22 UNIVERSITAT
II13;) POLITECNICA
./ DE VALENCIA

UNIVERSITAT POLITECNICA DE VALENCIA

Dpto. de Ecosistemas Agroforestales

Evaluacion de un nuevo método de control para Ceratitis
capitata y Delotococcus aberiae mediante el uso de
nematodos entomopatdogenos (Rhabditida:
Heterorhabditidae y Steinernematidae)

Trabajo Fin de Master

Master Universitario en Sanidad y Produccion Vegetal

AUTOR/A: Vicente Moreno, Alfonso
Tutor/a: Vacas Gonzalez, Sandra
Director/a Experimental: Moya Sanz, M2 del Pilar

CURSO ACADEMICO: 2023/2024



Evaluacion de un nuevo método de control para Ceratitis capitata y Delottococcus
aberiae mediante el uso de nematodos entomopatégenos (Rhabditida:
Heterorhabditidae y Steinernematidae).

RESUMEN.

La mosca mediterranea de la fruta (Ceratitis capitata Wiedemann) y el cotonet de Sudafrica
(Delottococcus aberiae (De Lotto)) son dos de las principales plagas que afectan actualmente a
los citricos de la cuenca mediterrdnea en general y de la Comunidad Valenciana en particular.
Ambas especies presentan fases edaficas en su ciclo bioldgico, por lo que en el presente trabajo
se explora el potencial de cinco productos comerciales basados en nematodos
entomopatogenos (NEP) para el control de estas plagas.

La materia activa de estos productos son los infectivos juveniles (lJs) de los NEP Heterorhabditis
bacteriophora (producto Larvanem), Steinernema carpocapsae (producto Capsanem) vy
Steinernema feltiae (productos Entonem, Nemafence® Felti Powder y Steinernema-System). Se
ha evaluado su patogenicidad frente a larvas L3 y pupas de C. capitata, y hembras adultas y
machos N2 de D. aberiae. El potencial se evalué determinando el porcentaje medio de
mortalidad y el tiempo medio de supervivencia de los individuos mediante un screening inicial
gue incluia los cinco productos, en ensayos realizados en placa Petri sobre papel de filtro.
Posteriormente, con el producto que ofrecid los mejores resultados se realizd un ensayo dosis-
respuesta en placa Petri con sustrato tierra, determinando la virulencia mediante el calculo de la
DLso.

En el caso de C. capitata, el screening se realizd con una dosis de 300 lJs/individuo. Las larvas
fueron mas susceptibles a la infeccion por los NEP que las pupas, obteniendo para estas ultimas
tasas de infeccién nulas. Sin embargo, la infeccidn obtenida en larvas no es suficiente para
determinar que estos productos sean una herramienta para el control de esta plaga y no se
realizé el ensayo dosis-respuesta.

Para D. aberiae, el screening mostré que, a una dosis de 200 lJs/individuo, el producto con mayor
potencial para el control de la plaga es Larvanem (H. bacteriophora), obteniéndose una
mortalidad del 90% en machos en un periodo de 72 horas, y cercana al 80% en hembras en un
periodo de 96 horas. En el posterior ensayo dosis-respuesta, aplicando dosis de 50, 100, 200 y
400 lJs/cochinilla, se obtuvo que la mortalidad tanto de machos N2 como de hembras adultas
de D. aberiae aumenta conforme lo hace la dosis de lls aplicada. Pese a ser el producto que
mayor mortalidad causa, la DLso obtenida, 190 IJs en machos a las 72 horas y 200 lJs en hembras
a las 96 horas, es mucho mayor y actia en un mayor periodo de tiempo que en otros estudios
de nematodos entomopatdégenos contra otras especies de cochinillas.

Se discuten los posibles motivos de los resultados negativos de estos productos en el caso de C.
capitata, asi como los del éxito de Larvanem contra D. aberiae respecto del resto de productos,
y cdmo se podria aumentar su capacidad de control frente a esta plaga.

Palabras clave. Ceratitis capitata, Delottococcus aberiae, nematodos entomopatégenos,
Heterorhabditis bacteriophora, Steinernema carpocapsae, Steinernema feltiae, DLso.



ABSTRACT

The Mediterranean fruit fly (Ceratitis capitata Wiedemann) and the South African mealybug
(Delottococcus aberiae (De Lotto)) are two of the main pests currently affecting citrus in the
Mediterranean basin in general and in the Valencian Community in particular. Both species
present edaphic phases in their biological cycle, so the present work explores the potential of
five commercial products based on entomopathogenic nematodes (EPNs) for the control of
these pests.

The active material of these products are the infective juveniles (lJs) of the EPNs Heterorhabditis
bacteriophora (Larvanem product), Steinernema carpocapsae (Capsanem product) and
Steinernema feltiae (Entonem, Nemafence® Felti Powder and Steinernema-System products).
Their pathogenicity has been evaluated against L3 larvae and pupae of C. capitata, and adult
females and N2 males of D. aberiae. The potential was evaluated by determining the mean
percentage of mortality and the mean survival time of the individuals through an initial screening
that included the five products, in tests carried out in a Petri dish on filter paper. Subsequently,
a dose-response assay was performed with the product offering the best results in a Petri dish
with soil substrate, determining virulence by calculating the LDso.

In the case of C. capitata, the screening was performed with a dose of 300 lJs/individual. Larvae
were more susceptible to infection by EPNs than pupae, obtaining null infection rates for the
latter. However, the infection obtained in larvae is not sufficient to determine that these products
have potential for the control of this pest and the dose-response assay was not performed.

For D. aberiae, the screening showed that, at a dose of 200 lJs/individual, the product with the
greatest potential for controlling the pest is Larvanem (H. bacteriophora), obtaining 90%
mortality in males in a period of 72 hours, and close to 80% in females in a period of 96 hours.
In the subsequent dose-response test, applying doses of 50, 100, 200 and 400 lJs/mealybug, it
was found that mortality of both N2 males and adult females of D. aberiae increased as the dose
of lJs applied increased. Despite being the product that causes the highest mortality, the LDso
obtained, 190 lJs in males at 72 hours and 200 lJs in females at 96 hours, is much higher and acts
over a longer period of time than in other studies of entomopathogenic nematodes against other
mealybug species.

The possible reasons for the negative results of these products in the case of C. capitata are
discussed, as well as the reasons for the success of Larvanem against D. aberiae compared to the
rest of the products, and how its control capacity against this pest could be increased.

Key-words. Ceratitis capitata, Delottococcus aberiae, entomopathogenic nematodes,
Heterorhabditis bacteriophora, Steinernema carpocapsae, Steinernema feltiae, DLso.
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1. Introduccion.

1.1 El cultivo de citricos en Espaiia.

En Espafia, el cultivo de citricos es de gran importancia, pues es el primer pais productor
de la Unién Europea y el sexto del mundo. En el dmbito de citricos en fresco, es el primer
comercializador a nivel mundial, con un 25% de las exportaciones globales, lo que
supone un valor medio de 3.300 millones de euros anuales (MAPA, 2023).

Entre las Comunidades Autdnomas destacan la Regién de Murcia, Andalucia y la
Comunidad Valenciana respecto a produccién, siendo esta Ultima la primera productora
a nivel nacional (representd el 50,6% de la produccion nacional en la campafa 2022 -
2023). En la Comunidad Valenciana se producen mayoritariamente mandarinas y
naranjas (42,3% vy 48,7% de la produccién total de citricos en Espafia en la campaiia 2022
— 2023, respectivamente) (GVA, 2023), destacando comercialmente la mandarina
Clemenules y las variedades de naranja, Navelina, Navelate y Valencia Navel.

Por la gran importancia de los cultivos citricolas a nivel nacional, y en concreto a nivel de
la Comunidad Valenciana, es importante realizar una gestion eficiente de las plagas.
Entre las distintas plagas que afectan a los citricos en la Comunidad Valenciana destacan
la mosca mediterranea de la fruta, Ceratitis capitata Wiedemann (Diptera: Tephritidae)
y el cotonet de Sudafrica, Delottococcus aberiae (De Lotto) (Hemiptera:
Pseudococcidae), las cuales se describiran a continuacion.

1.2 La mosca Mediterranea de la fruta.

1.2.1 Origen, distribucion e importancia.

Ceratitis capitata es una plaga polifaga originaria del Africa subsahariana (Giunti et al.,
2023) que, tanto gracias a su propio poder de dispersién como al comercio internacional
de fruta, se ha extendido por muchas areas tropicales y templadas, como Ia
mediterranea o la sudamericana (Reyes y Ochando, 2004). En el caso concreto de
Espana, este diptero se considerd plaga ya en 1842, y se cree que la colonizacién tuvo
lugar a través del estrecho de Gibraltar y, a partir de ahi, se extendidé a regiones mas
septentrionales (Malacrida et al., 1992). Este insecto es una plaga clave capaz de atacar
a mas de 350 especies, tanto silvestres como cultivadas, que pertenecen a 63 familias
distintas. Las pérdidas econdmicas ocasionadas por esta plaga pueden ser directas: por
el dafo que causan la ovoposicion de las hembras y la alimentacién de las larvas en la
fruta, impidiendo su comercializacién; o indirectas, derivadas del coste de las medidas
de gestidn para su control o de las medidas cuarentenarias que establecen los paises
importadores, restringiendo asi la comercializacion de la fruta (Elqdhy et al., 2024).



1.2.2 Ciclo biolégico.

El ciclo de vida de C. capitata dura entre 20 y 90 dias, dependiendo de las condiciones
climdticas y la fruta hospedadora. Tras aparearse, las hembras buscan un hospedador
adecuado y hacen una puesta de entre 2 y 20 huevos bajo la piel de la fruta, pudiendo
ovopositar un total de 200 a 500 huevos a lo largo de su vida. Cuando el huevo eclosiona,
emerge una larva que se alimenta de la pulpa, siendo éste el estadio que mayor dafo
econdmico causa. Dentro del fruto completa sus tres estadios larvales y, finalmente, sale
de la fruta y pupa en el suelo (Di llio y Cristofaro, 2021). Tras 9 - 12 dias, se produce la
emergencia del adulto y comienza de nuevo el ciclo bioldgico.

1.2.3 Meétodos de control.

En primer lugar, la principal estrategia destinada a conocer qué métodos de control
aplicary en qué momento, consiste en realizar un seguimiento de los niveles poblaciones
de la plaga mediante herramientas adecuadas de monitoreo. Se han desarrollado
numerosos sistemas de trampeo para los adultos de la mosca mediterranea, donde se
incluyen las trampas tipo Delta, las Jackson, las cromadticas pegajosas o las McPhail,
siendo todas ampliamente utilizadas. Recientemente se han desarrollado trampas
inteligentes (dispositivos electronicos de captura) con el mismo objetivo (Giunti et al.,
2023).

En Espaia, el control de C. capitata se basaba, principalmente, en tratamientos
terrestres y aéreos con insecticidas organofosforados, especialmente pulverizaciones
con malatiéon (ahora prohibido en la Unién Europea), lo que llevd a la aparicién de
resistencias a este insecticida y de resistencias cruzadas a otras materias activas
utilizadas para reemplazarlo como el spinosad y el lambda-cihalotrin (Juan—Blasco et al.,
2013).

Para evitar el desarrollo de resistencias en las plagas y por la toma de consciencia, tanto
social como gubernamental, de los riesgos que supone para la salud humana y para el
medio ambiente un uso intensivo de plaguicidas, se realiza un manejo integrado de
estas. En el caso de C. capitata, su manejo integrado se ha intentado abordar en Espaiia
desde distintos ambitos: el control bioldgico clasico y la busqueda de parasitoides
exoticos, el trampeo masivo, la quimioesterilizacién y la TIE (Juan—Blasco et al., 2013), si
bien no todos ellos han llegado a ser implementados.

- Control bioldgico. El control bioldgico es uno de los métodos mas respetuosos con el
medio ambiente y rentables para la gestion de plagas a largo plazo (Giunti et al.,
2023). Esta estrategia implica el uso de enemigos naturales como depredadores,
parasitoides y patégenos. En el caso de C. capitata, dos de los parasitoides mas
estudiados como potenciales agentes de control biolégico son los endoparasitoides
koinobiontes exdticos de larvas, Diachasmimorpha tryoni Cameron (Hymenoptera:
Braconidae), originario de Australia, y D. longicaudata Ashmead (Hymenoptera:
Braconidae), originario del sudeste asiatico. Los endoparasitoides koinobiontes se
caracterizan porque la hembra, al realizar la puesta, no mata al hospedador, sino que
es la larva del parasitoide quien le produce la muerte durante su desarrollo. Tras su
evaluacion, se eligi6 a D. longicaudata para realizar sueltas en la Comunidad
Valenciana, debido a su mayor longevidad y por presentar una mayor capacidad que
D. tryoni para parasitar larvas cuando éstas son escasas (Martins et al., 2010).
Siempre y cuando se pueda establecer una cria masiva del insecto eficaz y
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econdmicamente competitiva, este parasitoide se podria considerar como
complemento en el control de la plaga mediante la Técnica del Insecto Estéril (TIE)
(Djellabi et al., 2021).

