cuando se aplicé una dosis de 50 millones
de juveniles infectivos por hectarea (ji/lha) del
nematodo H. bacteriophora que cuando se emplearon
2.0 kg/ha del hongo M. anisopliae (Cuadro 2).

Hay un efecto bioregulador superior del
nematodo para el control del salivazo que el del
hongo. Cuando se combinan 50 millones de juveniles
infectivos por hectarea (ji/lha) de H. bacteriophora con
2.0 kg/ha de M. anisopliae no hay diferencias
estadisticas significativas de hasta 15 dias
subsecuentes a su aplicacion (Cuadro 3). Estos
resultados corroboran que ambos bioreguladores son
muy efectivos para el control del salivazo. La accién
de los nematodos es perceptible mas tempranamente
en el cultivo, a 48 horas después de la aplicacién ya
se puede observar mortalidad mientras que utilizando
aplicaciones del hongo, ésta demora 5-7 dias mas, lo
gue significa que los estadios ninfales 4 y 5 de
Aeneolamia spp. podrian escapar a su accién
bioreguladora.

Cuadro 2. Efecto, después de 6 dias, de la aplicacion de 50 millones de juveniles infectivos por hectarea (ji/ha)
de Heterorhabditis bacteriophora (Poinar) y 2.0 kg/ha de Metarhizium anisopliae (Metchnikoff y Sorokin) sobre
la mortalidad de diferentes estadios ninfales de Aeneolamia spp.

Tratamientos % de estadios ninfales 4y 5 % de estadios ninfales 1 -3
Muertos Vivos Muertos Vivos
Heterorhabditis bacteriophora 83 a’ 3 83 a 4b
Metarhizium anisopliae 23 b 3 47 b 5a
X 53.0 47.0 65.0 37.0
F 20.61 14.29 28.09 154.71
P 0.0105 0.0634 0.0338 0.0064

¥ Letras diferentes en la columna difieren significativamente (P < 0.05).

El efecto téxico de H. bacteriophora proviene de
la bacteria Photorhabdus luminescens (Thomas &
Poinar) (Enterobacteriales: Enterobacteriaceae) que
esta asociada simbidticamente con su tracto digestivo
y que no vive en la naturaleza en forma libre sino
Unicamente dentro del nematodo (Ciche 2007). Este
nematodo se desarrolla de huevo a cuatro estadios
juveniles (inmaduros) y por ultimo a adulto, aunque
es el tercer estadio juvenil el infectivo. El estadio
juvenil infectivo al localizar al insecto, entra por sus
aberturas naturales y luego atraviesa su hemocele,
donde libera la bacteria, que se multiplica (Fundacion
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Produce Aguascalientes A.C. 2017).

La infeccion por hongos se inicia con la adhesion
de sus esporas (conidias) al cuerpo del insecto, la
espora produce un tubo germinal y penetra en su
integumento (Brobyn y Wilding 1977). La infeccién
prosigue con la invasion micelial del tejido graso,
luego del ganglionar nervioso y por ultimo del tejido
muscular. Eventualmente, el insecto muere por falta
de nutrientes y por las toxinas que genera el hongo
(Butt et al. 1990, Goettel e Inglis 1998). Es por eso
gue este proceso entre la infeccion y muerte del
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insecto, puede tomar de 5 a 7 dias en completarse En otro estudio de campo para estudiar
(Terralia Agroquimicos de México 2017, Agahusa comparativamente el efecto del nematodo
Agrobiol6gicos 2017). entomopatégeno con los hongos entomopatdgenos

M. anisopliae y B. bassiana, todos los tratamientos
con bioreguladores superaron significativamente a
los testigos (donde no se aplicé nada). Los mayores
porcentajes de mortalidad fueron en aquellos
tratamientos donde se utilizd6 el nematodo
entomopatdgeno aplicado solo o en combinacion con
hongos (Cuadro 4).

De la cuticula de los cadaveres emergen
estructuras del hongo llamadas conidiéforos donde
se producen las esporas (conidias primarias) que
bajo condiciones ambientales favorables son
liberadas al aire (Brobyn y Wilding 1977). Los
cadaveres se convierten en focos de diseminacion de
esporas que infectaran a insectos sanos que entren
en contacto con las esporas, i.e., aumentando en el
proceso la cantidad de inoculo en el ambiente
(Ruano-Rossil 2001, Ruano Rossil 2015).

