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DIAZ  CAILNO, M. 1992. RESPUESTA DE Phyllophaga

menetriesi {Blanchard) y Phyllophaga obsoleta
(Blanchard) (Coleoptera: Scarabaeidae) B, Bacillus
popilliae Dutky. Tesis M. B5ec. CATIE. Turrialba,

Costa Rica.

Palabras clave: Phyllophaga menetriesi, Phyllophaga
obsoleta, Bacillue popilliae, Scarabaeidae, bacterias
entomopatégenas, enfermedad lechosa, bioensayo.

RESUMEN

Con el objetivo de probar opciones de combate bioldgico
contra larvas del género Phyllophaga, se evalud la respuesta
de larvas de dos especies, Phyllophaga menetriesi (Blanchard)
v Phyllophaga obsoleta (Blanchard) a la cepa comercial de
Bacillus popilliae Dutky. En el casc de P. menetriesi,
también se evaludé la susceptibilidad de larvas de dos
"grupos’ uno criadeo en condiciones naturales y otro en
condiciones de laboratorio.

Se determiné que las dos especies evaluadas se pueden
infectar con la enfermedad lechosa. No obstante, los
porcentajes de infeccidén fueron muy bajose. Las larvas de P.
menetriesi criadas en el laboratorio se infectaron solo por
inyeccién intrahemocélica de esporas, Mientras <que las
recolectadas en el campo lo hicieron por inyeccién y por
exposicidén a suelo inoculado. El tiempo de aparicion de
sintomas fue variable. Las larvas de P. obsoleta se
infectaron por inveccidn intrahemocélica, Perc no  por
ingestidn oral de esporas. No obstante, sBe produjo la
enfermedad lechosa cuando se administraron via oral bacterias
obtenidas de medio artificial. El tiempo de aparicién de
sintomas fue similar en los dos casos.



Con base en los resultados obtenidoe -en "~ este
experimento, se puede concluir que posiblemente P. menetriesi
vy P. obsoleta no son susceptibles a la cepa comercial de B.
popilliae, a través de las vias normales de infeccién.



Diaz CALVO, M. Response of Phyllophaga menetriesi
{Blanchard) and Phyllophaga obsoleta (Blanchard)
(Coleoptera: Scarabaeidae) to Bacillus popilliae Dutky.
M. Sc. Thesis. CATIE. Turrialba, Costa Rica.

key words: Phyllophaga menetriesi, Phyllophaga obsocleta,
Bacillus popilliae, Scarabaeidae, entomopathogenic
bacteria, Milky Spore Disease, biotest.

SUMMARY

A commercial strain of Bacillus bopilliae Dutky was used
to test its biological activity against larvae of Phyllophaga
menetrieesi (Blanchard) and Phyllophaga obsoleta (Blanchard).
Two experimental populations of P. menetrieasi, one reared
under laboratory conditions and the other taken from the
field, were also evaluated for their susceptibility to the
bacterium.

It was determined that both species can be infected with
the Milky Spore Disease. However, the percentages of
infection were very low. P. menetriesi larvae reared in the
laboratory were infected only by intrahemocelic spore
injection. Those collected in the field were onfected by
injection as well as by exposure to innoculated soil. Time
for the appearance of symptoms was variable. P. obsoleta
larvae were infected by intrahemoecelic injection, but not by
oral ingestion of spores. Yet, Milky Spore Disease symptoms
apprepeared when bacteria obtained by artificial means were
administered orally. Time for the appearance symptome was
similar in bot cases.

Based on the results obtained in this study, it can be
concluded that P. menetriesi and P. obsoleta possibly are not
susceptible to the commercial strain of B. popilliae through
normal infection routes.
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I. INTRODUCCION

Las larvas del género Phyllophaga spp. (Coleoptera:
Scarabaeidae), conocidas como gallinas ciegas, Jjobotos o
Jjogotos, constituyen uno de los problemas entomoldgicos més
importantes en América Central.

Las caracteristicas biolégicaa de estas prlagas
rolifagas, provocan gue el problema sea complejo, ya que los
estadios dafiinos no son visibles y frecuentemente se detectan
cuando ya han causado dafio a las partes subterrdneas de la
planta. Esto se traduce en una expresgién de sintomas aéreos
como el amarillamiento, la declinacién en vigor vy la muerte
de la misma (Watts y Hatcher, 18584).

En Costa Rica, se cree que los Jjobotos yva atacaban los
cultivos de los aborigenes en la época precolombina (Hilje et
al., 1885). En la actualidad son considerados como una de
lae plagas mas importante en los cultiveos de granos basicos,
hortalizas (CATIE, 1985) y forestales (Hilje et al., 1981).

El tipo de medida mds recomendada para el combate de
Phyllophaga es la utilizacién de insecticidas gquimicos, lo
cual puede producir varios efectos nocivos desde el punto de
vista ecoldgico y ambiental. For lo tanto, es necesario
evaluar la posibilidad del combate bicolégico de este insecto,
mediante el uso de bacterias entomopatdgenas, tales como
Bacillus popilliae.

Bl efecto de la bacteria entomopatégena B. popilliae
Dutky en el controcl natural de larvas de escarabeidos se
conoce desde 1933 (Warren y Potter, 1983), cuando 8e
descubridé que la misma era el agente causal de la "enfermedad
lechosa” en el escarabajo Jjaponés Popillia Jjaponica Newman
(Coleoptera: Scarabaeidae). Las larvas se infectan al
ingerir las esporas bacterianas, las cuales germinan en el



intestino. Posteriormente, se presenta una invasién He 1la
hemolinfa, en la cual las esporas se multiplican
aceleradamente, alcanzando nameros de hasta 20 X
108 /individuo {Dutky, 1940 . Como producto de egta
proliferacidén bhacteriana, el color claro normal de 1la
hemolinfa cambia a opaco, razdén por la cual se le denomina
enfermedad lechosa (Buchanan, 1951; Warren y Potter, 1983:
Fuxa y Tanada, 18987).

La presente investigacidén pretendid evaluar la respuesta
de Phyllophaga menetriesi (Blanchard) y Phyllophaga obsoleta
(Blanchard) (Coleoptera: Scarabaeidae) a B. popillime Dutky,
basdndose en los siguientes objetivos:

1.1. Objetivo General

Probar opciones de combate biolégico contra larvas
de Phyllophaga spp.

1.2. Objetivos especificos

BEvaluar la respuesta de larvas de dos especies de tercer
estadio de Phyllophaga a la cepa comercial de
Bacillus popilliae.

Evaluar la respuesta de dos "grupos” de larvas de tercer
estadio de Phyliophaga menetriesi -criadas en
condiciones diferentes— a dosis crecientes de Bacillus

popilliae.



I1. REVISION DE LITERATURA
2.1. Caracteristicas generales del género Phyllophaga

2.1.1. Reconocimiento

Los adultos, conocidos como “abejones de mayo" son
escarabajos que varian desde tonalidades de pardo sin lustre,
pardo rojizo hasta bicoloreados sin lustre. El tamafio varis
entre 9 y 28 mm, de acuerdo con la especie.

Las larvas, conociadas como gallinas ciegas, Jobotos o
Jjogotos son blancuzcas y de tipo escarabeiforme, es decir
tienen forma de C, con la cabeza parda o rojiza. Pueden
alcanzar longitudes de hasta 5 cm. Las patas tordcicas son
fuertes y bien desarrolladas, lo mismo gque las mandibulas
(Andrews, 1984), lo cual les permite excavar con facilidad.

2.1.2. Distribucidén

Existen especlies econémicamente importantes desde
Estados Unidos hasta América del Sur (King y Saunders, 1984).

En América Central las especies de ma&s comunes son: P.
rarvisetis, P. hondura, P. elenans, P. menetriesi, P.
obsoleta v P. vicina. Las tres primeras completan su ciclo

de vida en dos afios y prefieren las regiones secas, mientras
gque las otras tres requieren de un afic para completar su
desarrollo y son mdés comunes en &areas de mayor precipitacioén.
Su distribucidn parece estar ampliamente relacionada con 1la
altitud y la cantidad y distribucién de las lluvias (XKing,
18984).

P. menetriesi, especie de ciclo de vida de un afio, estéa
distribuida en toda América Central, pero es comin solamente



en las zonas mads humedas y elevaciones intermedias de -Costa
Rica, con una distribucién limitada a agquellas &reas que

tienen una estacidn seca regular de al menos dos meses (King,
18982).

En Cartago, Costa Rica, se determind gue el mayor numero
de P. menetriesi se localizaba en suelos volcéanicos,
profundos y bien drenados en altitudes de 1300 a 1400 m.
Esta especie es gradualmente reemplazada por P. obscleta en
altitudes sobre 1500 m y por P. vicina en las regiones més
secas del pais en elevaciones de 1500 m, aproximadamente
(King, 1985).

2.1.3. Hospedantesn

La lista de cultivos atacados por larvas de Phyllophaga
es muy extensa, debido a la naturaleza polifaga de ellas.

Entre los mismos se encuentran: maiz, sorgo, arroz de
secano, frijol, solandceas, camote, café, frutales y pastos
(Andrews, 1884). También causan dafice en estado de vivero en
las siguientes especies forestales: ciprés (Cupressus

Jusitanica), guayaquil (Albizzia guachapele), melina (Gmelina
arborea), pino caribe (Pinus caribaea var. hondurensis),
prochote ( Bombacopsis quinatum), ron—-ron (Astronium
graveolens) y teca (Tectona grandis) (Hilje et al., 1991).

2.1.4. Ciclo de vida

En las especies cuyo ciclo de vida dura un afio, los
adultos emergen del suelo cuando se inician las lluvias. Son
fuertemente atraidos hacia las plantas y loes Arboles de hojas
anchas {(ej. Erythrina poeppigiana, Anona sp., Ceiba ap.,
Hibiscus spp. y Manihot esculenta). Se alimentan y copulan



en estas plantas durante las primeras horas de la nothe y
regresan al suelo en el dia, donde las hembras ovipositan.