Otra especie de parasitoide importante contra C. capitata es Aganaspis daci (Weld)
(Hymenoptera: Figitidae). De origen asiatico, este parasitoide se identificd en Espafia
parasitando al diptero en higuera y citricos en 2009. Es un endoparasitoide
koinobionte que realiza la oviposicidn en el ultimo estadio larvario (de Pedro et al.,
2013).

Ademas de individualmente, también se ha estudiado el efecto conjunto de los dos
parasitoides, D. longicaudata y A. daci, sobre el control de C. capitata, y se llegd a la
conclusién de que ambas especies, al actuar juntas producen un mayor porcentaje
de parasitismo que cuando actian por separado (de Pedro etal.,, 2019). Otra
combinacidon de enemigos naturales con resultados positivos en el control de C
capitata es la del parasitoide A. daciy el depredador Pseudoophonus rufipes De Geer
(Coleoptera: Carabidae), obteniéndose una reduccion de casi el 100% en las
poblaciones de C. capitata debido al efecto aditivo que se consigue al combinarlos
(de Pedro et al., 2023).

Técnica del insecto estéril (TIE). La TIE consiste en la cria masiva de machos
esterilizados mediante irradiacién. Estos machos se sueltan en el campo para que se
apareen con hembras silvestres y las inseminen con esperma estéril, lo que provoca
una reduccién de huevos fértiles y hace que las densidades de poblacién de moscas
se sitlen por debajo del umbral de dafos econdmicos. Para aumentar la eficiencia
de la TIE, solo se liberan machos, y para ello se han desarrollado cepas de sexado
genético, que tienen distintos marcadores de seleccion como pupa blanca y
sensibilidad letal a la temperatura (Porras et al., 2020).

En Valencia, en 2007 se iniciéd un programa de TIE con machos estériles Vienna-8
(cepa con los marcadores genéticos comentados anteriormente). Con este programa
se protege un area de mas de 140.00 hectareas, y cada afio se producen entre 13 y
15 millones de pupas de machos estériles para la liberacion de los adultos via aérea
(P13 et al., 2021).

La TIE se debe complementar con otras medidas de gestion como el control biolégico
aumentativo, ya que podria tener un efecto sinérgico para el control de C. capitata,
como ya se ha visto que ocurre con el tefritido Anastrepha ludens Loew (Diptera:
Tephritidae) al combinar el parasitoide D. longicaudata y la cepa de macho estéril
Tap-7 (Montoya et al., 2023). Ademas, también se ha evaluado la posibilidad de que
los machos estériles actien como vectores de agentes de biocontrol microbiolégicos,
concretamente, de esporas de hongos entomopatdgenos como Beauveria bassiana
(Balsamo) Vuillemin, Metarhizium brunneum (Metschnikoff) Sorokin y Cordyceps
fumosorosea (Wize) (Pla et al., 2021).

Quimioesterilizacion. La quimioesterilizacidon consiste en la esterilizaciéon de la mosca
por medio de un regulador del desarrollo, siendo el lufenurén el mas utilizado
(Navarro-Llopis et al., 2007).

Estudios de campo realizados en Valencia con dispositivos de atraccion y
esterilizacion con lufenurdn mostraron que a partir del segundo afio de tratamiento
y hasta el cuarto (duracion del estudio), se produce una disminucién notable en las



poblaciones de C. capitata (Navarro-Llopis etal., 2007). Sin embargo, en la
actualidad, la quimioesterilizacién no se lleva a cabo por la prohibicidn del lufenurén,
cuya venta fue cancelada en Espana en 2020, seglin el Registro de Productos
Fitosanitarios del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién (consultado el 3 de
agosto de 2024).

- Atraccion y muerte. En sentido amplio, la técnica de atraccién y muerte consiste en

la utilizacion de un atrayente para llevar al insecto hasta un agente de control que le
provoque finalmente la muerte. Esta definicién engloba a la técnica de trampeo
masivo (mass trapping) y a las estaciones cebo (bait stations). En el trampeo masivo
la mosca queda retenida por el adhesivo que se encuentra en la estructura de la
trampa, muere por un plaguicida o se ahoga en agua (Giunti et al., 2023), mientras
qgue en las estaciones cebo el individuo no queda retenido y puede morir, ser
esterilizado o irse infectado con algiin microorganismo tras el contacto o la ingestion
de una formulacién. Estudios realizados en cultivos de citricos en Valencia muestran
que el uso de técnicas de atraccién y muerte reducen de forma efectiva las
poblaciones de C. capitata manteniéndolas bajo el umbral de dafio econémico
(Navarro-Llopis et al., 2013).
La mayoria de los dispositivos usados contra C. capitata cuentan con atrayentes
alimenticios, y tienen como objetivo atraer a hembras adultas antes de la
ovoposicidn. Entre los componentes de atraccion, los mds usados son acetato de
amonio, trimetilamina y putrescina (Giunti et al., 2023). Los insecticidas autorizados
actualmente para su uso en las trampas de captura masiva en citricos son los
piretroides deltametrina, esfenvalerato, o el A-cihalotrin, de acuerdo con el Registro
de Productos Fitosanitarios (consultado el 3 de agosto de 2024).

1.3 El cotonet de Sudafrica.

1.3.1 Origen.

Delottococcus aberiae es una plaga detectada por primera vez en Espaia, en Benifaird
de les Valls, Valencia, hace solo 15 afios, en 2009, siendo una de las especies de cochinilla
mas recientemente introducida en la cuenca mediterranea (Pérez-Rodriguez et al.,
2017).

El género Delottococcus es originario de Sudafrica, y se creia que la introduccién en
Espana podria estar relacionada con la importacidn de citricos o plantas ornamentales
procedentes de la zona (Beltra etal., 2013). Posteriormente, estudios basados en
técnicas moleculares han establecido que la poblacidon invasora proviene efectivamente
de cultivos de citricos de la provincia de Limpopo, ubicada en el noroeste de Sudafrica
(Beltra et al., 2015), si bien en esta zona D. aberiae se encuentra mayoritariamente en el
olivo y en las partes basales del arbusto Chrysanthemoides monilifera (L.) T. Norl (Pérez-
Rodriguez et al., 2018). En Espafa se ha establecido sobre citricos, caqui, nispero y
granado (Gil et al., 2022).



1.3.2 Biologia.

Delottococcus aberiae solo presenta reproduccion sexual. Tras la cépula, la hembra
realiza la puesta de huevos en ovisacos, y como diferencia respecto al resto de
pseudocdccidos, puede producir varios ovisacos de los cuales se separa (MAPA, 2024).
Tras la eclosidn de los huevos, los individuos pasan por dos estadios ninfales y, después,
las hembras y los machos comienzan a desarrollarse de forma diferente. Los machos
pasan entonces por dos estadios pupales (prepupa y pupa) dentro de un capullo
algodonoso antes de convertirse en machos adultos alados, mientras que las hembras
pasan por una tercera fase ninfal antes de convertirse en hembras adultasy, en este caso,
no desarrollan alas ni sufren una metamorfosis, solo se diferencian de las ninfas por el
aumento de tamafio (Vacas etal.,, 2019). Este pseudocdccido presenta numerosas
generaciones que se solapan a lo largo del afio, al igual que otros pseudocdccidos. El
maximo poblacional de D. aberiae suele producirse entre el 15 de junio y el 30 de julio,
aungue en los ultimos afios se estdn observando maximos de captura de machos en
agosto y repuntes en el mes de octubre (Navarro-Llopis et al., 2022).

Esta plaga se asocia en la Comunidad Valenciana con citricos principalmente. Su gran
importancia en citricos viene dada por la reduccién del tamaiio de los frutos y por la
grave deformaciéon que causa en éstos. Ademas, también produce otros problemas mas
generales, asociados a todas las cochinillas, como la reduccién del vigor y la produccién
de melaza. Esta sustancia promueve la aparicién de hongos como la negrilla
reduciéndose asi, secundariamente, la tasa fotosintética del arbol (Beltra et al., 2015).
Los dafios se han observado en naranjas del grupo Navel, Valencia y Sanguinas, asi como
en diferentes variedades de mandarinos e hibridos, sin que se haya observado una
predileccion clara por una variedad o grupo concreto (Tena et al., 2016). El ataque y dafio
de los frutos se puede producir desde la floracién hasta el mes de julio (fruto pequefio,
de un tamafio de 2,5 — 3 cm) (Tena et al., 2014). Es importante remarcar que el periodo
en el que el porcentaje de dafio es mayor es aquel que abarca desde el fruto recién
cuajado hasta que éste adquiere 1 cm de didmetro (Soto, 2016).

Recientemente se han realizado estudios sobre las interacciones que establece esta
cochinilla con hormigas nativas mediterraneas, destacando la relacién mutualista entre
D. aberiae y la hormiga Lasius grandis Forel (Hymenoptera: Formicidae) en cultivos de
citricos. La cochinilla obtiene de esta relacién proteccion contra depredadores y
parasitoides como los encirtidos, contribuyendo asi la hormiga al establecimiento y
dispersion de la plaga (Plata et al., 2024).

1.3.3 Meétodos de control.

Inicialmente el método de control de este cotonet residia en la aplicacidon de insecticidas
de amplio espectro como clorpirifos y metil clorpirifos, siendo necesarias de una a dos
aplicaciones entre la caida de pétalos y junio (Pérez-Rodriguez et al., 2018). Desde la
prohibicidon de estas materias activas por parte de la Comisiéon Europea en 2020, los
Unicos quimicos de sintesis permitidos actualmente para el control de cochinillas
harinosas (Pseudococcidae) en citricos son deltametrina, acetamiprid y piriproxifen,
pero hay otras materias activas autorizadas como aceite de naranja, de parafina o
maltodextrina. En cuanto a los quimicos nombrados, el acetamiprid es el mas eficaz
tanto para ninfas como para ovisacos, mientras que la deltametrina tiene cierta eficacia
sobre ovisacos (MAPA, 2024).



Pese a la eficacia de estas sustancias activas, el control quimico lleva asociado
inconvenientes como el desarrollo de resistencias cruzadas, toxicidad contra enemigos
naturales y efectos ambientales desfavorables, ademds de que las nuevas normativas
restringen cada vez mas el uso de plaguicidas, por lo que seria deseable apoyarse mas
en otros métodos alternativos y no tanto en el quimico. Entre los métodos alternativos
se encuentra el control bioldgico y el método de atracciéon y muerte mediante trampeo
masivo.

Este ultimo se ha podido desarrollar gracias al trabajo realizado por Vacas et al., (2019)
en el CEQA-IAM de la Universitat Politécnica de Valéencia (UPV), en colaboracién con la
empresa Ecologia y Proteccién Agricola SL (EPA SL) y la Conselleria de Agricultura de la
GVA, para aislar e identificar la feromona sexual que producen las hembras virgenes para
atraer a los machos. Esta feromona se integra en un dispositivo, producido por EPA SLy
comercializado con el nombre de Vynyty Citrus® por Bayer Crop Science Espafia SL. Este
dispositivo combina el efecto atrayente de feromonas sexuales de eficacia probada para
3 especies de insectos de la familia Coccoidea (Aonidiella aurantii Maskell, Planococcus
citri Risso y D. aberiae), junto con una piretrina natural como insecticida. Este dispositivo
se coloca desde principios de febrero a marzo con una densidad de un dispositivo por
arbol. Se ha observado que con este dispositivo no se llega a controlar las poblaciones
muy altas en una sola generacion, pero si disminuye las poblaciones paulatinamente a
lo largo de generaciones sucesivas (MAPA, 2024).

La feromona también se utiliza para conocer la densidad poblacional de D. aberiae
utilizando trampas blancas pegajosas con emisores de caucho tipo tapén de goma
impregnados con la feromona sexual de |la especie. Gracias a estas trampas se ha podido
establecer una red de deteccién y seguimiento de este pseudocéccido en la Comunidad
Valenciana (Navarro-Llopis et al., 2022).

Respecto al control bioldgico de D. aberiae, éste se encuentra todavia en desarrollo. No
hay enemigos naturales presentes en la Comunidad Valenciana que controlen la plaga
de forma eficaz, ya que los depredadores, principalmente el coccinélido Cryptolaemus
montrouzieri Mulsant (Coleoptera: Coccinellidae), aparecen cuando el dafio en el fruto
ya estd hecho, y los parasitoides presentes son incapaces de parasitar a las poblaciones
de cochinilla por diversos motivos (Tena et al. 2017; Soto et al., 2020). Esto llevé a la
busqueda de parasitoides en la regidon de procedencia de D. aberiae, encontrando que
dos especies de himendpteros no descritas hasta ese momento, Anagyrus aberiae
Guerrieri (Hymenoptera: Encyrtidae) y Allotropa delottococci Forster (Hymenoptera:
Platygastridae), eran las que mas parasitaban a este cotonet (Soto et al. 2020). Anagyrus
aberiae fue la seleccionada, en un primer momento, para su importacién a Espafia y su
establecimiento permanente en parcelas de citricos. Cabe destacar que este parasitoide
es capaz de atacar a todos los estadios de desarrollo del cotonet, pero tiene preferencia
por las hembras adultas; ademds, muestra especificidad por D. aberiae, siendo su
capacidad de parasitar a otras cochinillas como Pseudococcus viburni Signoret y
Pseudococcus longispinus (Targioni Tozzetti) muy baja (Soto et al. 2020). Desde la
primera suelta del parasitoide en campo en abril de 2020 hasta finales de 2021 no se
consiguid un control eficaz de la plaga debido a su bajo establecimiento y al porcentaje
de parasitismo, ya que varia en funcion de la época y aumenta coincidiendo con el
descenso de las poblaciones de cotonet (Baixauli, 2021).