Cuadro 3. Porcentaje de mortalidad en ninfas de Aeneolamia spp. a los 6 y 15 dias después de la aplicacion.
Se aplicaron 50 millones de juveniles infectivos por hectarea (ji/ha) de Heterorhabditis bacteriophora (Poinar)
solos 0 combinados con 2.0 kg/ha de Metarhizium anisopliae (Metchnikoff y Sorokin). No hubo diferencias
significativas.

Estadios ninfales

1-3 4-5
Tratamientos 6 15 6 15
Heterorhabditis bacteriophora + Metarhizium 49.6 47.3 74.3 38.0
anisopliae
Heterorhabditis bacteriophora solo 59.0 66.0 60.0 69.6
X 54.3 55.0 52.2 53.8
F 2.58 7.81 11.27 1.36
P 0.2495 0.1078 0.0784 0.03640

Cuadro 4. Porcentaje de mortalidad de Aeneolamia spp. con aplicaciones de los hongos entomopatégenos
Heterorhabditis bacteriophora (Poinar) y Metarhizium anisopliae (Metchnikoff y Sorokin).

Dias después de la aplicacion

Tratamientos 6 15
Testigo 0a 0a
B. bassiana (2.0 kg/ha) 52b 44 bc
M. anisopliae (2.0 kg/ha) 58 bc 78 ¢c
H. bacteriophora (10°) 67 bc 75 ¢C
H. bacteriophora (2 x10°) 69 bc 74 ¢
H. bacteriophora (10% + B. bassiana (2.0 kg/ha) 73 be 39b
H. bacteriophora (10°%) + M. anisopliae (2.0 kg/ha) 92c 63 bc

F 6.41 6.04

p 0.0020 0.0027

S Letras desiguales en la columna difieren significativamente segtin la prueba Tukey (P < 0.05).
A los 6 dias después de la aplicacion, el porcentaje de mortalidad sobre los estadios ninfales
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super6 al testigo, la aplicacion méas efectiva fue en
combinacion con M. anisopliae. La menor mortalidad
de las ninfas del salivazo fue cuando B. bassiana se
aplic6 solo, aunque esta mortalidad no fue
significativa con la mayoria de otros tratamientos. A
los 15 dias después de su aplicacion, los nematodos
mantuvieron su alto poder téxico y el porcentaje de
mortalidad sobre los estadios ninfales también
super6 significativamente a la del testigo. Los
nematodos y hongos entomopatdégenos, ya fueran
aplicados individualmente o en combinacién con
hongos, mostraron una mortalidad entre si muy
similar. Sin embargo, hubo menor mortalidad cuando
se combinaron 100 millones de nematodos juveniles
infectivos por hectérea (ji/lha) y 2.0 kg de B. bassiana,
mientras que la mortalidad mas alta se obtuvo
cuando se aplic6 M. anisopliae solo. Estas
diferencias en mortalidad a los 6 y 15 dias después
de la aplicacion pueden explicarse por una
acumulacion de in6culo en el ambiente, representada
por un numero creciente de salivazos infectados o
enfermos por la accién del bioregulador, que al morir
facilitan el contaminar mas insectos sanos y que la
infeccién de la poblacién se mantenga en aumento
hasta su colapso.

Conclusiones y Recomendaciones

El nematodo entomopatégeno H. bacteriophora
fue efectivo para controlar al salivazo de la cafa de
azucar, siendo mas efectivo en sus estadios ninfales
mas avanzados (4 y 5). El control se prolongé por 4
semanas después de aplicarlo en el campo.

Al comparar estadisticamente las aplicaciones del
nematodo H. bacteriophora con los hongos
entomopatégenos M. anisopliae y B. bassiana, el
control ejercido por el nematodo super6 en 6 dias al
control de los hongos. Asimismo, las aplicaciones
combinadas del nematodo con los hongos no
superaron el efecto insecticida del nematodo aplicado
solo.

El nematodo entomopatdgeno H. bacteriophora
puede ser una opcion excelente de control bioldgico
del salivazo (Aeneolamia spp.) en substitucién de los
hongos entomopatégenos comercialmente
disponibles M. anisopliae y B. bassiana ya que su
efecto toxico sobre los estadios ninfales mas
avanzados del salivazo (4 y 5) puede evidenciarse a
pocas horas de su aplicacién (24-48 horas), cosa que
no sucede al usar hongos entomopatdgenos.
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