Las hembras de Phyllophaga spp. depositan sus huevos en
forma individual, envueltos en pequefias particulas de suelo y
son dejados en sitios que albergan hasta 28 huevos (Guppy ¥
Harcourt, 1870). Ademas, depositan sus huevos a una
profundidad de 10 a 20 cm, diseminados en un drea de 20 cm ¥y
a la sombra de las plantas hospedantes o en zonas con altas
concentraciones de materia orgdanica (Mordén, 1988).

Las larvas eclosionan del huevo en unas does sBemanas y
los primeros dos estadios se alimentan de materila orgénica y
raices tiernas por un periodo de cuatro a sels semanas. El
tercer estadio dura de seis a ocho semanas y es durante este
periodo {de Jjunio a octubre) gue ocasionan los mavoreg dafios,
al alimentarse de las raices. La larva forma una celda en el
suelo a una profundidad de 10-20 cm donde permanece hasta
diciembre o enero. El periodo pupal tarda de dos a tres
semanas. Los adultos que emergen precozmente, en enero o
febrero permanecen en la celda hasta que el agua de las
lluvias de abril o mayo penetra en el suelo y suaviza la capa
de tierra gque los envuelve (King, 1984).

Las especies con ciclo de vida de doe afios, presentan un
comportamiento similar al descrito anteriormente, pero al
terminar el segundo estadio, la larva entra en una fase de
latencia en una celda en el suelo. Al iniciarse las l1lluvias
nuevamente, muda y en el tercer estadic se alimenta de las
raices, entre mayo y setiembre. El periodo pupal termina en
febrero o marzo {(Andrews, 198B4; King v Saunders, 1584).



2.2. Fenologia de los adultos de Phyllophaga menetriesi-

P. menetriesl es la especie més comin en Costa Rica,
excepto en las zZonas altas. Probablemente constituye la
especie de mayor importancia econdmica (King 1880a).

Los adultos permanecen én el interior de sus celdas
hasta las primeras lluvias de abril, cuando empiezan a
emerger del suelo (EKEing, 1984). En Turrialba, el principal
periodo de vuelo se presenta entre marzo y mayvo (King 1980a,
1980k, 18B1., 1882). No obstante, Funes (1880), encontrd que
en esta misma zona, la época de mayor captura de adultos se
extiende desde las dltimas semanas de marzo hasta mediados de
Junio. El vuelo estd claramente relacionado con el inicio de
lae lluvias.

Ambos sexos emergen del suelo y comienzan a volar a la
hora crepuscular (17:45 horas, en abril). Las hembras
virgenes se ubican en el follaje a 30 o 60 cm del suelo y
adoptan una posicién caracteristica de "llamado”. Los machos
vuelan en los alrededores en busqueda de las hembras,
copulando inmediatamente. El macho se cuelga en forma
invertida de la genitalia de la hembra. La cépula dura de 10
a 15 min y luego ambos vuelan en busca del follaje de plantas
de yuca o arboles de pord (King, 1880a).

Después del periocdo de alimentacidn, que dura de una a
varias horas, los escarabajos vuelan distancias relativamente
cortas © permanecen en el sueloc para descansar u ovipositar.
La mayoria de los huevos se encuentran en las proximidades de
las plantas que les sirven de alimento, lo cual indica que la
dispersidén es limitada (King, 1880a).

Después de alimentarse, las hembras wvuelan hacia el
suselo, en donde se entierran para ovipositar. Una hembra
puede poner hasta 200 husvos (King, 1584).



En el caso de P. menetriesi existe una marcada
preferencia por ovirpositar en suelos con coberturss de pastos
y malezas en vez de suelos desnudos (King, 198B5).

2.3. Importancia econdmica

En América Centiral las larvas de Phyllorhaga atacan una
gran variedad de cultivos, que incluyen desde plantacionss de
café (Contreras y Ledn, 1974) hasta granos baelicos (King ¥y
Saunders, 1978) vy forestales (Hilje et al., 1991). Los
prequefios agricultores son los aque sufren la mayoria de las
pérdidas. En Costa Rica, el ataque de Phyllophaga produce
pérdidas en los siguientes cultivos: arroz de secano, café,
frijol, maiz, papa y repolle (CATIE, 1985).

Las larvas del tercer estadio se alimentan de las raices
v tubérculos de las plantas. La distribucidén del dafic se
rresenta en parches y generalmente restringida a los meses de
Junio hasta octubre (King y Baunders, 1984). Las plantas
cuyas raices han sido podadas por las larvas no crecen bien,
muestran sintomas de deficiencias de agua y nutrientes, son
susceptibles al acceso de fitopatbdégenocs y al "acamado” y se
ven afectedas en el rendimiento (Rios y Romero, 1882;
Andrews, 1984:; King vy Saunders, 1984).

King (1985), en ensayos realizados en Turrialba, Costa
Rica, establecid que 4,48 plantulas de maiz se plerden por
larva por m®, lo cual equivale aproximadamente a 170 kg de
grano seco/ha.

Wattes y Hatcher (1854), reportan qQue poblaciones de pino
en EE.UU., han s8ido degtruidas en un 60¥% por dafios
ocasionados por Phyllophaga.



En ensayos realizados en Jalisco, México, se detérminé
que en el testigo del atagque de Phyllophaga y Diabrotica, se
redujo la poblacién de plantas de maiz en aproximadamente un
50% en relacidn con el mejor insecticida aplicado (Romero v
Rios, 1978). '

Se ha encontrado (INIA, 1977) que en aplicaciones al

momento de la slembra del maiz, bajo infestacién de
Phyllophaga y elatéridos, el testigo tuvo 57% menos prlantas
aue el mejor tratamiento con insecticida. El rendimiento

disminuyé en un 67%, va que el testigo produjo 0,5 t/ha
contra 1,5 t/ha en el tratamiento con insecticida que se
comportd mejor.

Rios y Romero (18982) en experimentos con maiz realizados
en México con Diabrotica virgifera, Phyllophaga dentex,
Phyllophaga ravida vy gusanos de alambre (Coleoptera:
Elateridae)}, determinaron que la presencia de una sola larva
en el &drea radicular provoca una disminucién del rendimiento
en un 7,54%, lo cual egquivale a 353 kg/ha.

2.4. Medidas de combate

La mayoria de la literatura reporta que el principal
método de combate de Phyllophaga es el quimico {(Morales,
1966; Contreras y Ledn, 1974; King y Saunders, 1979: Andrews,
18984:; CATIE, 18885). En décadas anteriores los principales
insecticidas que se aplicaban para el combate de esta plaga
eran los organcclorados, especialmente el aldrin, dieldrin'y
heptacloro (Contreras y Ledn, 1874; King vy Saunders, 1979),
que funcionaban muy bien debido a su gran residualidad.

En afios més recientes un gran numero de productos
quimicos han sido recomendados para su control. Entre losa

granulados aplicados al momento de la siembra se encuentran



el foxim, carbofuran, clorpirifos, y etoprofoce (Andrews,
1984). En Costa Rica, uno de los insecticidas més usados por
los productores de hortalizas para el combate de Phyllophaga
eg el clorpirifos (Hilje y Cartin, 19890).

2.5. Métodos de cria de escarabeidos en condiciones de
laboratorio

Es muy importante para la cria de escarabeidos que al
transportar los adultos capturados hacia el laboratorio,
estén protegidos del calor excesivo y la desecacidén (Fox vy
Ludwig, 1837) . Debe evitarse la aglomeracidn de los mismos
en los recipientes. Antes de ubicar los insectos en los
recipientes de cria, es recomendable colocar algunas ramas de
sus plantas preferidas para que les sirvan de apoyo y trozos
de frutas suculentas para su alimentacién. Para la obtencién
de huevos se puede utilizar recipientes de 30 cm, con suelo
fino previamente tamizado y una humedad moderada. El exceso
de humedad no favorece la oviposicién y puede dificultar la
extraccién de los huevos. Estos se remueven del suelo con
ayuda de un tamiz,. Las larvas pueden eer colocadas en
envases de metal con capacidad de 1 oz. No es conveniente
ubicar més de una larva por envase por problemas de
canibalismo. El medio usado en los recipientes de crianza
debe estar esterilizado y tamizado. Puede ser de composicidn
variada, peroc que tenga una adecuada capacidad para retener
humedad y a la vez que sirva de alimento para las larvas.
Para este doble propdésito es recomendable agregar material
vegetativo molido de diferentes partes de la planta. Bl
alimento debe ser removido periddicamente.

Muchos autores (Dutky, 1941b, 1963; Beard, 1844: Haynes
et al., 1981; Tashiro y Steinkraus, 1966; Weiner et al.,
18966; Ladd y McCabe, 1967; Hall et al., 1968; St. Julian et
al., 1870; Dumbar y Beard, 1975) sefialan la importancia de
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agregar semilla de pasto y trébol blanco como fuente de
alimento a las larvas del escarabajo Jjaponés, P. Jjaponica,
que crecen en condiciones de laboratorio. Goonewardene y
Mckay (1969) ¥y Goonewardene y Zepp (1968, 1870) para la cria
de larvas del escarabajo Jjaponés, citan la utilizacidn de
bolsas de polietileno con una mezcla de volumenes iguales de
vermiculita, arena, limo ¥y turba. I.a misma debe estar
sembrada con Agrostis alba, Triticum sativum o Lolium perenne
vy ser humedecida periddicamente con agua destilada.

Fowler (1974) utilizd medios de suelo y vermiculita en
proporciones de 1:2 y una mezcla de suelo, estiércol de oveja
¥ vermiculita en proporciones de 1:1:4 para criar larvas de
Costelytra zealandica en condiciones de laboratorio. Las
mismas fueron alimentadas con raices de pasto y trozos de
zanashoria. Milner (1874) también usd este tipo de alimento
para larvas de Rhopaea verreauxi, pero en turba himeda como
substrato. Boucias et al:. (1988) criaron larvas de Ligyrus
subtropicus y Cyclocephala parallela en recipientes rlésticos
a 23° C y las alimentaron con trozos de zanahoria.

King (1980a, 1980b, 1882, 1985) reporta qaue para la
crianza de larvas de P. menetriesi, P. obsoleta y P. vicina,
se debe usar una mezcla de suelo arcillo-limoso con bagazo de
cafla en estado de descomposicidn en una proporcioén de 1:1.
También es necesario sembrar plantulas de maiz gque sirvan
como fuente de alimento.