Otra estrategia dentro del biocontrol que se estd evaluando gira en torno a la relacion
mutualista entre L. grandis y D. aberiae, segun la cual, la hormiga ofrece proteccion al
cotonet y favorece su dispersién. En base a esto, como medida de gestion de la plaga se
esta considerando excluir la presencia de hormigas en los arboles, ya que se ha visto que
esto permite un aumento de la abundancia de predadores generalistas, como crisopas y
arafias, y se reduce la densidad de las poblaciones y la proporcién de frutos dafiados por
D. aberiae (Plata et al., 2023).

1.4 Control bioldgico mediante nematodos entomopatdégenos.

Debido a la reciente normativa introducida por la Comisién Europea en el 2020 en el
marco del Pacto Verde Europeo, los agricultores estan obligados a reducir el uso de
productos fitosanitarios quimicos en un 50% para 2030, tomando de esta forma gran
peso otros métodos de proteccion de cultivos, como el control biolégico, dentro del cual
se enmarca el control microbiolégico (Holka y Kowalska, 2023). Los agentes
entomopatdgenos de control microbioldgico son los hongos, bacterias, virus, protozoos
y hematodos.

Algunos ejemplos de agentes entomopatdgenos efectivos contra plagas son las bacterias
del género Bacillus (destacando Bacillus thuringiensis), Clostridium o Pseudomonas.
Entre los hongos destacan Metarhizium acridum (Driver y Milner), Akanthomyces lecanii
(Zimm.), B. bassiana o C. fumosorosea, que son ampliamente comercializados y
utilizados como bioplaguicidas debido a su amplio espectro de infeccidn. Entre los virus
entomopatégenos destacan los Baculovirus, que pueden infectar y matar a gran cantidad
de insectos plaga, teniendo cada especie especificidad por un insecto; son
especialmente utilizados contra orugas de lepiddpteros vy, al igual que las bacterias,
deben ser ingeridos para causar la muerte del insecto. Por ultimo, en el caso de los
protozoos destaca el uso del microsporidio Nosema pyrausta (Paillot) en Europa para
regular las poblaciones del taladro del maiz, Ostrinia nubilalis (Hibner). Este protozoo
aun estd en etapas iniciales de desarrollo comercial (Sabbahi et al., 2022). El caso de los
nematodos entomopatdgenos se va a desarrollar en profundidad ya que es el agente
entomopatégeno de control bioldgico utilizado en este estudio.

Los nematodos entomopatdgenos (NEP) son un tipo de nematodos parasitos de insectos
utilizados mediante control biolégico inundativo (Rahoo et al., 2017). Se caracterizan por
encontrarse asociados a bacterias entomopatdgenas. En esta asociacién, los nematodos
infectivos juveniles (lJs) se encuentran en el suelo, esperando un insecto susceptible al
que infectar. Una vez el huésped entra en contacto con el lJ, estos penetran al cuerpo
del insecto a través de aperturas naturales como ano, boca o espiraculos, o los hay
capaces de entrar por tejidos blandos como la membrana intersegmental. Una vez el 1)
se encuentra dentro del insecto, en el hemocele libera las bacterias simbidticas, que
proliferan rapidamente y secretan diversas exoenzimas, metabolitos téxicos y factores
de virulencia que matan al hospedador en un periodo de 24 — 48 horas (Ciche y Ensign,
2003). El nematodo completa su ciclo en el interior del insecto, y tras dos o tres
generaciones en su interior, cuando la comida es escasa, los lJs emergen y buscan nuevos
hospedantes que infectar (Cruz-Martinez et al., 2017).



Los NEP han sido descritos en unas 23 familias distintas, pero los principales con mayor
interés para el control biolégico pertenecen a las familias Steinernematidae y
Heterorhabditidae (Lacey y Georgis, 2012), y estos parasitos de insectos se pueden
encontrar de forma natural en suelos (Jean-Baptiste et al., 2021). En la primera familia
destacan los géneros Steinernema Travassos y Neosteinernema Nguyen y Smart,
mientras que en la segunda destacan los géneros Heterorhabditis Poinar (Thanwisai
et al.,, 2022) y Oscheius Andrassy (Elgdhy et al., 2024). Todas las especies de estos
géneros han evolucionado de forma mutualista con bacterias entomopatdgenas que se
encuentran en la parte anterior del intestino; en el caso de Steinernema, con
Xenorhabdus, en el caso de Heterorhabditis con Photorhabdus (Singh et al., 2022), y en
el caso de Oscheius con Serratia (Elgdhy et al., 2024). Para Neosteinernema aun no se ha
identificado la bacteria asociada (Thanwisai et al., 2022).

Las tres bacterias, Xenorhabdus, Photorhabdus y Serratia, son un ejemplo de
convergencia evolutiva, ya que han desarrollado un mutualismo con su nematodo de
forma independiente. La relacién mutualista entre nematodo y bacteria se explica de la
siguiente manera: el nematodo le ofrece refugio y proteccién a la bacteria y la transporta
al intestino medio del insecto, mientras que el papel de la bacteria es matar al insecto
hospedante, degradar el tejido del intestino medio, evitar que en el cadaver se
desarrollen otros microorganismos del suelo y proteger al nematodo de la respuesta
inmune del hospedador (Clarke, 2008). Estas tres bacterias pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae y una caracteristica que diferencia estos géneros del resto de
bacterias de esta familia es que su ciclo de vida pasa por tres fases consecutivas: fase
forética en el nematodo huésped, fase patdgena en el cuerpo del insecto y fase
saprofitica en el cadaver del insecto (Elgdhy et al., 2024).

Numerosas especies y cepas de los géneros Steinernema y Heterorhabditis han sido
evaluados para el control de plagas, entre los que cabe destacar los nematodos
Steinernema feltiae Filipjev (Rhabditida: Steinernematidae), Steinernema carpocapsae,
Weiser (Rhabditida: Steinernematidae) y Heterorhabditis bacteriophora Poinar
(Rhabditida: Heterorhabditidae), entre otros.

Los NEP se han evaluado contra diversos grupos de insectos como Dipteros,
Lepiddpteros, Isdpteros, Hemipteros, Himendpteros o Coledpteros (Labaude y Griffin,
2018). Para el caso concreto de dipteros tefritidos, hasta ahora se han evaluado un total
de 32 especies de NEP contra 18 especies de mosca, centrandose la mayoria de ellos en
las especies que mayores dafios econdmicos causan como C. capitata, Bactrocera oleae
(Rossi) o Rhagoletis cerasi (Linnaeus). En todos ellos se ha evaluado su susceptibilidad a
los NEP en sus distintos estadios de desarrollo y en condiciones de laboratorio y campo.
Se ha demostrado que tienen potencial para infectar y matar larvas y adultos, y de esta
forma se pueden considerar agentes de control biolégico efectivos para estas plagas
(Toledo et al., 2023).

En el caso concreto de C. capitata los estudios de susceptibilidad a NEP se han probado
frente a todos los estadios vy, al igual que en el resto de tefritidos, el estadio mas
susceptible es el de larva, seguido del de adulto y, por ultimo, el de pupa (infeccién muy
baja o nula). Aunque los estudios en laboratorio son numerosos, las distintas
concentraciones de nematodo aplicadas, las distintas cepas y las distintas condiciones
experimentales hacen dificil la comparacion de los estudios, aunque la eficacia de los



NEP queda demostrada (Shaurub et al., 2021; Loulou et al., 2022; Badr et al., 2024). Los
estudios en campo son escasos, pero han demostrado la eficacia de los géneros
Steinernema (Lindegren et al., 1990; Abdel-Razek y Abd-Elgawad, 2021) vy
Heterorhabditis (Minas et al., 2016) reduciendo las poblaciones de la mosca. Entre todos
los nematodos destaca S. feltiae, el cual es producido de forma comercial y se ha visto
gue es capaz de causar una gran mortalidad de mosca, tanto en laboratorio como en
campo (Kapranas et al., 2023). En los estudios mas recientes se combina el uso de NEP
con hongos entomopatdgenos para evaluar su efecto conjunto (Gava y Paranhos, 2023).

En el caso de los pseudocéccidos, los estudios de susceptibilidad a NEP siempre se
realizan utilizando hembras adultas y, mayoritariamente, contra especies que causan
dafios en cultivos de Sudafrica, por ejemplo, Planococcus ficus (Signoret) (Vieux y Malan,
2013) o P. viburni (Mathulwe et al., 2021), y América, como Dysmicoccus vaccinii Miller
y Polavarapu (Stuart et al., 1997), Dysmicoccus brevipes Cockerell (Zart et al., 2021) o
Saccharicoccus sacchari Cockerell (Monteiro et al., 2022). En el caso de pseudocdccidos
gue afectan a cultivos en Espafia los estudios son escasos. Se pueden encontrar estudios
contra P. citri, importante en citricos espafioles, utilizando aislados de NEP turcos (Najm
et al., 2023), sudafricanos (van Niekerk y Malan, 2012) o brasilefios (Barbosa Negrisoli
et al., 2013), pero no hay estudios para otras plagas importantes de citricos espafioles
como P. longispinus o D. aberiae.



2. Justificacion y objetivos.

Dados los motivos expuestos anteriormente, las nuevas normativas europeas respecto
a la utilizacién de fitosanitarios hacen necesario el desarrollo de métodos alternativos
para el control de plagas. El control microbioldgico con NEP podria ser una herramienta
efectiva, por lo que en este trabajo se va a evaluar la susceptibilidad de larvas L3 y pupas
de C. capitata, asi como de hembras adultas y machos N2 de D. aberiae frente a
diferentes productos comerciales conteniendo los NEP de las especies H. bacteriophora,
S. carpocapsae y S. feltiae.

El principal objetivo es valorar una posible estrategia de lucha contra dichas plagas
mediante el control de la fase eddfica de su ciclo vital. En el caso de C. capitata, las larvas
saltan del fruto al suelo para pupar donde permanecen hasta que se forma el adulto. En
el caso de las hembras adultas de D. aberiae se ha visto que algunas migran a la base del
tronco y suelo para poner el ovisaco entre los meses de marzo y mayo (Tena et al., 2014).
Para los machos, aun no se ha registrado la presencia de ellos en el suelo, pero es una
opcién probable debido a que la propia hembra deja el ovisaco en el suelo y, también,
por su similitud con otros pseudocéccidos como P. viburni, P. citriy P. longispinus de los
que si se ha registrado, recientemente, la emergencia de machos adultos del suelo
(Vercher et al., 2023).
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3. Material y métodos.
3.1 Insectos.

3.1.1 Ceratitis capitata.

Las larvas y pupas de C. capitata utilizadas en los estudios provienen de una cria de
laboratorio que se mantiene en las instalaciones del CEQA-IAM de la UPV, bajo
condiciones controladas de temperatura (25 + 1° C), humedad relativa (50 + 5%) y
fotoperiodo (16h:8h, luz:oscuridad).

Las moscas adultas se mantienen, con agua y una dieta que consiste en autolisado de
levadura y aztcar (1:4, w/w), en jaulas de metacrilato, con una de sus caras siendo de
tela de visillo, a través de la cual las hembras realizan la ovoposicidén. Bajo esta tela se
encuentra un envase con agua para la recoleccion de los huevos. Dos veces a la semana
el envase se vacia y se recogen los huevos puestos durante 6 horas. Una vez recogidos,
se disponen sobre una dieta elaborada con una mezcla de los siguientes ingredientes:
100 g de salvado de trigo, 25 g de sacarosa, 12,5 g de levadura de cerveza, 1 g de
Nipagin™ (metilparabén), 1 g de Nipasol™ (parahidroxibenzoato de propilo), ambos
suministrados por la casa comercial Guinama S.L.U. (Valencia, Espaiia), 3,75 mL de acido
clorhidrico al 37%, suministrado por Scharlau Chemie S.A. (Sentmenat, Espafia) y 250 mL
de agua destilada.

Los huevos sembrados sobre la dieta se mantienen en oscuridad. Transcurridos siete
dias, el envase con la siembra se coloca sobre una bandeja con arena para que el Gltimo
estadio larvario (L3) salte a la arenay lleve a cabo la pupacidn. Esta arena se tamiza todos
los dias para obtener pupas de una edad determinada. Las pupas obtenidas se guardan
en placas Petri con la fecha de obtencidén y se mantienen en el insectario de cria de C.
capitata hasta su uso.

3.1.2 Delottococcus aberiae.

Los machos N2 y las hembras adultas de D. aberiae utilizadas en este trabajo proceden
de una cria de laboratorio mantenida en las instalaciones del CEQA-IAM de la UPV, a una
temperatura de 23 + 2° C, un 50 + 10% de humedad relativa y sin fotoperiodo, en
régimen de oscuridad constante.

Estas cochinillas se disponen sobre limones verdes procedentes de agricultura ecolégica
(Rio Tinto Fruit; El Campillo, Huelva). Antes de proceder a la infestacién, se lavan los
limones para eliminar restos de otras plagas y se cubren con parafina hasta su media
seccion, para reducir su desecacion y acotar la zona en que se pueden asentar los
insectos. Sobre la mitad libre del limdn se colocan ovisacos para que emerjan las ninfas
y se vaya desarrollando la poblacién. Los limones infestados se mantienen en envases
de plastico con ventilacidon en la tapa del envase, a través de tela de visillo.
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3.2 Nematodos entomopatdgenos.

3.2.1 Origen vy almacenamiento de los hematodos.

Las cepas utilizadas se obtuvieron de Koppert Espaiia (La Mojonera, Almeria) (productos
Capsanem, Entonem y Larvanem) y Biobest Espafia (La Mojonera, Almeria) (productos
Steinernema-System y Nemafence® Felti Powder). Los productos utilizados se describen
a continuacion:

- Larvanem. El ingrediente activo es Heterorhabditis bacteriophora, conteniendo un
total de 50 millones de lJs en un sobre. La composicion es 86% H. bacteriophora y
14% material inerte biodegradable. El fabricante es Koppert B.V. (Berkel en Rodenrijs,
Holanda). N2 registro Espafia: 484/2007.

- Capsanem. El ingrediente activo de este producto es Steinernema carpocapsae, y
contiene un total de 50 millones de lJs distribuidos en dos sobres. La composicidn es
86% S. carpocapsae y 14% material inerte biodegradable. El fabricante es Koppert
B.V. (Berkel en Rodenrijs, Holanda). N@ registro Espafia: 494/2007.

- Entonem. El ingrediente activo es Steinernema feltiae, con un total de 50 millones de
IJs en un sobre. La composicidn es 86% S. feltiae y 14% material inerte biodegradable.
El fabricante es Koppert B.V. (Berkel en Rodenrijs, Holanda). N2 registro Espafia:
493/2007.

- Nemafence® Felti Powder (a partir de ahora abreviado como NFP). El ingrediente
activo es Steinernema feltiae, con un total de 50 millones de lJs en un sobre. El
fabricante es Biobest Group N.V. (Westerlo, Bélgica). N2 registro Espafia: 026/2024

- Steinernema-System (a partir de ahora abreviado como SS). El ingrediente activo es
Steinernema feltiae, en una formulacién de tipo gel que contiene 50 millones de lJs
en una bandeja de plastico en una caja de cartdn. El fabricante es Biobest Group N.V.
(Westerlo, Bélgica). N2 registro Espafia: 509/2007

Las cajas de estos productos (Figura 1) se guardan antes y después de cada uso en una
camara fria programadaa 5+ 1°C.

Entonem "o

Steinernema felfiae

Figura 1. Cajas de los
productos.
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3.2.2 Preparaciéon de los nematodos.

La preparacion de los nematodos se inicia pesando entre 150 y 300 mg del producto
comercial en un tubo Falcon de 50 mL. Posteriormente, los nematodos se hidratan
afiadiendo 10 mL de agua destilada estéril al tubo y se tapa con papel de aluminio para
protegerlo de la luz solar. Para poder determinar la concentracion de nematodos en la
suspensiodn original, a partir de ésta se realizan 2 diluciones (1/5 y 1/10). Diez microlitros
de cada dilucién se colocan sobre un portaobjetos y se observan en el microscopio
estereoscopico con el fin de seleccionar la que contiene una cantidad adecuada de
nematodos para poder realizar un recuento seguro.

Posteriormente, de la dilucion elegida se colocan 15 gotas de 10 ul en un portaobjetos
(Figura 2) y, utilizando la lupa, se realiza el recuento de nematodos de todas ellas (Figura
3).

Figura 2. Portaobjetos con las 15 gotas sobre las que Figura 3. Detalle de una gota bajo la luba
se realiza el recuento. binocular. Ampliacion 20x.

El recuento se hace Unicamente de los individuos viables. Los muertos, identificables por
su tipica forma en lanza (Figura 4), no se consideran en el recuento.

Figura 4. Nematodos muertos con su caracteristica
forma en lanza (circulo rojo). Ampliacion 20x.

El nUmero de nematodos vivos por 10 pl se calculé como el valor medio del recuento de
las 15 gotas. A partir de este valor se obtuvo la concentracion de NEP por mL, que sera
la base para preparar las concentraciones a evaluar en los diferentes bioensayos.

13



3.3 Determinacion de la patogenicidad de los nematodos frente a Ceratitis
capitata.

La patogenicidad de cada NEP se evalud en placa Petri frente al tercer estadio larvario y
frente a pupas de 4 — 5 dias, en ambos casos a una dosis de 300 lJs por individuo. A su
vez, dentro del tercer estadio larvario (L3) la susceptibilidad se evalud frente a larvas L3
tempranas (aquellas que tardardn en pupar mas de 24 h) y L3 tardias (cuya pupacion se
realizara en menos de 6 h). La seleccidn de las larvas L3 se hizo en funcidn de su tamafio,
las cuales tienen unas dimensiones caracteristicas de entre 6,5y 9 mmde largoy 1,2y
1,5 mm de ancho (Elgdhy et al., 2024).

La obtencién de los individuos a ensayar, justo en el preciso momento establecido, se

realizé de la siguiente forma:

- Obtencién de pupas. Dias antes a la realizacion del ensayo se tamizé la tierra sobre
la que se encuentra la dieta para conseguir pupas del tiempo deseado. Se tamizé en
dias consecutivos para conocer el tiempo exacto de desarrollo de la pupa y se
selecciond el rango de 4-5 dias.

- Obtencidn de larvas.

B Llarvas L3 tardias: inmediatamente antes de realizar el bioensayo se tamizé la
arena bajo la dieta para recuperar las larvas que habian saltado de la dieta y aln
no habian pasado a pupa.

B Larvas L3 tempranas: el dia del bioensayo se coge dieta con larvas que han
estado evolucionando desde huevo, aproximadamente, 7-8 dias y, con mucho
cuidado, se van seleccionando las larvas con un tamafo superior a 6,5 mm de
longitud.

Para evaluar la patogenicidad de los distintos NEP, 10 larvas o pupas se colocaron en
placas Petri de 55 mm de diametro que contenian, cubriendo toda la superficie de la
base, papel de filtro estéril. El ensayo consistié en aplicar sobre el papel de filtro, con
una micropipeta, 3000 lJs en un volumen de 500uL (es decir, 3001Js/50uL por individuo).
En el caso del control se aplicaron 500uL de agua destilada estéril. Posteriormente, las
placas se sellaron con Parafilm y se dejaron en el insectario de cria de C. capitata, durante
72 horas, en oscuridad. Pasado este tiempo, los individuos son lavados de forma
superficial con agua destilada, y cada uno ellos se coloca sobre una gota de agua (Figura
5) y se abren con un bisturi para determinar la presencia de nematodos en su interior
(Figura 6), cuantificando, de esta forma, el nivel de infeccidon por los nematodos. Para
cada tratamiento, se realizaron 5 réplicas (placas) por bioensayo y un total de 2
bioensayos.

= _
ﬁ @L Lo gt ) s

\ A Figura 6. Dos pupas de C. capitata

Figura 5. Larvas/pupas de C. capitata de diseccionadas (izq.) y una sin

una placa sobre gotas de agua. diseccionar (dcha.). Ampliacién 6,3x.
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3.4 Determinacion de la patogenicidad de los nematodos frente a
Delottococcus aberiae.

La patogenicidad de cada NEP fue evaluada en placa Petri de 55 mm de didmetro con
papel de filtro estéril sobre su base (10 individuos/placa) frente a machos N2 y hembras
adultas, independientemente, a una dosis de 200 lJs/cochinilla. En el caso de los machos,
se aplican 40uL por cochinilla (400 uL/placa), mientras que para las hembras el volumen
aplicado por cochinilla es de 50uL (500 pL/placa).

La diferenciacion entre hembras adultas y machos N2 se realiza por el tamafo y el color.
Los machos tienen una coloracién mas oscura y tienen un tamafio menor, ademas de
poder empezar a observar los primeros filamentos del capullo algodonoso que producen
(Figura 7).

; | b
Figura 7. Delottococcus aberiae vistos en la lupa (Ampliacién 12,5x). Las flechas amarillas sefialan
a los machos N2, mientras que los circulos marcan a hembras adultas.

Tras la aplicacién del nematodo, estas placas se sellan con Parafilm y se dejan en el
insectario de cria de D. aberiae.

Estas placas se revisan a las 24, 48, 72 y 96 horas en el caso de hembras, y hasta las 72
horas en el caso de machos para registrar la evolucion de la mortalidad. Para determinar
si un individuo esta vivo o muerto se golpea ligeramente con una aguja de punta roma,
y se asume que esta vivo si hay respuesta al estimulo. Los individuos muertos y que se
pueden recuperar, se colocan sobre una tela de visillo dispuesta encima de un recipiente.
Los individuos que no se pueden recuperar de la placa debido a que se encuentran en
un estado avanzado de descomposicidn, se registran como muertos sin posibilidad de
evaluar la infeccion por el NEP (Figura 8).

| Figura 8. Ejemplo de cotonet que no se puede recuperar
¥ del screening. Se caracterizan porque se deshacen al
| intentar recuperarlos para colocarlos sobre la tela de
~ visillo. El circulo rojo rodea el surco realizado en su
‘ | cuerpo al intentar cogerlo (Ampliacion 50x).
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A los individuos que se han recuperado y se encuentran sobre la tela de visillo se les
echa 3 mL de agua destilada estéril con una micropipeta para lavarlos superficialmente,
de forma que se elimine cualquier nematodo que pudiese estar sobre la superficie del
insecto. Después, se colocan en placas multipocillo de 96 (Biologix Europe GmbH,;
Hallbergmoos, Alemania). En cada pocillo se vierten previamente 200 pyL de agua
destilada estéril, y sobre esta agua se deposita la cochinilla muerta, quedando cada
pocillo con un insecto. Estas placas se trasladan al insectario de cria del cotonet.

Transcurridas de 48 a 72 horas (horquilla de tiempo independiente a que sean machos
o hembras), se observan los pocillos bajo la lupa. Los individuos de los pocillos que
contienen una cantidad abundante de nematodos en el fondo se establecen como
muertos por accién de los mismos (Figura 9). El resto de los individuos se diseccionan,
utilizando agujas entomoldgicas y bajo microscopio estereoscépico, para determinar la
presencia de nematodos en su interior (Figura 10).

Figura 9. Pocillo con gran cantidad de Figura 1.0- Cotonet diseccionado con

nematodos en el fondo que han salido las agujas. Se observa como sale un

delinterior de la cochinilla (Ampliacion nematodo de gran tamafo de su

20x). interior (flecha amarilla) (Ampliacién
32x).

Cada bioensayo consistié en 4 repeticiones (placas) por tratamiento y se realizaron un
total de dos bioensayos.

3.5 Determinacion de la \virulencia de Larvanem (Heterorhabditis
bacteriophora) frente a Delottococcus aberiae.

Una vez evaluada la patogenicidad de los distintos NEP, se selecciond el que mostrd
mayor potencial de control, tanto sobre machos como sobre hembras de D. aberiae, para
evaluar su virulencia a partir de un estudio dosis-respuesta. El ensayo se disefié para
realizarse en tierra, buscando ya una metodologia mas cercana al uso del nematodo en
condiciones de campo cuando es aplicado en suelo.

La tierra utilizada en los ensayos procede de una parcela de citricos de la localidad de
Chiva (Valencia) y corresponde a una porcién del suelo de hasta, aproximadamente, 10
cm de profundidad. Se llevéd al laboratorio, donde se pasé por un tamiz de 2 mm,
utilizdndose la porcién de tamaiio de particula inferior a los 2 mm. Posteriormente, la
tierra se seco a 80 °C, durante 2 dias, en estufa de vacio y se esterilizd en autoclave a
121° durante 30 min.
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Para realizar el ensayo dosis-respuesta se probaron 4 dosis distintas: 50, 100, 200 y 400
nematodos/cochinilla, ademas del control.

El estudio se realizé en placas de 55 mm de didmetro en cuya tapa se realizé un agujero
de 5 mm. En cada placa se pusieron 18 gramos de tierra con una humedad relativa del
20% (previamente esta tierra ha sido secada en la estufa de vacio).

El montaje de las placas para la aplicacién del nematodo es el siguiente (Figura 11): en
un vaso de 120 mL se homogenizan los 18 gramos de tierra con 2,7 mL de agua destilada.
Tras esto, en la placa se colocan entre 15 y 16 gramos de tierra himeda. Sobre ella se
coloca tela de visillo y encima 10 cochinillas, las cuales se cubren con una segunda tela
de visillo (esto se hace para facilitar su localizacién y recuperacién) y, por ultimo, los 2 —
3 gramos de tierra restantes. Sobre esta tierra se aplican las distintas dosis de los
nematodos en un volumen de 900 UL, que es el restante para que la placa alcance el 20%
de HR. En el caso del control se afiaden 900 plL de agua destilada estéril. Por ultimo, la
placa se tapa y se asegura con una goma. Se preparan 4 placas (repeticiones) por
tratamiento, y el bioensayo entero se realiza tres veces de forma independiente.