2.5.1 Cria de larvas de P. menetriesi en el laboratorio

King (1980a) crid individuos de P. menetriesi en
condiciones de laboratorio, colocande larvas individualees en
recipientes que contenian una mezcla de suelc y bagazo de
cafia en una proporcién de 1:1 en la cual se sembrd maiz. La

mortalidad fue alta y casi enteramente concentrada en el
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primer estadio. 8e considera que un suelo con alto conktenido
de materia orgdnica es la Unica condicidén neceesaria para la
supervivencia de los primeros dos estadios de Phyllophaga
spp. En condiciones de campe la mayoria de las larvas se han
encontrado en suelos con "mulch’ vy en lugares donde muchos
residuos de materia orgdnica se han incorporado. La
supervivencia de P. menetriesi fue mayvor en suelos ricos en
materia orgdnica y las larvas Jjovenes Ffueron capaces de
sobrevivir sin la presencia de raices vivas por lo menos una
semana King (1980Ca) . No obetante dichas raices constituyen
una importante fuente de alimento para las larvas jévenes.

2.6. Control de escarabeidos con B. popilliae

El control natural de larvas de escarabeidos por la
bacteria entomopatégena B. popilliae Dutky se conoce desde
hace mds de 50 afios (Dutky, 1940; White, 1940, 1941; White y
Dutky, 1940, 1942; EBEaster, 1847). Constituye el primer
agente de control bioldgico registrado por &l Departamento de
Agricultura de los EE.UU (USDA}, en 1850 (Upholt, 1973;
Lundholm y Stackerud, 1980).

B. popilliae, agente causal de la enfermedad lechosa en
el escarabajo japonés (P. japonica) y el escarabajo oriental
(Anomala orientalis), ha sido utilizada exitosamente para el
control de estsas plagas en los EE.UU desde 1939 (Dutky, 1963;
Fuxa y Tanada, 1987). Fuxa (1987) cita el uso de este
patdogeno, como el primer ejemplo de control de una plaga
introducida por un organismo nativo.

White (1941) indica la importancia de esta enfermedad al
actuar como agente de control natural del escarabajo Japonés
en dreas muy infestadas. Sus datos muestran un rdpido
crecimiento de la enfermedad en las mismas y una disminucidn
de la poblacién correspondiente a tal incremento.
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En Connecticut, EE.UU., el control fue eficaz ‘hasta
1962, pero en 1974 la poblacién de insectose aumenté & pesar
del extensivo establecimiento del inédculo en el suelo.
Dumbar y Beard (1875) encontraron gue la infectividad de las
esporas de B. popilliae habia disminuido significativamente,
y sugirieron que las larvas habian desarrollado resistencia.
No obstante. Klein (1986) sefiala que un promedio de larvas de
75% desarrollé la enfermedad mediante un proceso de
incubacién en suelos de diez sitios de Connecticut. Se
concluyd gue no hay evidencia de que las larvas de ese lugar
mostraran resistencia a las esporas de B, popilliae
encontradas en esa zona. También se notd que las larvas gue
no desarrollaron la infeeccidn presentaban sintomas de
toxicidad por insecticidas. Las dosis subletales de los
hidrocarburos clorados pueden haber causado que las larvas
murieran antes de que se completara la esporulacidn.

Hutton y Burbutis (1974) en muestreos realizados en
Delaware, EE, UU, , en aquellos sitios que habian sido
inoculados en la década de los 40, encontraron que la
enfermedad lechosa estaba todavia presente y virulenta.
Estas zonas estaban ‘“produciendo” larvas infectadas; su
poblacidén larval era mds baja y la tasa promedio de infeccién
mas alta (26%) que en otras areas (7%).

Datos presentados por Polivka (1958) de muestreos
realizados en Ohio, EE.UU., indicaron aque la enfermedad
lechosa juega un papel muy importante en el mantenimiento de
la poblacién larval del escarabajo japonés en un bajo nivel.
Muestreos efectuados en pastizales de Florida (Harris, 1959)
indicaron qQue en menos de un mes, el numero de larvas de
Cyclocephala borealis, disminuyé de 9 a 0.5 por pileZ2. El
rorcentaje de larvas enfermas aumentd de un 17% a un 52%.

Hanula y Andreadis (1988) realizaron muestreos de varias
especies de escarabeidos en Connecticut, encontrando que los
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microorganismos B. popilliae y Rickettsiella popilliae eran
patogénicos, peroc juntos afectaban menos del 6% de las larvas
examinadas. No obstante, de acuerdo con Anderson y May
{1981), el bajo predominio estd inversamente relacionado con
la patogenicidad, de manera que patdégenos muy virulentos que
contribuyen en forma sgignificativa a regular la poblacién,
generalmente estdn caracterizados por un bajo predominio.

Vora v Ramakrishnan {1978) reportaron que las
aplicaciones bacteriales realizadas en &reas endémicas del
escarabeido Holotrichia consanguinea, en la India, infectaron
de un 35% a un 60.7% de la poblacidn larval en 18977 y de un
20 a un 75% en 1977. Ferron et al., (18968) reportaron la
existencia de un sinergismo cuando larvas de Melolontha
melolontha fueron infectadas primero con B. popilliae y luego
con Beauveria tenella. Sharpe y Detroy (18739) agregan que de
algin modo la enfermedad lechosa causd que las larvas del
escarabajo Japonés se volvieran susceptibles a Bacillue
thuringiensis. Posiblemente el Jjugo intestinal desarrolld la
alcalinidad suficiente para solubilizar y activar el cristal.

Las infecciones dobles con diferentes razas de B.
popilliae pueden tener un efecto antagdnico. Beard (1848)
reportd gque una raza de subespecie popilliae inhibid el
crecimiento de una de subespecie lentimorbus en larvas de P.
Japonica. Parece gue ambos patdgenos no se desarrollan
simultédneamente en el mismo hospedero.

Por otro lado, la enfermedad se establece lentamente en
el campo (de dos a cuatro afios) cuando las larvas ingleren
las esporas del suelo infestado. Una vez que la larva muere
libera de 1 a 2 x 10P esporas (Fleming, 1968).

Adams v Wheeler {19486) indicaron que bajo las
condiciones climdticas de Nueva York, la reduccién de la
poblacidén de P. japonica a un nivel satisfactorio, requiere
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cerca de 4 afilos a una dosis de 4 1libras de polvo de
esporas/acre (0.73 kg/ha). Agregaron que el establecimiento
de la enfermedad lechosa en el campo es mds lenta conforme la
latitud aumenta.

Cuando la bacteria se establece en el suelo, se presenta
un balance entre el numero de hospedantes y la densidad del
ratdgeno a través de un mecanismo de retroaslimentacidn. ol
se presenta una alta poblacidén de larvas, el nimero de
esporas aumenta en el suelo cuando las larvae mueren, de
manera que la posibilidad de sobrevivencia larval disminuye.
Una reducida poblacion de hospedantes implica una poblacidén
menor del patdégeno y por ende una disminucidén de la
rosibilidad de infeccildn para una determinada larva {Fuxa vy
Tanada, 1987).

La enfermedad lechosa en el escarabajo Jjaponés no se
establece hasta gque la poblacidén larval es alta, pero cuando
la misma se desafrolla la poblacidn disminuye ¥y sBe mantiene’
en ese nivel {(White, 1841).

2.6.1. Epizootioloegia

B. popillise fue aislada y descrita por Dutky (1940).
Es un bacilo delgado, no motil, formador de esporas, las
cuales se caracterizan por la presencia de un cuerpo
parasporal refringente dentro de un esporangio henchido. El
cuerpoc parasporal, estrechamente adherido a la espora,
consiste en una inclusidn romboidal en un substrato amorfo
cuyos limites no estdn bien definidos. El esporangio no
cuenta con constituyentes <clitoplésmicos y la membrana
plasmdtica y la pared celular no pueden ser consideradas como
estructuras individuales (Black, 1988a).
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B. popilliae produce el estado patolégico conocido como
el nombre de “enfermedad lechosa tipo A" en el escarabalo
japones P. Japonica (Warren y Potter, 1983). Fue descubierta
en Nueva Jersey, EE.UU.; probablemente era una enfermedad
nativa gue se transmitid rapidamente a dicho escarabajo. El
origen exacto no se conoce, a pesar de gque diferentes razas
de la bacteria han sido encontradas infectando larvas de
otros escarabeides (White, 1947; Buchanan, 1951) en Nueva
York (Adams, 1949a, 1948b; Tashiro y White, 1954; Tashiro,
1857), Florida (Harris, 1959; Boucias et al., 1886), Francia
(Hurpin y Robert, 1872), la India (Vora y Ramakrishnan, 1978;
Vyas et al., 1986), Australia (Beard, 1956; Milner, 1976) vy
Nueva Zelandia (Dumbleton, 1945; Fowler, 1974).

Las enfermedades lechosas constituyen el tnico grupo de
bacterias aerdbicas y formadoras de esporas gue ademds de ser
patdgenos obligados, Be encuentran exclusivamente en
coledpteros de la familia Scarabaeidae (Milner, 1974).

Las larvas se infectan al ingerir las esporas
bacterianas, las cuales germinan en el intestino. Las
células vegetativas inducen infecciones localizadas en el
tejido epitelial. Posteriormente, se presenta una invasioén
del hemocele a través de una necrosis de la pared intestinal
(Splittstoesser et al., 18973).

En la hemolinfa las esporas se multiplican
aceleradamente, alcanzando nameros de hasta 20 X
108/individuo (Dutky, 1840), sin occasionar cambios

apreciables en el pH de la misma (Steinkraus, 1857a; Weiner
et al., 19686). Como producto de esta proliferacidn
bacteriana, el color claro normal de la hemolinfa cambia a
opaco, razdon por la cual se le denomina enfermedad lechosa
{Buchanan, 1951; Warren y Potter, 1983; Fuxa y Tanada, 19B87).



18

La invasién y multiplicacién de la bacteria en la

hemolinfa causan septicemia, perc la infeccidén crénica
prolongada y la no deteccién de ninguna toxina, sugiere la
presencia de una bacteremia (Fuxa y Tanada, 1987). El cuerpo

parasporal de este bacilo no se considera téxico, pero Weiner
(1978), demostrd gque adquiere esta caracteristica cuando es
solubilizado e inoculado en la hemolinfa.