Figura 11. Proceso de montaje de las placas para el ensayo dosis-respuesta. a) Peso de 18 gramos
detierra. b) 15 - 16 gramos de tierra + tela de visillo y cotonet. c) Tela de visillo + tierra restante sobre
el cotonet. d) Se pone latapay se asegura con una goma.

Las placas montadas y tratadas se meten en cajas de metacrilato con tapa (dimensiones:
24,5 cm de alto, 30 cm de ancho y 25 cm de fondo). Estas cajas tienen ventilacién en un
lateral mediante apertura con tela de visillo (dimensiones: 13 cm de alto y 20 cm de
ancho). En el interior de la caja se coloca un envase con 4,2 — 4,5 g de algodén con 50
mL de agua para que se mantenga la humedad en el interior. La caja se mantiene en el
insectario de cria de C. capitata. Se monta una caja para el ensayo de las hembras y otra
caja para los machos (Figura 12).
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Figura 12. Proceso de montaje de las cajas para el ensayo dosis-respuesta. a) Caja de metacrilato
en la que se observa la apertura lateral con la manga de visillo. b) Caja llena con placas montadasy
con la fuente de humedad (algodon empapado con agua destilada) (flecha amarilla). c) Cajas
separadas para machosy hembras.

Estas placas se revisan a las 96 horas en el caso de hembras y a las 72 horas en el caso
de machos. Para valorar la mortalidad se procede segun lo descrito en el apartado 4,
distinguiendo también entre los individuos muertos recuperables y los que no se pueden
recuperar (Figura 13).

Figura 13. Ejemplo de individuo que no se
puede recuperar en el ensayo dosis-
respuesta. Se caracterizan porque se
deshacen al intentar cogerse para
colocarlo sobre la tela de visillo.

El circulo rojo rodea el surco realizado en
su cuerpo alintentar cogerlo. Las flechas
amarillas sefalan nematodos sobre el
cadaver (Ampliacion 50x).
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Para este ensayo se hizo un seguimiento de la humedad para conocer su disminucion
con el paso del tiempo y asi determinar si era necesario realizar alguna modificacién para
gue se mantuviese alrededor del 20% si esta disminuia mucho. Las medidas de la
humedad se hicieron el mismo dia de aplicacion de agua a la tierra (TO) y a las 48, 72 y
96 horas tras esto.

Para determinar la humedad en cada tiempo lo que se hace es con un sacabocados de
acero extraer alrededor de un gramo de tierra de una placa. La tierra extraida se pesay
posteriormente se lleva a la estufa de vacio para secarla durante unas 6 horas. La arena
seca se pesa de nuevo y asi se determina la humedad que ha perdido y el porcentaje de
humedad en la placa.

Esta placa es extra y Unicamente tiene los 18 gramos de tierra al 20% de humedad, no
hay cochinillas ni tela de visillo. Se realizan extracciones de dos placas en cada tiempo.

3.6 Analisis estadistico.

Tras realizar el screening con los diferentes formulados de NEP, los porcentajes medios
de mortalidad obtenidos para cada sexo y cada tiempo de evaluaciéon se compararon
mediante un andlisis de la varianza (ANOVA) simple. La variable respuesta fue el
porcentaje de mortalidad y el factor considerado fue el tratamiento (control, Larvanem,
Capsanem, Entonem, NFP y SS). Previamente al andlisis se comprobd mediante un
grafico de probabilidad normal si los datos se ajustaban a esta distribucién, y en caso
negativo se les aplicé una transformacion arcsen(raiz(x)) para homogeneizar la varianza
y cumplir con los requisitos del ANOVA. Tras el ANOVA se aplicé un test de multiple rango
LSD (Least Significant Differences; P < 0,05) para saber qué tratamientos eran
significativamente diferentes. Adicionalmente, se guardaron los residuos de cada analisis
para comprobar que seguian una distribucidn normal. Estos analisis de realizaron con el
software STATGRAPHICS Centurion 19, version 19.1.2. Se siguid el mismo procedimiento
para el analisis de los resultados de los ensayos dosis-respuesta; en este caso,
introduciendo el porcentaje de mortalidad como variable respuesta y la dosis de
nematodos como variable explicativa. Este procedimiento también fue el seguido para
determinar las diferencias existentes entre los porcentajes de individuos muertos con
nematodos en su interior confirmados mediante diseccién acumulados a las 72 horas en
machos y a las 96 horas en hembras segun el tratamiento. El porcentaje de individuos
muertos con nematodo en su interior, respecto del porcentaje de individuos muertos, es
la variable respuesta, mientras que la variable explicativa es el tratamiento en el
screening inicial, y la dosis de nematodos en el ensayo dosis — respuesta.

Los célculos relacionados con la curva de supervivencia (estimador de Kaplan-Meier y
posterior Mantel-Cox) se realizaron con el software IBM® SPSS® Modeler v. 16. A partir
de los datos obtenidos en el screening inicial, se definen los eventos muerte y censura
de forma binaria (1 y O, respectivamente), y el factor, que son los tratamientos: control,
Larvanem, Capsanem, Entonem, NFP y SS. Con la variable del tiempo, el evento, y el
factor se obtiene la curva de supervivencia para cada tratamiento segun las horas. Con
este mismo procedimiento se obtiene también la estimacién del tiempo medio de
supervivencia para cada tratamiento. Para determinar si existen diferencias significativas
entre las distintas curvas primero se ejecuta una prueba Log-Rank (Mantel-Cox)
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combinada, y si existen diferencias significativas (P < 0,05), se aplica entonces una
prueba Log-Rank (Mantel-Cox) por pares para conocer entre qué tratamientos existen
esas diferencias.

Los datos obtenidos en el ensayo dosis-respuesta se emplearon en una regresion Probit
y su posterior analisis para la determinacion de la dosis letal al 50% (DLso) y los intervalos
de confianza. Para realizar la regresion Probit se determina como variable dependiente
la mortalidad, previamente codificada de forma binaria (0 para individuo vivo, y 1 para
individuo muerto), y como variable independiente (factor) la dosis. Como la significancia
es inferior a 0,05 tanto en machos como hembras no es necesario aplicar el factor de
heterogeneidad. Estos analisis se realizaron con el software IBM® SPSS® Modeler v. 16.
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4. Resultados.

4.1 Patogenicidad de los nematodos frente a Ceratitis capitata.

En este trabajo se ha evaluado la susceptibilidad de diferentes estadios de desarrollo de
C. capitata frente a los formulados de los nematodos seleccionados. Concretamente, los
estudios se centraron en el posible efecto de estos sobre larvas de tercer estadio de
desarrollo, diferenciando entre larvas tempranas y tardias, asi como frente a pupas por
ser los estadios susceptibles de ser controlados mediante la aplicacién de los nematodos
en el suelo.

El estadio mas susceptible a la infeccién por nematodos fue el de las larvas L3, y mas
concretamente, las larvas L3 tempranas (Figura 14). En particular, presentaron especial
susceptibilidad frente a Entonem (S. feltiae), obteniéndose una media del 7% de
infeccién (7 individuos infectados en total de los 100 empleados y diseccionados). Para
larvas L3 tardias, de todos los individuos diseccionados en los dos ensayos (n=500), solo
tres individuos fueron infectados, sin destacar un nematodo en concreto (1% de
infeccion para Capsanem, Entonem y SS; n=100 para cada tratamiento teniendo en
cuenta los dos bioensayos). En el caso de las pupas, ninguno de los lJs de los NEP
probados fue capaz de causar infeccién.

Figura 14. Diseccion de una larva de C.
capitata. El circulo rojo marca nematodos que
han salido de su interior. Ampliacion 32x.

Debido a la escasa o nula actividad de estos nematodos frente a C. capitata, no se
prosiguieron los estudios en torno a esta plaga.

4.2 Patogenicidad de los nematodos frente a Delottococcus aberiae.

Para D. aberiae se estudio la patogenicidad de los 5 productos frente a hembras adultas
y machos N2 para determinar si alguno de ellos supone una potencial herramienta para
el control de esta cochinilla, en principio, cuando se encuentra en el suelo.

4.2.1 Establecimiento de las condiciones experimentales.

Previamente a la realizacion de los ensayos bioldgicos destinados a evaluar la
patogenicidad de los nematodos, se tuvieron que establecer las condiciones
experimentales en las placas Petri, que resultaron ser diferentes para machos y hembras.
Estas pruebas preliminares nos permitieron fijar los periodos de evaluacion de la
actividad de los nematodos (96 horas para hembras y 72 horas para machos), asi como,

21



los volumenes de agua por placa para aplicar los NEP (500 uL para las hembras y 400 uL
para los machos). En el caso de las hembras, las condiciones iniciales de 500 pL y 96
horas de evaluacién fueron capaces de mantener la mortalidad en las placas control
siempre en niveles muy bajos hasta el final del ensayo (entre el 2,5% y el 15%), mientras
que la mortalidad era muy alta en machos (entre el 47,78% vy el 77,17%) en esas
condiciones, probablemente debido a un exceso de agua. En este caso, la mortalidad
podria provocarse cuando los individuos pierden su cubierta cérea (exuvia), adquiriendo
en ese momento un exceso de agua tal como se aprecia, por la forma hinchada de su
cuerpo, en la Figura 15.

Figura 15. Machos N2 de D. aberiae muertos por exceso de agua. Se observa el desprendimiento
de la exuvia (flecha roja) y el cuerpo hinchado.

Por ello, para la evaluacién de los machos, se probaron otros volimenes de agua (300,
400 y 500 pL) y otros periodos de tiempo (24, 48, 72 y 96 h). De aqui se obtuvo que la
mejor combinacion era un volumen de aplicacion de 400 uL y un periodo de evaluacién
de 72 horas, ya que con 500 pL la mayoria de los individuos estaban muertos en el
periodo de 24 — 48 horas, con 300 L el papel de filtro de la placa se secaba antes de las
48 horas, y con 400 pL, la supervivencia de los individuos control era adecuada a las 72
horas (mortalidad siempre inferior al 15%) mientras que, a las 96 h, la supervivencia ya
disminuia considerablemente, mostrando mortalidades superiores al 46%.

4.2.2 Actividad entomopatogénica de los diferentes hematodos.

El primer resultado a destacar es que todos los nematodos se han mostrado activos, en
mayor o menor grado frente a D. aberiae a la dosis de 200 lJs/cochinilla.

El segundo resultado a destacar es que, en general, se observd que los machos tienen
mayor susceptibilidad a los 1Js de los NEP evaluados que las hembras, en base al tiempo
requerido para mostrar un nivel similar de eficacia (Figuras 16Ay 16B).

A las 24 horas tras la aplicacién de los tratamientos, se observaron bajos porcentajes de
mortalidad en ambos sexos, siendo la maxima de 7,5% en machos (Figura 16A) y del 5%
en hembras (Figura 16B). En este periodo, y solo en el caso de los machos, la mortalidad
media causada por Larvanem y Capsanem difieren significativamente de la del control
en el test de comparacion de medias (F=3; g/ =5; P =0,02).

En el periodo de 48 horas, la mortalidad causada por Larvanem es significativamente
superior a la alcanzada en el control en machos, al igual que Capsanem (F=12,91; gl =
5; P < 0,00). Para hembras, el ANOVA no indica diferencias significativas en general (F =
1,6; g/ = 5; P = 0,18), pero el test LSD si determina diferencias entre grupos, siendo
Larvanem el Unico tratamiento que difiere significativamente del control.
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A las 72 horas, se sigue la tendencia en machos de que los Unicos tratamientos que
difieran del control sean Larvanem y Capsanem (F = 19,97; g/ = 5; P < 0,00). En hembras
se mantiene que solo Larvanem difiere del control (F = 3,75; g/ =5; P =0,01).

A las 96 horas en hembras, se mantienen las mismas diferencias con el control que a las
72 horas, a excepcion de que por primera vez NFP y Capsanem también difieren (F =
15,41; gl = 5; P < 0,00).

En resumen, de los 5 productos ensayados, el que tiene mayor eficacia tanto en machos
como en hembras es Larvanem (H. bacteriophora) con un porcentaje medio de
mortalidad de 89,69 £ 5,72% en machos a las 72 horas, y de un 77,50 £ 6,03% en hembras
a las 96 horas. El producto que presenta menor efectividad es Steinerma-System (SS; S.
feltiae) en hembras, causando una mortalidad de 11,53 + 3,52% a las 96 horas, y
Nemafence® Felti Powder (NFP; S. feltiae) en machos, causando una mortalidad de 11,67
+5,43% alas 72 horas. Cabe destacar que la mortalidad media alcanzada en los controles
al final del ensayo es de 8,75 * 4,48% en hembras y del 10,28 + 7,56% en machos.

Los resultados del tiempo de supervivencia medio (TSM) segun el tratamiento se
muestran en la Tabla 1. El analisis ha determinado que existen diferencias significativas
en el tiempo de supervivencia tanto para machos [Log Rank (Mantel-Cox): x* = 116,42;
gl=5; P < 0,00] como para hembras [Log Rank (Mantel-Cox): x> =39,91; g/ = 5; P < 0,00]
entre los distintos tratamientos.

Larvanem es el producto que demostré mayor actividad contra las cochinillas, ya que ha
mostrado los menores TSMs, tanto en machos (2,40 dias) como en hembras (3,40 dias).
En el caso de los machos, este producto se mostrd, ademas, estadisticamente mas activo
que el resto de los productos mientras que, en el caso de hembras, también se
observaron diferencias estadisticamente significativas con el resto de los productos
excepto con Capsanem (S. carpocapsae), el cual mostré un TSM sobre las cochinillas
adultas de 3,65 dias.

Por otra parte, no se observd una diferencia significativa entre el control y los
tratamientos Entonem, NFP y SS, todos ellos conteniendo S. feltiae como ingrediente
activo, tanto para machos como para hembras. Esto indica que, aunque se ha podido
detectar un cierto grado de mortalidad, el nivel de actividad es tan bajo que no es
suficiente para mostrar diferencias significativas con el control.
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Figura 16. Evolucion temporal de la mortalidad acumulada (porcentaje * error estandar) en el
screening segun el producto en (A) machos N2 y (B) hembras adultas de D. aberiae. En estos
graficos, para un mismo tiempo de evaluacién, barras etiquetadas con diferentes letras difieren

significativamente en el analisis de la varianza (test LSD, P < 0,05).

Tabla 1. Tiempo de supervivencia medio de las cochinillas macho N2 y hembra adulta segun el producto.

Producto

Tiempo de supervivencia medio (TSM), en dias (95% I.C.)*

Machos N2

Hembras adultas

Larvanem

2,40 £ 0,07 (2,26 — 2,54)*

3,40 £ 0,10 (3,20 - 3,60)°

Capsanem

2,80 +0,06 (2,69 —2,92)°

3,65 + 0,08 (3,50 — 3,80)*

Entonem

2,87 £0,05 (2,77 — 2,98)"

3,83 £0,06 (3,71 — 3,94)°

NFP

2,97 £0,02 (2,94 - 3,00)°

3,80 + 0,07 (3,67 — 3,93)"

SS

2,93 £0,03 (2,88 —2,99)"

3,86 £ 0,06 (3,74 — 3,98)°

Control

2,99 +0,01(2,96 - 3,01)°

3,89 £0,05 (3,79 - 3,99)°

*Para cada sexo, los valores con distinto superindice indican la existencia de diferencias significativas (P <

0,05)
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En cuanto a los individuos muertos, hay que mencionar que no todos ellos tenian
nematodos en su interior al realizar la diseccidn. Sin embargo, se han podido encontrar
individuos muertos con NEP en su interior para todos los productos probados en machos
(Figura 17A) y, de forma similar, todos los productos excepto Steinernema System (SS)
han sido capaces de parasitar y provocar la muerte a hembras (Figura 17B). En concreto,
el 66,15 + 9,73% del total de machos muertos en el tratamiento con Larvanem resultd
con nematodos en su interior, sin diferencias significativas con el 57,79 + 18,05%
obtenido con Capsanem (Figura 17A); sin embargo, si las hubo entre Larvanem y el resto
de los productos, los cuales obtuvieron porcentajes cercanos al 30% (F=3,17; g/ =4; P<
0,03). En el caso de las hembras, el porcentaje medio de muertos con nematodos en su
interior conseguido en el tratamiento con Larvanem fue de 80,09 t 6,29%,
significativamente mayor que los conseguidos con el resto de productos (F = 7,89; g/ = 4;
P <0,00) (Figura 17B).
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Figura 17. Proporcidn de individuos de D. aberiae muertos con nematodos en su interior (porcentaje +
error estandar) respecto de los muertos totales seguin el producto en (A) machos N2, a las 72 horas, y (B)
hembras adultas a las 96 horas en el screening. En estos graficos, barras etiquetadas con diferentes letras
difieren significativamente en el andlisis de la varianza (test LSD, P < 0,05).
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Como todos los individuos se encontraban en las mismas condiciones y lo Unico que varia
es la exposicidon ante un nematodo u otro, para evaluar la patogenicidad de los distintos
productos se ha tenido en cuenta la mortalidad total (haya o no nematodos en el
interior) para cada intervalo de tiempo, ya que la causa mas probable de la mortalidad
es el nematodo. En el caso del ensayo dosis-respuesta que se describe a continuacién,
por este mismo motivo, también se va a tener en cuenta la mortalidad total, aunque
también se comenten los resultados obtenidos de las disecciones.

Por ultimo, es importante destacar que en este ensayo no se hace una distincion entre
individuos muertos que se pueden recuperar y que no, ya que estos uUltimos se pueden
considerar irrelevantes al ser Unicamente 4 machos los que no se pudieron recuperar del
total de los dos bioensayos realizados (1% de los machos totales tratados, n=400).

4.3 Determinacion de la virulencia de Larvanem (Heterorhabditis
bacteriophora) frente a Delottococcus aberiae.

En funcion de los resultados del estudio de patogenicidad de los diferentes productos
basados en los NEP frente a D. aberiae se selecciond el producto Larvanem, por su mayor
patogenicidad, para realizar un estudio en mayor profundidad. El objetivo fue
determinar la virulencia del nematodo para evaluar su potencial como posible agente de
biocontrol de la cochinilla mediante su aplicacion en suelo.

4.3.1 Establecimiento de las condiciones experimentales.

Para el estudio de la virulencia de Larvanem en tierra, la humedad elegida fue de un 20%
en base a estudios preliminares realizados en laboratorio en los que se determind que
esta humedad era la adecuada para la evaluacién de los estadios de estudio
seleccionados de D. aberiae (desarrollo de machos N2 a machos adultos y supervivencia
de hembras adultas), ademads de ser una humedad éptima en tierra para el nematodo.
Una vez determinada la humedad adecuada para realizar los estudios, se evaluaron
diferentes modificaciones en los dispositivos de ensayo (las placas Petri),
fundamentalmente a nivel de los diametros de aireacién en las tapas, para conseguir
gue la humedad permaneciese lo mas estable posible a lo largo del experimento.

Los resultados del seguimiento de la variacion de la humedad a lo largo de los
experimentos se muestran en la Figuras 18. En las condiciones experimentales
previamente fijadas se obtuvo una estabilidad alta de la humedad, disminuyendo sélo
en torno a un 4% durante las primeras 48 horas. Posteriormente, y hasta las 96 horas,
momento en el que finalizd el experimento, la humedad permanecié practicamente
estable.
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Figura 18. Variacion del porcentaje (x error estandar) de humedad de la tierra a lo largo de los bioensayos
dosis-respuesta (n = 2).

4.3.2 \Virulencia de las distintas dosis de Larvanem.

Para determinar la virulencia de los lJs de H. bacteriophora presentes en el producto
Larvanem se realizé un estudio dosis-respuesta que nos permitiria obtener la DLsp como
parametro de virulencia. Las dosis estudiadas fueron 50, 100, 200 y 400 lJs/cochinilla,
siendo las mismas para machos y para hembras. Ademads, de acuerdo con las condiciones
establecidas en los estudios de patogenicidad, el periodo de evaluacién fue de 72 horas
para los machos y 96 horas para hembras.

El primer resultado a destacar es que la mayor mortalidad se alcanzé a la mayor dosis
probada (400 lls/cochinilla), tanto en machos como hembras (Figuras 19A y 198,
respectivamente); en ambos casos se obtienen niveles de mortalidad cercanos al 70%,
si bien dicha actividad en machos se alcanza a las 72 horas mientras que las hembras
requieren un periodo de 96 horas. Ademas, también en ambos casos, se observa que la
tasa de mortalidad aumenta conforme se incrementa la dosis empleada de nematodos.

Para conocer si existian diferencias significativas entre la mortalidad alcanzada con las
distintas dosis se realizé un ANOVA simple, determinando que el factor dosis tenia un
efecto significativo sobre la mortalidad, tanto para machos (F = 48,86; g/ = 4; P < 0,00)
como para hembras (F = 75,90; g/ = 4; P < 0,00). El test LSD realizado posteriormente
para la comparacién de medias determiné la existencia de diferencias significativas entre
todas las mortalidades alcanzadas, aumentando conforme lo hace la dosis aplicada de
NEP.

Una vez conocida la mortalidad alcanzada en las distintas dosis se pudo calcular la DLsg
en machos y hembras mediante una regresion Probit. La Tabla 2 muestra las DLso
estimadas, a los tiempos estipulados, para los machos y hembras.
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Figura 19. Mortalidad (porcentaje + error estandar) alcanzada (A) a las 72 horas segun la dosis de
nematodos aplicados en machos N2 y (B) a las 96 horas en hembras adultas. En estos graficos, barras

etiquetadas con diferentes letras difieren significativamente en el andlisis de la varianza (test LSD, P <
0,05).

Tabla 2. Virulencia del producto Larvanem frente a machos N2 y hembras adultas de D. aberiae.

T"?':)'” Pendiente* DLso (95% 1.C.)** X2 gl sig
Machos | 72 | 1,30£012 | 189,57 (166,01 —219,92) | 12,98 10 0,23
Hembras | 96 | 1,72£0,12 | 203,70 (173,81 — 245,03) | 18,35 10 0,49

*Pendiente (+ error estandar) de las rectas de regresidon. **Los valores de las DLso muestran en nimero
de nematodos/insecto, y su intervalo de confianza al 95%, necesarios para provocar el 50% de mortalidad
en la poblacidn sujeta a estudio.

De acuerdo con los datos de la Tabla 2, el sexo mas susceptible a la infeccion por los lJs
del producto Larvanem son los machos N2, ya que, en comparacién con las hembras

adultas, estos alcanzan la DLso con un menor numero de lJs y en un periodo de tiempo
mas corto.
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En cuanto a la proporcién de muertos con nematodos en su interior, se ha observado un
rango que va desde el 15,42 £ 7,70% hasta el 43,52 + 15,09% en machos, y desde el 41,41
+ 14,96% hasta el 62,92 + 13,38% en hembras, sin mostrarse diferencias significativas
entre las dosis, ni en el caso de machos (F = 1,88; g/ = 3; P = 0,15) ni de hembras (F =
0,78;g/=3; P=0,51).

En este ensayo, a diferencia de lo sucedido en el estudio de la patogenicidad, si tiene
importancia el porcentaje de individuos que pudieron ser recuperados para su posterior
diseccién y los que no debido a su avanzado estado de descomposicidn. En la Figura 20
se puede observar como el porcentaje de individuos macho que se pueden recuperar
tiene una tendencia descendente conforme aumenta la dosis de nematodos, existiendo
diferencias significativas entre la menor dosis (50 lJs/cochinilla) y la mayor (400
lJs/cochinilla) (F=2,37; g/ = 3; P < 0,08). En el caso de las hembras, esta relacién no es
tan clara, y el ANOVA no indica diferencias significativas entre dosis (F=1,79; g/ =3; P=
0,17). En ambos casos, el minimo de individuos recuperados tiene lugar a la maxima
dosis de nematodos, siendo de un 82,36 + 7,72% en hembras, y de un 55,06 + 6,86% en
machos.
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Figura 20. Porcentaje (+ error estandar) de individuos de cada sexo (machos N2 y hembras adultas)
recuperados para su posterior diseccion segun la dosis de nematodos aplicada. En este grafico, barras
etiquetadas con diferentes letras dentro de un mismo sexo difieren significativamente en el analisis de la
varianza (test LSD, P < 0,05).
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5. Discusion.

Ceratitis capitata y Delottococcus aberiae son dos de las principales plagas que afectan
a los citricos en la Comunidad Valenciana. Los daios producidos al cultivo por C. capitata
derivan de la oviposiciéon de las hembras en la corteza de los frutos y el posterior
desarrollo de la larva en el mismo, causando su pudricidon. En el caso de D. aberiae, el
principal dafio que origina es la deformacién del fruto, pero también la deposicion de
melaza, tanto en fruto como en hojas, y el posterior desarrollo de negrilla sobre la
misma, que causan una depreciacion del valor del fruto y una disminucion de la tasa
fotosintética del arbol disminuyendo su rendimiento. Por estos dafios que causan, y las
actuales restricciones impuestas al uso de plaguicidas, es importante buscar nuevas
formas de control para estas plagas, siendo los nematodos entomopatégenos una
opciodn interesante al tener estas dos plagas una fase de su ciclo de vida en el suelo.

5.1 Efecto de los NEP sobre Ceratitis capitata.

Ninguno de los productos probados contra los distintos estadios de C. capitata bajo
nuestras condiciones de estudio se puede considerar efectivo para el control de esta

plaga.