El desarrollo de la enfermedad lechosa presenta cuatro
fases (B8t. Julian et al., 1970, 1973). La fase I, de dos
dias de duracidn, se caracteriza por el estado de incubacién
inicial, durante el cual pocas células bacterianas aparecen
en la hemolinfa. La fase II corresponde al estado de
proliferacidén vegetativa y continta hasta el quinto dia. La
fase II1 (del gquinto al décimo dia), marca un cambio
intermedio entre el crecimiento predominantemente vegetativo

y el desarrcolloc de esporas. Finalmente se presenta la fase
de esporulacidén, o fase 1V, que implica la esporulacion
masiva y la sucesiva muerte de la larva. Esta etapa se

extiende del dia 14 al 2i.

La transicién de células vegetativas a esporas (fases
I1T yv 1IV) demanda una gran cantidad de compuestos energéticos
e intermedios. Como éstos deben ser “drenados” de la
hemolinfa, su disponibilidad para 1la larva se reduce,
ocasionando la muerte de la misma (Bulla y St. Julian, 1972).
Vora y Ramakrishnan (1978) indicaron gque la enfermedad reduce
el contenido de proteina de la hemolinfa en un 63.B%.

St. Julian et al. (1972) encontraron que menos del 30%
de las larvas infectadas sobreviven a la fase IV. Las larvas
mueren en todas las etapas de la enfermedad, pero el mayor
porcentaje de mortalidad se presenta en las fases II y III.

Una larva enferma contiene un promedio de 5 x 1010
esporas/ml de hemolinfa. De esta manera las poblaciones
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masivas de esporas que caracterizan la enfermedad lechosa,
son el resultado de la acumulacidén de las miemas, durante un
prolongado periocdo de crecimiento vegetativo y esporulativo
qQue ocurre en Tforma simultdnea (St. Juliasn et al., 1970,
1973}).

La infeccidén generalmente es fatal, yva que las células
bacterianas esporulan por millones y se liberan en el suelo
con la deeiﬁtagraqién de la 1larva (Buchanan, 1851). Las
egporas le permiten a este patdgeno sobrevivir en forma
latente por largos periodos en el suelo y constituyen a la
vez el medio de diseminacién de la enfermedad (5t. Julian et
al., 1973).

Los pajaros, pequefios mamifercos y otros insectos como
hormigas v avispas ayudan a diseminar las esporas
bacterianas, va que se alimentan © parasitan el escarabajo
Japonés (White y Dutky, 1940). El descubrimiento de la
enfermedad lechosa en los insectos adultos de P. Jjaponica
indica otro medio de diseminacidn del patégeno {(Langford et
al. 1942). El movimiento del suelo infestado por el agua, el
viento vy las préacticas culturales, también constituyen
factores importantes de diseminacidn {Beegle, 1888).

La transmisién se presenta cuando las larvas infectadas
mueren y se descomponen, creando focos locales de altas
~concentraciones de esporas, las cuales se mantienen adheridas
a las particulas del suelo (Beegle, 18988).

White (1840) Bsefiala que la habilidad de esta bacteria
para soportar condiciones adversas de humedad v seguedad, asi
como su permanencia una vez establecida, aumentan su wvalor
como un factor de combate de P. japonica. En el suelo (White
y Dutky, 1942) las esporas no estan sujetas a la radiacidn
ultravioleta o] a temperaturas extremas que afectan
negativamente a la mayoria de los entomopatdgenos.
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Bonnefoi et al. (18958) y Beard (1945) en estudios
realizados sobre resistencia al calor, encontraron gque las
esporas de B. popilliae sobrevivieron por una hora a 70° C.

Rhodes (19B5) sefiala qgue la resistencia al - calor no
constituye un beneficio particular para este organismo en la
naturaleza, mientras que la resistencia a la desecacidn es
una caracteristica fundamental para su supervivencia -en el
suelo.

White (1948) indica que la utilizacidén de fertilizantes
comerciales en mezcla con las esporas de B. popilliae no
afecta o reduce la viabilidad de las mismas. En contraste,
Rao y Veeresh (1988) probande la influencia de los abonos
orgénicos sobre la incidencia de la infeccidn de B. popilliae
en larvas del escarabeido Holotrichia serrata, encontraron
que la misma fue mayor (4B%) en suelos tratados con abong de
ganado vacuno, en comparacion con aquellos tratados con abono
de aves de corral (36.67%), de caballo (28.33%), de oveja
(21.87%) v de cerdo (18.33%). De los tres estadios larvales
examinados, el segundo fue el més vulnerable a la infeccion.

Las esporas de B. popilliae persisten en el suelo de 2 a
7 afios, pero el patégeno permanece en los sitios de
colonizacién hasta 25 afios después de su aplicacidn (Hurpin
1859, 1987; Ladd y McCabe, 1867; Hutton y DBurbutis, 1874}):
gllo sugiere que la infeccidn de los escarabajos gue invaden
los miemos, mantienen el inoculo en el suelo (Klein, 1981).

St. Julian et al. (1978) almacenaron esporas de B.
popilliae por un pericdo de siete afios, bajo tres condiciones
diferentes: congeladas en agua estéril, secadas en
portaocbjetos y almacenadas en suelo limoso. ous resultados
mostraron una disminucion significativa en el porcentaje de

infeccidén de larvas de P. Jjaponica en las tres condiciones,
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concluyeéndose que las esporas “viejas" de B. popilliae son
mucho menos infectivas que las "jovenes”

El é&mbito de temperatura para el desarrollo de B.
poprilliae en el escarabajo Jjaponée parace estar entre 15.5 y
36° € (Dutky, 1840, 1983), Hurpin (1868) encontrd gque en
suelos inoculados con B. popilliae subep. meloclonthae, la
temperatura o6ptima para el desarrollo de la bacteriosis en
larvas de tercer estadio de M. melolontha es de 20° C,
mientras que Milner (1974) encontré un limite superior a los
30° C en el caso de R. verreauxi. Por otro lado, Vora y
Ramakrishnan (1878) reportaron el méximo desarrollo de la
enfermedad a una temperatura de incubacién de 20° C para
Holotrichia consanguinea,

Tashiro y White (1854) trabajando con doep razas de B.
propilliae vy una de B. lentimorbus en el escarabajo
Amphimallon majalis, encontraron gue la tasa de infeccién de
la enfermedad aumentd con la temperatura. St. Julian y Hall
(1968) demostraron que el calor aumenta la capacidad de
infeccidén de las esporas de B. popilliae.

Tashiro (1857) sefiala que la falta de una mayor efilcacia
de la enfermedad lechosa en &€l campo, bajo las condiciones de
Nueva York, puede ser causada por las bajas temperaturas del
suelo imperantes durante la estaciédn activa de alimentacidn
de la larva, en otofio y primavera.

Dutky (1841b) sefiala que en especlies susceptibles, cerca
del 60-75% de 1las larvas en suelos inoculados debe
desarrollar sintomas visibles de la enfermedad en un periodo
de un mes.
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2.6.2. Patogenicidad de B. popilliae en diferentes especies
de escarabeidos

Dutky (184la), reporta que la bacteria B. popilliae ha
sido inoculada en otras especies de escarabeidos que
mostraron ser suscepbtibles. Entre éstas figuran: A.
orientalis, Autoserica castanea, Cyclocephala borealis, P.
anxia, P. Dbipartita, P. ephilida, P. fusca, P. rugosa,
Strigoderma arboricola y Strigodermella pygmaea. Estudios
preliminares han demostrado gque P. anxia, P. fusca y P.
rugosa son susceptibles a la enfermedad lechosa tipo A en su
segundo estadio. B. popilliae ataca indiscriminadamente
todos 1los estadics de P. Jjaponica (Beard, 1945) y M.
melolontha (Hurpin, 1858).

Tashiro y White (1854) informan del descubrimento de
larvas del género Phyllophaga infectadas con la enfermedad
lechosa en Nueva York.

Hall et al. (1868) encontraron que tanto las larvas de
P. japonica criadas en laboratorio, como agquellas colectadas
en el campo muestran lgual susceptibilidad a B. popilliae.

butky (1941b) recomienda que para pruebas de
alimentacidn en condiciones de laboratorio, las larvaes deben
colocarse en un suelo gue contenga aproximadamente 2 x 10°
esporas/kg. Eeta dosie es suficiente para obtener de un 65 a
un 75% de larvas infectadas.

Beard (1944) establecidé una relacién lineal entre el
contenido de esporas en el suelo y la tasa de infeccidén en
larvas de tercer estadio de P. japonica. Una concentracién
aproximada de 2 x 108 esporas/g de suelo produjo la infeccion
del 50% de las larvas. Asimismo, obtuvo un 50% de infeccidn
en larvas de tercer estadio de P. japonica, incubadas por dos

semanas y media a 2b° C en suelos inoculados con 2 x 108
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esporas de B. popilliae/kg. Bajo las mismas condicirones,
rero con larvas de tercer estadio de A. majalis, Tashiro ¥y
White (1954) alcanzaron un poco mas del 50% de infeccidn.

S5t. Julian et al. (1870) reportan un B50% de larvas
enfermas de P. Jjaponica a una temperatura de 29° C,
utilizando 1 x 10P esporas de B. popilliae/g de suelo.

Beard {(1945) encontrd que aproximadamente el 96% de las
larvas de P. japonica se enfermaban cuando se mantenian en
suelo inoculado con 4 x 10% esporas frescas/g.

De acuerdo con Dutky (1963) una dosis de 2 x 108
eaporas/kg de suelo a una temperatura de 30° C, causa cerca

de un B4% de larvas enfermas después de 28 dias. En
contraste, ©Schwartz y Sharpe (1870} obtuvieron un 60% de
larvas infectadas, utilizando esporas producidas

comercialmente a esa misma dosis.

Weiner et al. (1868) reportan un 20% de infeccidn en
larvas de P. Jjaponica, utilizando dosis de 1-10 x 108
esporas/g de suelo.