En el caso de las pupas, nuestros resultados coinciden con los obtenidos, en otros
estudios en placa, donde se valora la susceptibilidad de este tefritido frente a H.
bacteriophora, S. feltiae y S. carpocapsae. Por ejemplo, Malan y Manrakhan (2009)
obtuvieron un 0% de infeccién para pupas de C. capitata a una dosis de 200 IJs/pupa,
utilizando distintas especies y cepas de Heterorhabditis, entre ellas las cepas SF1, SF134,
SF268 de H. bacteriophora. Otro ejemplo es el de Karagoz et al. (2009) donde se
expusieron aislados turcos de S. feltiae, S. carpocapsae y H. bacteriophora a pupas a una
concentracion 500 1Js/300 pL para 20 pupas (25 lJs/pupa), obteniéndose un 0% de
infeccién.

Sin embargo, en los estudios de semicampo con tierra estéril si se consigue una
mortalidad que pone de manifiesto la capacidad de estos nematodos de infectar y matar
a pupas de esta mosca a 200 lJs/pupa, por ejemplo, las cepas 11KG y TOK20 de H.
bacteriophora, la cepa Tokat-BakisliO5 de S. carpocapsae y la cepa Tokat-Emir de S. feltiae
causan una mortalidad de entre el 43 y el 52% (Yagci et al., 2021). Con aislados turcos de
estas especies, la tasa de mortalidad disminuye hasta unos valores de entre el 25 y el
34%, aun siendo la misma concentracion de 200 lJs/pupa (G6zel y Geng, 2021). También
en condiciones de tierra estéril se ha descrito que H. bacteriophora cepa HB, es capaz de
causar una mortalidad del 30% de pupas a una concentracién de 200 lJs/pupa (Jean-
Baptiste et al., 2021).

En ensayos de laboratorio en placa con larvas L3, Mokrini et al. (2020) obtuvieron con
las cepas SF-MOR9 y SF-MOR10 de S.feltiae, y la cepa HB-MOR7 de H. bacteriophora una
tasa de infeccion cercana al 12% a una dosis de 100 lJs/larva a las 48 horas. Para S.
carpocapsae (ALL), en ensayos en placa, se ha obtenido una mortalidad de L3 a los 5 dias
tras la aplicacién de 220 IJs en 1 mL para 20 larvas (11 IJs/larva) cercana al 80% (Rohde
et al., 2020). También en placa, a una concentracién de 200 lJs/larva, las cepas SF1,
SF134 y SF268 de H. bacteriophora causan una infeccion de entre el 80 y el 95% (Malan
y Manrakhan, 2009).
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Para el tercer estadio larvario también hay numerosos ejemplos de cepas efectivas en
semicampo sobre tierra estéril a una concentracion de 200 lJs/larva. Por ejemplo, H.
bacteriophora (11KG) y (TOK20), S. carpocapsae (Tokat-Bakisl05) y S. feltiae (Tokat-Emir)
causan todas ellas mas de un 70% de mortalidad (Yagci et al., 2021). Con aislados turcos
de H. bacteriophora, S. carpocapsae y S. feltiae se obtuvo entre un 71 y un 96% de
mortalidad de larvas L3 en tierra estéril (Gozel y Geng, 2021). En el estudio de Medina
et al. (2008), se evalud la susceptibilidad de L3 a los lJs de los productos Larvanem y
Entonem en un medio con vermiculita a una concentracion de 100 lJs/cm?, obteniendo
una emergencia de adultos cercana al 45% con Larvanem, y una emergencia cercana al
55% con Entonem.

Todos estos estudios muestran, en general, que las larvas de C. capitata son mas
susceptibles a la infeccidn por nematodos que las pupas. Sin embargo, la gran
variabilidad existente entre estudios a la hora de elegir concentraciones, cepas y modo
de aplicacién deriva en una gran diversidad de mortalidades, haciendo que sea muy
complicado poder establecer comparaciones o sacar conclusiones mas concretas.

Que la mortalidad sea mayor en individuos L3 que en pupas también se observa en este
ensayo, aungue a unos niveles muchos menos significativos. El motivo por el que las
larvas son mds susceptibles a los NEP es porque emiten mayor cantidad de COy,
atrayendo a los nematodos, y ademas porque las larvas tienen unas aberturas naturales
de mayor tamafio, facilitando la entrada de los NEP (Shaurub et al., 2021).

El motivo por el que las cepas comerciales utilizadas en el presente trabajo no han
resultado efectivas en larvas se podria deber a las diferencias existentes entre cepas para
distintos factores biolégicos, como la capacidad de encontrar a la presa o la capacidad
de parasitarla e infectarla (Hazir etal.,, 2003), pudiendo ser menores en las cepas
comerciales contra esta plaga respecto de otras cepas. Tampoco se puede descartar que
estos resultados negativos en larvas, respecto de otros estudios, se puedan deber a las
condiciones experimentales en las que se han llevado a cabo los ensayos. Por ejemplo,
en los estudios comentados las larvas/pupas son depositadas, de forma independiente,
en pocillos de placas multipocillo de 24, y a cada una de ellas se les aplica una dosis, lo
gue podria favorecer la parasitacién tanto por proximidad al huésped como por densidad
de los parasitos. En nuestros ensayos, sin embargo, las larvas/pupas se colocan en
grupos de 10, sobre placas Petri de 55 mm, lo que puede aumentar considerablemente
la distancia entre el huésped y el parasito, asi como, disminuir la densidad por unidad de
superficie de este ultimo.

Igualmente, seria interesante realizar estos ensayos en condiciones de semicampo,
mediante la aplicacidon de los nematodos en suelo, para comprobar si la mortalidad
aumenta en pupas y larvas.

5.2 Efecto de los NEP sobre Delottococcus aberiae.

Para D. aberiae, el producto Larvanem (H. bacteriophora) es el que ha demostrado
mayor potencial de control de la plaga de entre todos los productos probados. Estos
resultados corroboran la capacidad de los NEP, especialmente del género
Heterorhabditis, para infectar y matar a cochinillas, como ya se ha visto en estudios
previos con otras especies de pseudocdccidos, realizados en condiciones de laboratorio
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en placa. Najm et al. (2023) evaluaron distintas especies y cepas de Heterorhabditis y
Steinernema a distintas concentraciones contra hembras de P, citri y concluyeron que el
género Heterorhabditis era el mas eficaz frente a ese pseudocdccido. De entre sus
resultados cabe destacar que obtuvieron una mortalidad cercana al 60% en hembras
cuando eran sometidas a una dosis de 200 lls/hembra de la cepa FLH-4H de H.
bacteriophora. En otro estudio, también sobre la eficacia de distintas especies y cepas
de NEP contra P. citri y a una dosis de 200 lJs/hembra, H. bacteriophora (SF351) causé
una mortalidad cercana al 75% (van Niekerk y Malan, 2012). Mathulwe et al. (2022)
obtuvieron también que las especies del género Heterorhabditis eran las mds eficaces
para el control de cochinillas, en este caso P. viburni, también a una concentracién de
200 lJs/cochinilla. En concreto demostraron que el NEP que causé una mayor mortalidad
fue H. indica (SGS) Poinar, causando un 79% de mortalidad en hembras adultas.

Cabe destacar que, hasta lo que hemos podido averiguar, no existen estudios en la
literatura cientifica acerca de la eficacia de NEP sobre estadios de pseudocdéccidos
diferentes a la hembra adulta. Sin embargo, si se ha encontrado un articulo de la
susceptibilidad de ninfas de segundo estadio (sin diferenciar entre hembras y machos) y
hembras adultas de P. citri a aislados de las bacterias simbiontes de los lJs de S. feltiae
(KCS-4S), S. carpocapsae (E-76) y H. bacteriophora (FLH-4H), entre otros (Ozdemir y
Yuksel, 2024).

Los motivos que podrian determinar por qué el género Heterorhabditis en general, y H.
bacteriophora en particular, causa en este estudio una mayor mortalidad que el género
Steinernema en cochinillas se puede deber a los siguientes factores:

1. Eltamano de los orificios naturales de entrada en las cochinillas y el de los infectivos
juveniles. Este es un factor determinante, ya que los NEP entran por aberturas
naturales en los hospedadores, y si el IJ no puede penetrar por las mismas se deberia,
por tanto, dificultar la infeccién.

Tabla 3. Diametro y longitud media de los juveniles infectivos (IJs) de las especies de NEP empleadas
en el presente trabajo.

Diametro medio Longitud media .
% ¥ Referencia
(nm) (nm)
Heterorhabditis 23 (18 - 31) 558 (512 — 671) (Poinar, 1975)
bacteriophora

Steinernema (Gauglery

carpocapsae 25(20-30) 558 (436 -650) Kaya, 1990)
Steinernema feltiae 31 (27 -41) 807 (779 — 841) (Flogzszi'; al.

*Dimensiones extraidas de las referencias que se incluyen en la tabla.

Segun la bibliografia consultada (Tabla 3), de las tres especies ensayadas en el
presente trabajo, S. feltiae tiene los infectivos juveniles de mayor tamafio tanto en
longitud como en didmetro. Entre S. carpocapsae y H. bacteriophora no hay
diferencias en la longitud media, pero si en el didmetro, siendo los lJs de H.
bacteriophora de menor tamano.
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En cuanto a las medidas de los orificios por los que pueden penetrar los nematodos,
la Unica informacion que se ha podido encontrar en la literatura es la medida del
anillo anal del cotonet, un anillo esclerotizado que rodea a la abertura anal (Mani y
Shivaraju, 2016). Para el caso de las hembras adultas de D. aberiae, se deduce que el
didmetro medio del anillo anal debe ser de unos 82 um (rango de entre 66 — 98 um),
ya que de acuerdo con Miller y Giliomee (2011), su dimension es entre 2,0y 1,7 veces
menor que la seta mads larga del anillo anal, y esta seta mide entre 132 y 166 um.
Para el caso del didmetro del anillo anal de ninfas N2, no se ha encontrado
bibliografia que lo especifique para el caso de D. aberiae. En cambio, esta medida si
se conoce para otras especies de pseudocéccidos (Tabla 4). Como el didametro medio
del anillo anal de estas especies es conocido también para hembras adultas y es
similar al de D. aberiae (82 um), por homologia se podria especular que el anillo anal
del segundo estadio ninfal de D. aberiae tendria un diametro de entre 38 y 43 um.

Tabla 4. Diametro medio del anillo anal de ninfas N2 y hembras de distintas especies de
pseudocéccidos.

Diametro medio (um) del anillo anal*
Ninfas N2 Hembras adultas
P. burnerae 43 (40 - 48) 74 (63-88)
P. longispinus 42 (37 -48) 84 (75-107)
P. citri 38 (35-41) 81 (72-96)

*Datos extraidos del trabajo de Wakgari y Giliomee (2005)

De esta manera, el didmetro establecido para el anillo anal de D. aberiae, tanto en
hembras adultas (66-98 um) como en N2 de machos (35-41 um), es superior al
didmetro medio de los nematodos empleados (Tabla 3), por lo que a priori no parece
una causa importante de la baja eficacia. Sin embargo, dado el mayor tamafio de S.
feltiae respecto al resto, podria encontrar mas dificultades para su entrada, lo que
podria explicar en parte que los productos probados cuyo agente activo es este
nematodo hayan causado las mortalidades mas bajas.

2. Presencia de diente dorsal en el género Heterorhabditis. Los |Js de este género
presentan un diente alargado en la regidén apical, lo que les permite perforar
cualquier parte blanda de la cuticula del hospedador y penetrar en él, mientras que
el género Steinernema carece de este y los lJs se ven estrictamente obligados a
penetrar por aberturas naturales (Trejo-Meléndez et al., 2024). Esto podria explicar
que la mortalidad causada por H. bacteriophora sea mayor que la causada por los lJs
del género Steinernema, ya que poseen mas recursos para conseguir penetrar en el
insecto.

3. Estrategia de busqueda del alimento. La busqueda de alimento de los lJs se puede
clasificar en dos grupos: estrategia de crucero (“cruise”) y estrategia de emboscada
(“ambush”). En el primer grupo, el lJ busca de forma activa a la presa, mientras que
en el segundo, el IJ permanece inmdvil esperando a detectar una presa. Los IJ con la
primera estrategia tienen una mayor probabilidad de encontrar presas sedentarias y
de habitos cripticos, mientras que los que siguen la estrategia de emboscada son
muy eficaces encontrando individuos con gran movilidad. Heterorhabditis
bacteriophora lleva a cabo la estrategia de crucero, S. carpocapsae la de emboscada
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y S. feltiae una estrategia intermedia (Lewis etal., 2006). Segun esto, H.
bacteriophora tiene que ser el que mayor mortalidad causa, ya que las cochinillas en
las placas tienen una movilidad muy baja.