Taghiro (1957) colocd larvas de tercer estadio de P.
Japonica y A. majalis en suelo humedo inoculado con 1 x 108
de esporae de tres razas (dos de B. popilliae y una de B.
lentimorbus)/kg de suelo seco. Sus resultados mostraron que
deepuée de tres semanas de incubacidén a 21° C, el B1¥% de las
larvas de A. majalis estaban "lechosas"” en contraste con solo
el 1% de P. Japonica.

Steinkraus y Tashiro (1955) realizaron pruebas de
alimentacidén con larvas de A. majalis incubadas en suelo con
i x 10® esporas/kg. A los 21 dias de exposicidn, el 92% de
las larvas habian desarrcllado la enfermedad.
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Larvas de tercer estadio de A. majalis incubadas a 27° C
en suelo humedo, fueron utilizadas para probar la virulencia
de seis razas de Baecillus (tres de B. popilliae, dos de B.
lentimorbus y una de B. euloomarahae). Los resultados
indican que la raza '"DeBryne” de B. popilliae tuvo la mayor
virulencia en esta prueba por ingestién, un 98% en cuatro
semanas {(Tashiro y Steinkraus, 1966).

Jarvis (1968) colocdé larvas de P. anxia en un suelo
inoculado con esporas comerciales de B. popilliae a una dosis
de 1 x 102 esporas/kg, durante un periodo de treinta dias.
Esta prueba preliminar mostré que las larvas del segundo y
tercer estadio son susceptibles a la enfermedad lechosa.

Warren y Potter (1983) obtuvieron 55 y 84% de infeccidn
utilizando concentraciones de 4.8 x 106 y 4.8 x 108 esporas
de B. popilliae raza Cyclocephala/g de suelo en larvas de
Cyclocephala immaculata.

2.6.3. Produccidn comercial de B. popilliae

B. popilliae necesita tiamina, biotina y wvarios
aminoacidos para su desarrollo, pero sélo muestra crecimiento
vegetativo y algiin grado de esporulacidédn en medio artificial
(Steinkraus, 1957b; Rhodes, 1965). Bajo condiciones éptimas,
aproximadamente un 3% de las células en las colonias
completan el proceso de esporulacidén (Rhodes, 1965).

Gran nlimero de investigaciones se han realizado con el
objetivo de producir esporas infectivas in vitro, pero es
poco el €xito que se ha logrado (Haynes et al., 1961; Hrubant
y Rhodes, 1968; Bennett et al., 1968; Black, 1968b; Liithy et
al., 1970; Bennett y Shotwell, 1872; Haynes vy Weih, 1972:
Bhumiratana et al., 1974).
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La produccién de esporas virulentas sdlo se garantiza en
hospederos susceptibles, como resultado de una infeccion
(Klein 1881, 1988).

Para la produccién en masa de eeporas in vivo, el
indculo es inyectado intrahemocélicamente en larvas o

adultos. Este procedimiento regquiere un periocdo de
incubacidén mucho mds corto que el suministro de alimento
inoculado a las larvas (Fuxa y Tanada, 1987). Las esporas
asi obtenidas se mezclan con carbonato de calcic y un
diluyente para su aplicacién en el campo. Cada gramo de ls

mezcla contiene aproximadamente 100 millones de esporas
viables (Steinhaus, 1957; Briggs, 19683; Fleming, 1968).

Las preparaciones de B. popilliae han estado disponibles
en el mercado desde 1945 bajo los nombres comerciales de
Japidemic y Doom (Steinhaus, 1957; Ignoffo, 1973). Esta
intensiva labor de produccién ha provocado que los productos
a bhase de B. popilliae sean caros (de $150 a $400
délares/acre) (Klein, 188B). Shetlar et al. (1988) y Potter
y Braman (1891), indicaron que la bacteria B. popilliae es
eficaz, pero se ha hecho poco uso del producto comercial,
porgque es dificil de aplicar, poco confiable, caro, no esta
disponible en grandes cantidades y necesita un largo periodo
de establecimiento para su control. Las formulaciones
comerciales han sido relativamente caras debido a que eu
produccidén requiere la colecta a mano de las larvas e
inoculacidn individual de cada una de ellas. Ademée, un
atributo crucial de cualquier agente de control bioldgico es
que debe ser capaz de producirse en gran escala en una forma
virulenta (Rhodes, 1885).

No obstante, segin estudios recientes (Klein, 1988;
Reuter Laboratories Inc., 1989; Obenchain y Ellis, 1991), la
produccidn de esporas infectivas en medio artificial ha dado
resultado. La fermentacién en gran escala para la produccidn
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de B. popilliae podria aumentar su disponibilidad y réducir
el costo de las formulaciones. 81 este nuevo método ee
exitoso se solucionaria uno de los problemas mas grandes para
el usc de los productos a base de este patégeno y mejores
formulaciones podrian ser desarrolladas. Los métodos de
produccidn iIin vitro también podrian hacer formulaciones
bacteriales comerciales gue tuvieran la cualidad de ser
infecciosas para otras especies de escarabeidos (Reuter
Laboratories Inc., 1989).

2.6.4. Ventajas de la utilizacién de B, popilliae

Todaee las pruebas de seguridad convencional realizadas
con B. popilliae han resultado negativas, es decir no infecta

las abejas, mamiferose © personas relacionadas con su
manipulacidén (Ignoffo, 1873; Heimpel vy Hrubant, 18973;
Obenchain y Ellis, 1881). Ninguna evidencia de produccién de

toxinas ha sido encontrada en dichas pruebas ni en estudios
sobre la etiologia del patdgeno en sus plagas hospederas. De
esta manera, B. popilliae no puede infectar al hombre ni a
vertebrados ntiles. Probablemente sdlo ataca a los
coledpteros de la familia Scarabaeidae (Burges, 1880).
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacidn

El experimento se efectud en 1las instalaciones del
Laboratorio de Entomologia de la Sede Regional del Atlantico
de la Universidad de Costa Rica en Turrialba, Costa Rica,
entre abril y diciembre de 1991. Turrialba se encuentra a 9°
53" N yv B83° 39" 0, a 600 menm. En la regidn se presenta una
rrecipitacién anual de 2.763 mm y una temperatura promedio
anual de 22,8° C. La zona corresponde a la formacién bosque
muy humedo premontano (Holdridge, 1878). El promedio de
temperatura de la sala de laboratorio de fue de 22° C.

3.2. Desecripcidn del trabajo y material experimental

Be utilizaron dos ‘'grupos” de Phyllophaga menetriesi,
una criado en condiciones de laboratorio y otra colectado en

el campo. e evalud la respuesta del tercer estadio a B.
popilliae, mediante la aplicacidn de seis concentraciones del
ingecticida bioldégico “"Milky Disease Spore” (Doom), que

contiene 100.000 esporas de ingrediente activo/g de producto
comercial (Farm Chemical Handbook, 1891).

3.3. Etapag de investigacién

La investigacidn constdé de cuatro etapas: la captura de
adultos y obtencidén de huevos, la cria de larvas para obtener
el tercer estadio necesario para el experimentoe, 1la colecta
de larvas en el campo y la aplicacién del productoc bacterial.
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3.3.1. Etapa 1I. Captura de adultos y obtencidn de
huevos.

Para_capturar_adultos y reproducirlos en condiciones de
laboratorio, se colocd desde mediados de marzo una trampa de
luz de 20 watts, tipo ‘“Pennseylvania”, en la Estacion
Experimental La Montafia, del CATIE. Funes (1990), utilizando
el mismo tipo de trampa, encontré gue en Turrialba, 1la eépoca
de mayor captura de adultos de Phyllophaga spp., se extiende
desde las Gltimas semanas de marzo hasta mediados de junio.

No obstante, el nimero de adultos capturados con la
trampa fue bajo, tanto con luz blanca como con luz negra.
Por esta razén, se decidié colectar los insectos en forma
manual. Para ello se visité La Montafia todos los dias de 6
p.m. a 8:30 p.m., desde el 20-IV-91 al 15-V-81. ILos adultos
se capturaron en de 4drboles de pord (Erythrina spp. ), BE
colocaron en envases pléasticos v Be trasladaron al
laboratorio. La especie fue identificada por medio de la
genitalia del macho.

Una vez en el laboratorio, los insectos capturados
fueron sexados e introducidos por parejas en recipientes de
plastico de 26 cm de diametro en su parte superior, 21,5 cm
en su parte inferior y 24 cm de altura. Cada recipiente
contenia 6 cm de suelo proveniente de La Montafia, humedecido
con agua destilada. El mismo habia sido secado previamente a
temperatura ambiente, tamizado en malla de 4 mm vy
esterilizado a 150° C durante 24 h. Para la alimentacién de
los abejones, se colocaron brotes vy hojas de poré en agua
destilada, los cuales fueron removidos periddicamente,
conforme los insectos los consumian o se marchitaban.

Cuando las hembras empezaron a ovipositar, los huevos se
recolectaron diariamente y se colocaron por medio de una
espdtula acanalada en bandejas de plastico de 40 cm de largo,
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25 em de ancho ¥ 5 com de profundidad, Estas bandejas,
contenian una mezcla de suelo y bagazo de cafia en estado de
descomposicidn, en una proporcidén de 1:1 (King, 1980a, 1985),
humedecida con agua destilada. La mezcla se esterilizd en
autoclave a una temperatura de 130° C y a 2,2 kg/cm* de
presidom. El suelo y el bagazo fueron secados previamente a
temperatura ambiente hasta obtener un 12%¥ de humedad. El
bagazo se molidé a un grosor de particula de 1 mm y el suelo
se tamizd en una malla de 4 mm antes de realizar la mezcla.

Esta etapa abarcdé los meses de marzo, abril, mayvo vy la
mitad de Jjunio.

3.3.2. HRtapa II. Cria de larvase

Cuando las larvas eclosionaron, el bagazo mezclado con
el suelo les sirvidé de fuente de alimento. La mortalidad en
este primer estadio fue muy elevada, de hasta un BOX%. Este
dato concuerda con los cobtenidos por King (1980a) para esta
especie.

Las larvas permanecieron en las bandejas de pléastico
aproximadamente 15 dias vy 1ueg0 se colocaron en forma
individual en recipientes de vidrio de 7 cm de didmetro vy
12,5 cm de altura. Cada envase contenia 5 cm de mezcla
esterilizada de suelo y bagazo y tres plantulas de maisz, .
cuvas semillas habian sido pregerminadas en la Camara de
Pregerminacidn del Laboratorio de Semillas del CATIE.

Las larvas se revisaron frecuentemente para determinar
51 estaban sanas y verificar a la vez, su estado de
desarrollo, wvaciando el contenido de 1los recipientes en
bandejas plédsticas. Aquellas que se encontraban muertas eran
reemplazadas. Las pldntulas de maiz se removian conforme las
larvas se alimentaban de las raices. La mezcla de suelo ¥y
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bagazo se mantuvo himeda, por medioc del riego con‘ agua
destilada.

Esta etapa comprendid los meses de Junio, julio y agosto
de 1991,

3.3.3. Etapa III. Colecta de larvas de tercer estadio en
el campo.

Para tener un “grupo” desarrollade en condiciones
naturales y compararlo con aguel criado en el laboratorio, se
recolectaron larvas de tercer estadio de P. menetriesi en la
Extacién Experimental La Montafia. Dichas larvas fueron
recogidas en los mismos lugares donde se habian colectado
previamente los adultos que se utilizaron para la obtencién
de huevos en el laboratorio.

Las larvas colectadas en el campo fueron 1llevadas
rdpidamente al laboratoric y sometidas 2 lgual tratamiento
metodolégico que agquellas que habian esido criadas en el
mismo. Es decir, se colocaron en forma individual en
recipientes de vidrio que contenian una mezcla de suelo con
bagazo de cafia en una proporcién de 1:1 vy pléntulas de maiz
como alimento. Esto con el objetivo de “"habituarlas” a ese
medio.

Esta etapa se realizd durante la ultima semana de Jjulio
v la primera de agosto de 1991.

3.3.4. Etapa IV. Aplicacién del insecticida bacterial

Para la realizacidn de esta etapa una mezcla de suelo y
bagazo de cafia en una proporcién de 1:1, fue esterilizada en
autoclave a 130° C y 15 lb/pulg2 de pregidn. Posteriormente

la misma fue inoculada con cinco concentraciones de B.
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popilliae, mediante la aplicacién del insecticida biolégico
Milky Disease Spore (Doom) (Anexo 1A). Con la adicidn de
agua se asegurd la diseminacidn de las esporas. * Luego la
mezcla se colocd en recipientes de vidrio que contenian en
forma individual, wuna larva de tercer estadic de las dos
poblaciones de P. menetriesi.

3.4. Tratamientos

Los tratamientos gque se evaluaron en larvaes de tercer
estadio de P. menetriesi fueron los siguientes:

Ti. Aplicacion de la concentracién 2 x 102 esporas de B.
popilliae/kg de mezcla.

TZ2. Aplicacidén de la concentracién de 4 n 109 esporas de B.
popiiliae/kg de mezcla.

T3. Aplicacidén de la concentracién de B x 108 esporas de B.
popilliae/kg de mezcla.

T4. Aplicacién de la concentracidn 16 = 109 epporas de B.
popilliae/kg de mezcla.

5, Aplicacidn de la concentracidn de 32 x 102 esporas de
B. popilliae/kg de mezcla.

T6. Testigo con aplicacién de 1la concentracién 1 = 108

esgporas de B. popilliae/larva, via inyecciodn
intrahemocélica.
T7. Testigo con aplicacidén de talco a una concentracidn de

400 g/kg de mezcla.
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Para el tratamiento de larvas inyectadas, se utilizé un
inyector modelo PB600, el cual ee reguld para que expulsara
la cantidad de 5 ul, equivalentes a una concentracidén de 1 x
10® esporas por larva. Cada larva se invectd en forma
parenteral en el sexto o séptimo segmento abdominal.

Se utilizaron dos poblaciones de 280 larvas de P.
menetriesl cada una, a las cuales se le aplicaron las cinco
concentraciones. Cada tratamiento consté de diez larvas con
cuatre repeticiones.

3.5. Disefio y unidad experimental

be empled el disefio de blogues completos al azar con
siete tratamientos y custro repeticiones en forma individual
en cada poblacién evaluada. La unidad experimental estuvo
formada por una larva en cada envase Yy 1la parcela
experimental por diez larvas (diez envases de vidrio con una
larva cada uno).

3.6. Variables medidas

Se cuantificé el nimero de individuos muertos por
tratamiento cada 2 dias en las dos "grupos” evaluados, para
comparar agi la eficacia de los mismos en dos grupos
diferentes.

3.7. Pruebas adicionales de susceptibilidad en Phyllophaga
obsoleta (Blanchard)

Las larvas de P. obsoleta se colectaron en Tierra
Blanca, Cartago, Costa Rica. Tierra Blanca se encuentra
localizada al norte de Cartage a 10° N y B3° B5" O, a 2270
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menm. En la regidén se presenta una precipitacién anual de
1513 mm y una temperatura promedio anual de 12,6° C. La zona
corresponde a la formacidn bosque himedo montano bajo
(Holdridge, 1978).

De estas larvae se toméron 60, de las cuales 30 se
inyectaron intrahemocélicamente en el sextoc o séptimo
segmento abdominal con 3 diferentes dosis de B. popillise
(0,70 x 108, 1,b0 x 108 y 3 x 108 egporas/larva). A las 30
larvas restantes se les administré por wvia oral las mismas
dosis. En ambos casos se utilizarcon 10 larvas como testigo y
2l producto comercial Grub Attack (Anexoc ZA) como fuente de
esporas.

Para esta prueba se ust el misme invector descrito en el
punto 3.4. Las larvas fueron examinadas cada dia y se
cuantificé el numero de individuos muertos en cada
tratamiento.

3.8. Prueba con los productos comerciales aislados en
medios de cultivo.

Lo productos comerciales Doom v Grub Attack fueron
llevados al Laboratorio de Bacteriologia de la Facultad de
Microbiologia de la Universidad de Costa Rica. Alll 1las
bacterias fueron aisladas por medio del método mencionado por
Travers et al. (188B7). Be alslaron tres "tipos"” de colonias
(posiblemente dos de B. popiliiae y uno de B. lentimorbus) en
un medio de cultivo L agar (triptona, extracto de levadura,
cloruro de sodlo v agar). Luego se incubaron en un medio T3
(triptona, triptosa, extracto de levadura, fosfeto de esodio v
cloruro de manganeso)}, a 30° C.

Posteriormente se tomaron 60 larvas de P. obsoleta, de
las cuales 30 fueron inyvectadas intahemocélicamente en el
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sexto o séptimo segmento abdominal con los 3 “"tipos” de
colonias aisladas ( 10 larvas para cada "tipo”) a una dosis
de b x 107 esporas/larva, A las otras 30 larvas se les
suministré via oral la misma dosis siguiendo el mismo
procedimiento. En ambas ocasiones se utilizé un testigo de
10 larvae a las que se les administrd agua. En todos loe
casos se cuantificé el ntmero de individuos muertos por
tratamiento.
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IV. REBULTADOS Y DISCUSION

Las larvas de P. menetriesi criadas en el laboratorio y
expuestas durante 90 dias a wuna mezcla de suelo y bagazo
inoculada con B. popilliae, no mostraron infeccién alguna
debida a la enfermedad lechosa (Cuadro 1). No obstante, de
las 40 larvas inyectadas via intrahemocélica con dicha
bacterla a una dosie de 1 x 108, tres (7,5%) desarrollaron la
enfermedad.

Cuadro 1. Mortalidad causada por B. popilliae en larvas de
P. menetriesi criadas en el laboratorio.

Tratamientos Mortalidad
(esporas/kg mezcla) n EL Otros
1 X 108 (1I1) 40 3 8
2 X 10® 40 0 0
4 X 10° 40 0 0
8 X 10® 40 0 0
16 X 10®% 40 0 0
32 X 1o® 40 0 0
Testigo 40 0 1
TOTAL | 280 3 8
EL = Enfermedad lechosa.

II = Inyeccidn intrahemocélica
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Este resultado podria ser explicado segin lo obsérvado
ror Dutky (19863), quien menciona que existen especies como P.
fusca, P. futiles, P. hirticula, P. inversa y P. rugosa que
se infectan con B. popilliae via inyeccién intrahemocélieoa,
pero no lo hacen cuando se alimentan en sueleo incculado con
la bacteria, a pesar de que las cuatro primeras se han

encontrado infectadas en forma natural en el campo. Esta
informacién tamblien es mencionada por Lipa (1975) para los
génerosg Melolontha y Amphimallom. Milner (1974) obtuvo

resultados positivos cuando logrdé infectar wvia inyeccidn
intrahemocélica larvas de Rhopaea verreauxi con la enfermedad
lechosa, pero ninguna larva se infectd cuande las alimentd
con una dosis de 1 x 10P esporas/larva. También Tashiro ¥y
Steinkraus (1866) lograron infectar méds del 70% de las larvas
de Amphimallon majalis con esporas de B. popilliae subsp.
euloomarahae, cuando las inyectaron;: no obstante, en
repetidas pruebas por exposicidén a suelo inoculado y elevando
las concentraciones hasta 50 x 1092 esporas/kg de suelo hasta
por ocho semanas de incubacidén, no se produjo infeccidén en
ninguna larva.

Ademéas, como sefiala Beard (1944), atn cuando las esporas
penetren en el tracto digestivo del insecto, esto no
garantiza gue 1la enfermedad se presente, puesto gue las
mismas pueden pasar a través de él sin germinar y ser
expulaadas Jjunto con los excrementos. La manera como las
esporas o las células vegetativas pasan del intestino a 1la
cavidad hemocélica no se conoce con claridad aun. La
membrana peritréfica puede actuar como una barrera al evitar
gue las mismas entren en el epitelioc intestinal. También el
intestino de los insectos contiene enzimas que eliminan las
bacterias o evitan que ellas se multipliguen (Beard, 1944;
Lipa, 1975). Poltev (1856) en pruebas repetidas de
alimentacidén de insectos con Dbacterias, observd que se
estimulaba la produccidén de enzimas y por esta razén los
insectos se volvian inmunes a las bacterias.
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Fowler (1874) obtuvo resultados similares a los de este
experimento, al exponer 64 larvas de Costelytra zealandica &
una concentracién de 10 x 10P esporas/kg de suelo, de las
cuales ninguna desarrollsé la enfermedad. En la misma serie
de experimentos, este autor inyectd larvas del Costelytra via
intrahemocélica, con una dosis de 1 x 105 esporas/larva de
dos razas de B. popilliae de Nueva Zelandia (llamadas I y
II), obteniendo resultados generalmente incongruentes, yva gque
en algunos casos se presentd una alta infeccidn y en otros no
se desarrolldé la enfermedad. Utilizando el producto
comercial "Doom”™ en la misma especie, en igual dosis e igual
via de administracién, logré infectar 11 larvas de 208
inyectadas (5,28%). Los sintomas se presentaron a los 50 y
67 dias después del tratamiento. Estoes datos son similares a
los obtenidos en el presente experimento, ya que de 40 larvas
se infectaron tres (7,5%) y los sintomas aparecieron a los 75
dias.

La especificidad de diferentes razas o subespecies de un
patdgeno a una egpecie determinada juega un papel
determinante en este tipo de bioensayos. De su trabajo con
B. popilliae subsp. rhopaea, Milner (1974) sugirid que el
ambito de eficacia de una subespecie esta restringido a pocas
especies dentro de un mismo género de hospedantes. Por
ejemplo Tashiro (1857) realizé pruebas de infeccidén de la
enfermedad lechosa en A. majalis y P. japonica, utilizando B.
popilliae raza DeBryre. Obtuvo resultados en A. majalis de
80 y 81%¥ larvas infectadas por inyeccidén e ingestidn de
esporas, respectivamente; no obstante, solamente el 1% de las
larvas de P. Jjaponica se enfermaron, siendo esta especie en
la gque primero se aisld esta bacteria. Estudios realizados
con razas de B. popilliae, asociadas con larvas de los
géneros Melolontha (Hurpin, 1859), Ataenus (Kawanishi et al.,
1974) y Cyclocephala (Warren y Potter, 1983) mostraron
resulitados similares, confirmando la gran restriccién
existente en cuanto al dmbito de hospedantes.
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La supervivencia general de las larvas criadas en el

laboratorio, fue muy alta (85,42%) (Cuadro 1}. Ee decir,
hubo un porcentaje de mortalidad de sBolo 4,58% del cual 1,25%
correspondié a la enfermedad lechosa. Se debe indicar que

estas larvas sufrieron un proceso de seleccidén desde el
inicio del experimento, de manera que fueron las mas sanas y
fuertes las que se expusieron a este patdgeno.

De todos modos, como seiflala Lipa (1875), la introduccidn
de un determinado patdgeno en una poblacidn de insectos, no
siempre resulta en el desarrollo de una eplzootis. Por 1lo
tanto se podria hablar de una poblacién resistente o de una
poblacidén infectada. Asi como en el organismo de un insecto
el patégeno puede tener diferentes respuestas, 1lo mnismo

sucede en una poblacidén resistente. Egs decir, la poblaciodn
de un insecto plaga en la cual una epizootia se desarrolla
puede contener "razas" con un grado variado de

susceptibilidad a la infeccidén causada por el patdgeno.

La edad de los individuos {(Dutky, 1963; Ladd y McCabe,
1867; Lipa, 1975) gue componen una poblacidn es otro. factor
muy importante para el desgarrollo de una enfermedad. Como
regla general, las larvas Jjévenes son mas susceptibles a una
infeccidén, mientras que los estadios avanzados son parcial o

completamente resistentes (Lipa, 187D). Por esta razdén la
posibilidad de que una enfermedad se manifieste, disminuve
conforme los insectos de la poblacidn crecen. Por ejemplo,

pruebas repetidas con B. popilliae subsp. lentimorbus (Dutky,
1863) en larvas de tercer estadio de P. japonica, confirmaron
que el mismo es resistente a la infeccidn y aungue las
pruebas con el primero y segundo estadios mostraron algunos
resultados poslitivos, fueron muy variliables. En el presente
experimento se utilizaron Unicamente larvas de tercer estadio
de P. menetriesi. '
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La temperatura también constituye un factor importante
en el desarrollo de la enfermedad lechosa. En el caso de P.
Jjaponica el ambito de temperatura para el crecimiento de B.
ropilliae parace estar entre 15.5 y 38° C (Dutky, 1840,
1863). Hurpin (1968) encontrd gque en suelos inoculados con
B. popilliae subsp. melolonthae, la temperatura déptima para
el desarrollo de la bacteriosis en larvas de tercer estadio
de M. meloclontha era de 20° C, mientras gque Milner (1974)
encontrdé un limite superior a los 30° C en el caso de R.
verreauxi al igual gue Dumbleton (1945) para C. zealandica.
Por otro 1lado, Vora y Ramakrishnan (1978) reportaron el
maximo desarrollo de la enfermedad a una temperatura de
incubacidn de 2Z20° C para Holotrochia consanguinea.

Tashiro y White (1954) trabajando con dos razas de B.
popilliae y una de B. lentimorbus en el escarabajo A.
majalis, encontraron que 1la +tasa de infeccitn de 1a
enfermedad aumentdé con la temperatura. 5t. Julian y Hall
(1868) demostraron que el calor aumenta la capacidad de
infeccién de las esporas de B. popilliae. En el presente
experimento la temperatura promedio fue de 22° (.

Por su parte, de las larvas que fueron recolectadas en
el campo (ver cuadro 2Z), dos de 40 (5%) expuestas a una
concentracion de 2 x 10P esporas/kg de mezcla, mostraron
infeccidén debida a la enfermedad lechosa (Cuadro 2). Los
sintomas se notaron a loas 2B dias de exposicién. Fowler
(1974) expuso 1027 larvas de Costelytra =zealandica a una
concentracién de 1 x 10° esporas/kg de suelo, pero solo se
legrd infectar dos (0,19%). Posteriormente alimentd con
esporas B70 larvas de la misma especie y los sintomas
vigsibles de la enfermedad se presentaron en 12 (1,5%). El
intervalo de aparicidén de los sintomas varidé entre los 18 y
T2 dias.
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De 1las larvas que fueron inyectadas por 1la  via
intrahemocélica, a una dosis de 1 x 10 esporas/larva, tres
de 40 (7,5%) desarrollaron la enfermedad, y 1los sintomas
aparecieron 21 dias después de la inyeccidn. Resultados
similares fueron obtenidos por Fowler (19743, con
concentraciones de 1 x 105 y 1 x 107 esporas/larva para
Odontria sp., Costleya suturalis y Pericoptus truncatus, con
un intervalo de aparicidén de sintomas gque varid entre 18 y 35
dias.

Cuadro 2. Mortalidad causada por B. popilliae en larvas de
P. menetriesi recolectadas en el campo.

Tratamientos Mortalidad
(esporas/kg mezcla) n EL Otros
1 X 108 (11) 40 3 8
2 X 10° 40 2 2
4 X 108 40 0 1
8 X 108 40 0 4
16 X 10® 40 0 2
32 X 10° 40 0 | 0
Testigo 40 0 3
TOTAL 280 5 20

EL = Enfermedad lechosa.
II Inyeccidn intrahemocélica
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Estos datos difieren de los obtenidos con las larvas
criadas en laboratorio (Cuadro 1), cuya eintomatologia se
presentd 75 diag después.

Ademds de los factores previamente discutidos, no se
puede descartar la ©posibilidad de que las larvas que
presentaron sintomas de la enfermedad hayan venido infectadas
del campo. Se han encontrado larvas de P. menetriesi
infectadas con una enfermedad similar en La Montafia, donde se
recolectaron las mismas (P. Shannon, comunicacién personal)
¥, ademéds, la enfermedad se manifesté en larvas expuestas a
la menor concentracidén ( 2 x 10P esporas/kg de mezcla). No
obstante, las larvas utilizadas en la  prueba fueron
seleccionadas y revisadas cuidadosamente, de modo que su
apariencia fuera la mds sana, es decir, sin ninguna presencia
de coloracidn blancuzca en la hemolinfa.

La supervivencia de las larvae recolectadas en el campo,
fue alta (90,42%) (Cuadro 2), pero un poco menor que la de

las larvas criadas en el laboratorio (95,42%). El porcentale
de mortalidad también subidé a 9,58% v el 2,50% correspondid a
la enfermedad lechosa. Se debe indicar gue estas larvas

sufrieron estrés debido al manipuleo v al cambio de ambiente.

Estos resultados pueden ser explicados segin los
argumentos de Dutky (1963) v Lipa (1975) discutidos
previamente.

Puesto que 1las pruebas con P. menetriesi fueron
infructuosas, se decidid evaluar la respuesta a B. popilliae
en Phyllophaga obsoleta, utilizando el producto comercial
"Grub Attack” como fuente de esporas. No obstaﬁte; los
resultados no difierieron mayormente (Cuadro 3). De las
larvas inyectadas por via intrahemocélica, dos desarrollaron
la enfermedad en concentraciones de 0.75 x 108 y 1,5 x 108

egsporas/por larva respectivamente. Los sintomas se
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presentaron a los 21 y 23 dias después del tratamiento,” dato
que se encuentra dentro del intervalo establecido por otros
autores en otras especies de escarabeidos para este tipo de
pruebas, con concentraciones gimilares de esporas (Dutky,
1841; Tashiro y White, 1954; Tashiro, 1957, 1966; Fowler,
1974; Dunbar y Beard, 1875). HEesta informacidén concuerda
ademas con la obtenida en las larvas de P. menetriesi
recolectadas en el campo e inyectadas con un dosis de 1 x 106
esporas /larva.

En la mayor concentraciédn inyectada (3 x 102 esporas por
larva), no hubo manifestacidén de sintomas y las larvas que
murienron (4), lo hicieron en las 72 horasg posterioree al
tratamiento, lo cual, seglin Fowler (1874), puede deberse
aparentemente a una toxicidad de indeculo, ya gque cuando el
insecto se somete a dosis altas, muere poco tiempo después
s8in mostrar sintomas (Dutky, 1883).

En el caso de las larvas que ingirieron el producto,
ninguna desarrolld la enfermedad. Como se habia mencionado
anteriormente, hay especies que se infectan via inyecciodn
intrahemocélica y no lo hacen por ingestién (Dutky 1963:
Tashiro y Steinkraus, 18868). Probablemente las bacterias
pasaron por el tracto digestive &in germinar., o s8i lo
hicieron, no alcanzaron a llegar a la hemolinfa (Dutky, 1944;
Lipa, 1976).

En cuanto a 1la mortalidad en general, por via
intrahemocélica hubo 6.687% de 1larvas muertas debido a
enfermedad lechosa, dato muy similar al obtenido con larvas
de P. menetriesi recolectadas en el  campo (Cuadro 2),
mientras que por ingestidén no hubo mortalidad aparente debido
a la bacteria, pero si aumentd el porcentaje de la misma por
otras causas (33,33%); posiblemente, ademés del estrés, este
aumento se debid al manipuleo de las larvas en el momento de
ingerir las dosis.
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Cuadro 3. Mortalidad causada por B. popilliae en larvas- de
P. obsoleta recolectadas en el campo.

Tratamientos Mortalidad
{egporas/larva) n EL Otros

Inyeccidn intrahemocélica

0,75 X 108 10 1 1
1,56 ¥ 108 10 1 2
3 X 108 10 O 4
Testigo 10 O 0
Via oral

0,75 X 108 10 0 3
1,6 X 108 i0 O 4
3 X 108 10 0 3
Testigo 10 ] 3

BL = Enfermedad lechosa.

En un experimento adicional, los productos comerciales
utilizados en experimentos previos, fueron colocados en
medios de cultivo, resultando tres "tipos"” de colonias. Del
producto Doom, se obtuvieron dos, el "Tipo 1" y el "Tipo 2°
(posiblemente B. p. subsp. popilliase y B. p. subep.
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lentimorbue, ya gque segin la etiqueta, en su formulacidn se
pueden encontrar las dos subespecies). Del producto Grub
Attack sdlo se produjo uno, el "Tipo 3" (posiblemente B. p.
subsp. popilliae, pero producido previamente in vitro).
Segin Obenchain y Ellis (1991), esta formulacidn comercial
desarrollada in vitro contiene 6,4 x 108 esporas/g (v asi lo
confirma su etigueta), cuyo efecto infectivo en pruebas de
campc y de laboratorio en P. Jjaponica es equlvalente a la
formulacidén in vivo. '

Los "tipos"” de colonias no se identificaron porgue este
trabajo es sumamente dificil y llevaria mucho tiempo. Ademéas
de gque en Costa Rica, en el caso de gue se pudiera, s6lo se
llegaria &a nivel de génerc (F. Jiménez, comunicacién
personal).

En todo caso no es extrafio que este patdgenoc ''crezca’” en
medio artificial. 51 bien es cierto, B. popilliae es una
bacteria que produce muy bajos porcentajes de esporulacién en
medio de cultivo, hasta un méximo de 20%, de acuerdo con la
literatura (Rhodes, 18985; Schwartz vy Sharpe, 1870), s&i se
obtienen células wvegetativas (Steinkraus, 1957; Black, 1968;
Hrubrant y Rhodes, 1868:; LiGthy et al., 1970; Hayvnes y Weih,
1872; Milner, 1974), 1las cuales tienen la propiedad de
infectar larvas con la enfermedad lechosa por via inveccidn
intrahemocélica. Esto se ha documentado para A. majalis
(Tashiro y Steinkraus, 1966) y P. Jjaponica, aunque en ésta,
las esporas producidas son menos infectivas por inyeccidn vy
muestran poca actividad cuando se administran por ingestidn
(Schwartz y Sharpe 1870; Sharpe et al., 1970).

Ninguno de los +tres ‘"tipos” de colonias produjo
aparentemente la enfermedad en las larvas inyectadas (Cuadro
4). Fowler (1974) obtuvo resultados similares en Costelytra
zealandica, Pericoptus truncatus y Costelya suturalis, cuando
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las inyectd con células vegetativas obtenidas de medios de
cultivo de tres razas diferentes.

Cuadro 4. Mortalidad causada por B. popilliae en larvas de
P. obsoleta recolectadas en el campo, utilizando
bacterias de cultivos in vitro administradas por

2 vias.
Tratamientos Mortalidad
{5 x 107 bacterias/larva) n EL Otroe

Inyecciétn intrahemocélica

Tipo 1 10 0 2
Tipo 2 10 0 4
Tipo 3 10 0 4
Testigo 10 0 2

Ingestioén oral

Tipo 1 10 2 4
Tipo 2 10 0 4
Tipo 3 10 0 3
Testigo 10 0 2

EL; = Enfermedad lechosa.
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Con respecto a las larvas a las que se administré las
bacterias por via oral, dos de las que ingirieron la bacteria
"Tipo 1" (posiblemente B. p. subsp. popilliae), desarrollaron
la enfermedad; la sintomatologia fue observada a los 10 y 15
dias después del tratamiento. Estos datos concuerdan con los
obtenidos por Schwartz y Sharpe (1970) en larvas de P.
Jjaponica que ingirieron esporas de la raza NRRLB-2309M
desarrolladas en medio de cultivo.

La mortalidad debida a otras causas (cuadro 4), es
similar en los dos tipos de administracisén de bacterias
(intrahemocélica y por ingestidn), o sea que no es un factor
gue influyera en la prueba. El porcentaje de mortalidad
obtenido debido a enfermedad lechosa (6,87%) por via oral, es
igual al gue se encontrd en larvas de P. obeoleta inyectadas
rero sin utilizar bacterias de medios de cultivo.

Cabe anotar que las pruebas con suspensiones de esporas
utilizadas como indculo, no han dado dado resultados
uniformes {(Dutky,1863). En algunoe ensayos se manifestsd un
alto grado de infeccidn, mientras en otros ninguna infeccidén
fue obtenida.

Con base en los resultados obtenidos en este experimento
se puede decir que los productos evaluados no serian eficaces
para el control de P. menetriesi v P. obsoleta en condiciones
de campo, ya gque éstas posiblemente no son susceptibles a la
cepa comercial de B. popilliae.

e debe mencionar ademas, gue ge desarrolld una
metodologia de cria de larvas de ambas especies que garantiza
la obtencidén y el mantenimiento de nimeros elevados de larvas
rara la elaboracidn de cualguier tipo de bicensayo.
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V. CONCLUSIONES

Se logrd infectar individuos de las dos especies
evaluadas (P. menetriesi y P. obsoleta) con la enfermedad
lechosa, aungue los porcentajes de infeccién fueron muy
bajos. '

Los resultados obtenidos fueron muy errdticos ya que las
larvas de P. menetriesi criadas en el laboratorio se
infectaron solo por inyeccidn intrashemocélics de esporas,
mientras que las recolectadas en el campo lo hicieron por
inyeccidén y por exposicidn a suelo inoculado, sungque en este
ultimo caso existe la probabilidad de que hayan venido
infectadas del campo. En cuanto a P. obsoleta, las larvas se
infectaron por inyveccidn intrahemdcélica, perc no  por
ingestion oral de esporas. No obstante, se produjo la
enfermedad lechosa cuando se administraron por via oral
bacterias obtenidas en medioc artificilal.

No existe una explicacién obvia para la obtencién de
resultados tan desuniformes, a menos que los individuos de
las dos especies utilizadas fueran muy variables en su
capacidad de respuesta a este patogeno.

Posiblemente P. menetriesi y P. obsoleta no sean
susceptibles a la cepa comercial de B. popilliae, a través de
las vias normales de infeccién.
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VI RECOMENDACIONES

Para estudios poeteriores, me recomienda realizar 1la
siguiente secuencia de pruebas: inyeccidn intrahemocélica o
parenteral, por ingestidn y por exposicién a suelo inoculado.

Hacer un estudio similar a este, pero utilizando cepas
locales (ya conocidas para P. menetriesi y P. obsoleta), dada
la mayor potencislidad gque ofrecen estos organismos nativos.

Para futuras investigaciones y paras cualquier especie
que ge evalle, realizar las pruebas de respuesta en el
primero y segundo estadios larvales.

be recomienda no utilizar los productos evaluados para.
el control de P. menetriesi y P. obsoleta en el campo, ya que
se perderia tiempo ¥ dinero, puesto gue posiblemente estas
especies no son susceptibles a B. popilliae, al menos ror las
rutas normales de infeccidn.
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ANEXO 1A

Especificaciones del insecticida Doom

Composigion: Bacillues popilliae Dutky.

Otroe nombres: Doom, Japidemic.

Accidn/uso: Insecticida biolégico selectivo contra larvas
del escarbajo Jjaponés (Popillia Jjaponica), el escarabajo
oriental (Anomala orientalis) y ciertos escarabajos de mayo vy
Jjunio, incluyendo Phyllophaga anxia, P. congrua, P. ephidida,
P. fraterna y P. futilus.

Propiedades: Inerte.

Toxicidad: Es considerado inocuo para mamiferos, aves, peces
e inesectos benéficos. No se conoce que sea toxico para el
hombre. No tiene ningin efecto téxico en ratas alimentadas
con 50 x 10f esporas/dia, ni en monos Rhesus alimentados con
250 x 108 epporas/dia.

Formulacidén: Polvo de esporas listo para usar.

Aplicacidn: Controla el estado larval del escarabajo
Japonés. Solamente wuna aplicacién es necesaria para un
control duradero. Mejora c¢on el tiempo (Farm Chemical

Handbook, 1991).
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ANEXO 2A

Especificaciones del insecticida Grub Attack.

Composisi6tn: Bacillus popilliae Dutky.

Otros nombres: Grub Attack.

Accion: Insecticida selectivo.

Uso: Para larvas del escarbajo japonés (Popillia japonica),
el escarabajo oriental (Anomala orientalis) y cilertos
escarabajos de mayo y junio.

Toxicidad: Considerado de muy baja toxicidad para el hombre.
No tiene efectos toéxicos en ratas alimentadas con 50 x 108
esporas/dia, ni en monos Rhesus alimentados con 1.250 x 108
esporas/dia.

Formalacidn: Granulado vy en polve (Farm Chemical Handbook.
1991).
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