4. Susceptibilidad a las bacterias simbiontes. Las bacterias simbiontes de los NEP

producen una gran diversidad de metabolitos con diferentes bioactividades
insecticidas e inmunosupresoras, teniendo la composicidon y las cantidades de
compuestos bioactivos un papel crucial en la mortalidad de los insectos
hospedadores (Ozdemir y Yiiksel, 2024). En el caso del género Photorhabdus
(bacteria simbionte del género Heterorhabditis), algunos de los metabolitos que se
producen son: pigmentos de antraquinona, rabduscina, darobactina, acido trans-
cindmico y trans-estilbenos, mientras que el género Xenorhabdus (bacteria
simbionte del género Steinernema) produce nematofina, xenotetrapéptidos vy
bencilidenacetona, entre otros (Cimen et al., 2022).
Entre los insectos existen distintas sensibilidades a estos compuestos toxicos
liberados por las bacterias simbiontes del intestino de los NEP. En el caso concreto
de los pseudocdccidos, en un articulo en el que se estudia la susceptibilidad de las
bacterias simbiontes de distintos NEP contra P. ficus se obtuvo que las ninfas N2 son
mas sensibles a los compuestos producidos por las bacterias Photorhabdus
luminescens subsp. kayaii (bacteria de H. bacteriophora) obteniéndose una
mortalidad del 90% a las 72 horas. En el caso de hembras adultas, a las 96 horas
Xenorhabdus nematophila (bacterias de S. carpocapsae) y Photorhabdus
luminescens subsp. kayaii obtienen las mayores mortalidades, con un 97,5% las dos
(Ozdemir y Yiiksel, 2024). Estos resultados se podrian extrapolar a D. aberiae, ya que
coincide con los resultados obtenidos en el screening, segun los cuales con el
nematodo H. bacteriophora se ha conseguido la mayor mortalidad en machos, y con
H. bacteriophora y S. carpocapsae las mayores mortalidades en hembras.

Dado que H. bacteriophora siempre se encuentra en la posicién mas favorable respecto
a estos cuatro factores (menor didametro de los lJs, presencia de diente dorsal, estrategia
de crucero para la busqueda de alimento y bacterias simbiontes mas virulentas),
podemos sugerir que han sido determinantes para el éxito de esta especie, ya que ha
sido el nematodo que mayor mortalidad ha causado de forma significativa tanto en
hembras adultas como en machos N2.

También es importante destacar el papel que tienen los factores abidticos en las tasas
de infeccién de los nematodos. De los distintos factores abidticos que afectan a los
nematodos (radiacion UV, textura y humedad del suelo, temperatura...), el que mas
podria condicionar la tasa de infeccidn en los ensayos del screening es la temperatura,
ya que este no se ha realizado en suelo y se ha mantenido en condiciones de oscuridad.
Las distintas especies de nematodos empleados para este ensayo tienen diferentes
rangos Optimos de temperatura para llevar a cabo la infeccion. En el caso de H.
bacteriophora, el rango va de 15° C a 25° C (Mason y Hominick, 1995), el de S.
carpocapsae de 5° Ca 25° C (Kung et al., 1991) y el de S. feltiae va de 15° C a 28° C (Hazir
et al., 2001). Dado que lo ensayos se llevaron a cabo en laboratorio bajo un rango de
temperatura comprendido entre 21 - 25°C, podemos sugerir que la temperatura no ha
sido determinante a la hora de la infeccién.
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En cuanto al hecho de no encontrar NEPs en el interior de todos los individuos muertos
que han sido expuestos a los tratamientos, no se ha encontrado bibliografia en la que se
describa que el lJ, una vez ha entrado en el hospedador haya salido antes de pasar a
estado adulto. En el ciclo del NEP, el IJ al entrar en el hospedador libera las bacterias
simbiontes produciendo la muerte del insecto, y se convierte en un juvenil funcional de
tercer estadio alimentandose del insecto y pasando a J4. Tras esto, el J4 muday da lugar
a un adulto anfimictico (machos y hembras) en el género Steinernema y hermafrodita en
el género Heterorhabditis, y tras esta primera generacidn se siguen generaciones
anfimicticas en ambos géneros.

Los adultos depositan los huevos en el hospedador, excepto en el caso de los
hermafroditas, donde el huevo eclosiona en el Utero y el desarrollo de los J1 se produce
gracias al consumo del tejido parental. Este J1 muda dos veces, dando lugar al J3, y
teniendo este dos capas de membrana externa, la cuticula del primer y segundo estadio,
protegiendo el cuerpo del nematodo. Cuando el cadaver del insecto se queda sin
nutrientes, los nematodos J3 pasan a lJs y abandonan el cadaver del insecto (Askary,
2010; Pliza, 2015). El ciclo desde que el lJ infecta al hospedador y se generan nuevos lJs
en el género Steinernema oscila entre 7 — 10 dias, mientras que en el género
Heterorhabditis oscila entre 12 — 15 dias (Askary, 2010). Sin embargo, en este trabajo se
ha observado que ya salian nematodos de los individuos en un plazo de 48 — 72 horas
tras la muerte de una cochinilla. Ademas, para el caso del ensayo en tierra, a las 72 horas
en machos y a las 96 horas en hembras, ya se observaban individuos con un elevado
grado de descomposicion, en la que el cotonet ha perdido la integridad y los nematodos
se encontraban por la superficie de este.

Esta situacién podria deberse a que las cochinillas son tan pequenas que el nematodo
no puede llegar a cumplir su ciclo por el poco alimento que suponen estos insectos. Sin
embargo, hay estudios en los que se ha registrado que los NEP Heterorhabditis
zealandica Poinar y Steinernema yirgalemense Tesfamariam, Gozel, Gaugler y Adams ha
podido completar su ciclo dentro de hembras adultas de P. ficus (en 14 y 9 dias,
respectivamente) (Vieux y Malan, 2013), P. viburni (en 10 y 8 dias, respectivamente)
(Stokwe y Malan, 2016) y P. citri (en 8 y 6 dias, respectivamente) (van Niekerk y Malan,
2012).

Respecto al ensayo dosis-respuesta realizado con el producto Larvanem (H.
bacteriophora), se observa que cuanto mayor es la concentraciéon de Ils/cochinilla,
mayor es la mortalidad de forma significativa. Esto también se ha descrito en estudios
previos de susceptibilidad de cochinillas frente a NEP, como es el caso de P. citri (Najm
et al.,, 2023; van Niekerk y Malan, 2012), P. ficus (Vieux y Malan, 2013) y P. viburni
(Stokwe y Malan, 2016), en todos los casos sobre hembras adultas y en placa.

Si nos centramos en la dosis de 200 IJs/cochinilla, dosis utilizada tanto en el screening de
productos como en el ensayo dosis-respuesta, observamos que la mortalidad alcanzada
en el screening para Larvanem, en el caso de los machos, es cercana al 90% (72 horas) y
al 80% en hembras (96 horas), mientras que en el ensayo dosis-respuesta esta
mortalidad disminuye hasta cerca del 50%, tanto en machos como en hembras. La
disminucion general en machos y hembras se puede deber a las distintas caracteristicas
de las condiciones de ensayo: sobre papel de filtro en el screening y sobre sustrato tierra
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en dosis-respuesta. En el papel de filtro no hay obstaculos para que el IJ encuentre a la
cochinilla, mientras que en tierra se dificulta la busqueda. En concreto, que disminuya
mas la mortalidad en machos que en hembras se puede deber a que la localizacién de
presas por parte del género Heterorhabditis es por quimiorrecepcién de sefales
emitidas por los insectos como CO,, amoniaco y otros compuestos volatiles organicos
(Lewis et al., 2006). Segun esto, una posible hipdtesis para explicar este resultado seria
gue los machos N2 empleados para los ensayos se encuentran a punto de realizar el
capullo, y lo forman en las 72 horas que dura el ensayo, entrando en un periodo de
inactividad (pupa); en este estadio, presumiblemente, producen menos volatiles que las
hembras adultas, dificultando asi que el IJ encuentre al macho. Esto, sin embargo, no
deja de ser una hipdtesis y deberia ser comprobado empiricamente.

En cuanto a la virulencia del Larvanem frente a D. aberiae, las DLso obtenidas en los
experimentos en tierra descritos en el presente trabajo, han resultado préoximas a los
190 nematodos/cochinilla a las 72 horas para machos y a 200 nematodos/cochinilla en
96 horas para hembras. Esto es un numero elevado de nematodos, en un periodo de
tiempo también prolongado, en comparacion a otros estudios realizados con otras
especies de cochinillas. Por ejemplo, a las 48 horas, la DLsp para hembras adultas de P.
viburni con H. zealandica (J34) es de 54 nematodos, y la dosis letal al 90% (DLgo) es de
336 nematodos por insecto (Stokwe y Malan, 2016). Para hembras adultas de P. ficus, la
DLso a las 48 horas de un producto comercial de H. bacteriophora es de 36
nematodos/insecto, mientras que esta disminuye con H. zealandica siendo de 19
nematodos por insecto la DLso y de 82 la DLgo (Vieux y Malan, 2013). Para P, citri, a las 72
horas, la DLso en hembras adultas para H. zealandica es de 11 nematodos/insecto y la
DLgo es de 162 nematodos/insecto (van Niekerk y Malan, 2012). Sin embargo, todos estos
ensayos se han llevado a cabo en placa, no en tierra, por lo que el nematodo puede tener
mayor facilidad a la hora de encontrar e infectar a la cochinilla. Es posible que estos
valores descritos de DL aumentasen si los ensayos se realizasen, al igual que en el
presente trabajo, en tierra simulando la situacion de una aplicacién real en campo.

Si tenemos en cuenta la DLsg obtenida para hembras, y que la DLgo no se ha calculado
porque estad fuera del rango de mortalidades conseguidas, y se compara con estos
estudios se puede concluir que Larvanem, pese a ser el que mayor mortalidad causé de
todos los nematodos probados, tiene un potencial limitado para controlar las
poblaciones de D. aberiae.

En general, los EPN de los géneros Steinernema y Heterorhabditis son prometedores
para el control bioldgico de insectos plaga que habitan en el suelo o que tienen habitos
cripticos (Askary, 2010), incluyendo las cochinillas en esta descripcién. Sin embargo, de
los diferentes nematodos ensayados, el mas efectivo en este estudio, H. bacteriophora
(producto Larvanem), no ha sido tan efectivo como otros aislados de NEP para otros
pseudocdccidos, ya que se ha obtenido una DLsp mas alta y en un mayor plazo de tiempo
gue en los estudios mencionados anteriormente. Es posible que se pudiera conseguir
una mayor mortalidad utilizando aislados de la regién de origen de D. aberiae, ya que se
espera que las especies nativas estén mas adaptadas a parasitar a presas de su misma
region (Labaude y Griffin, 2018). Sin embargo, el utilizar aislados de regiones
determinadas no es practico a la hora de estandarizar y extender su uso, ademas de que
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se recomienda no introducir especies de NEP en paises donde no se haya registrado su
presencia (Bathon, 1996) por lo que la mejor opcidén seria combinar el uso de los NEP
comerciales activos ya registrados con otros métodos de control dentro de un programa
de gestidn integrada de plagas. Esto se puede llevar a cabo mediante la combinacion de
NEP con otros organismos de control bioldgico como los hongos entomopatégenos
(HEP). Los HEP son un grupo diverso de hongos microscopicos capaces de infectar y
causar enfermedades en insectos y otros artropodos, encontrandose la mayoria en el
orden Hypocreales y en el orden Entomophthorales (Pell et al., 2009).

En diversos estudios se ha observado la virulencia de distintos HEP frente a especies de
pseudocdccidos como P. ficus (Mohamed, 2016), Phenacoccus solenopsis Tinsley (Nawaz
y Freed, 2022), Dysmicoccus neobrevipes Beardsley (Xu et al., 2017) o P. citri (FitzGerald
et al., 2016), demostrando su potencial para el control de estas plagas. Respecto al uso
combinado de HEP y NEP, los estudios son muy diversos para determinadas plagas de
lepiddpteros y coledpteros (revisado en Plza y Tarasco (2023)). Para pseudocéccidos,
solo se ha encontrado un estudio donde se evalua el efecto de esta combinacion, y es
frente a P. viburni, utilizando el nematodo Heterorhabditis indica Poinar a una
concentracion de 200 lJs/50 uL y los hongos Metarhizium pinghaense Chen and Guo y
M. robertsii (Metschn.) Sorokin (de forma independiente) a una concentracién de 1 x
107 conidios/mL en laboratorio, observindose que tiene un efecto aditivo en la
mortalidad de la cochinilla. Por separado, a los 5 dias se consigue una mortalidad media
del 73,8% para M. pinghaense y del 82,5% para M. robertsii, mientras que con H. indica,
a los 2 dias se consigue una mortalidad del 76,3%. Con la aplicacion simultanea del H.
indica y M. pinghaense se obtiene la mayor mortalidad, que es del 95% a los 5 dias,
mientras que la combinacidn de H. indica con M. robertsii causa una mortalidad de 85%
(Mathulwe et al., 2023).

En el caso concreto de D. aberiae no se han encontrado estudios que evallden la
susceptibilidad de esta cochinilla frente a HEP. En nuestro laboratorio se han llevado a
cabo pruebas preliminares para evaluar la susceptibilidad de D. aberiae frente a
diferentes cepas de B. bassiana obteniéndose resultados muy positivos. Estos estudios
pueden ser un punto de partida para la evaluacién de la estrategia combinada NEP-HEP
para el control de D. aberiae.
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6. Conclusiones.

En el presente trabajo se han llevado a cabo una serie de experimentos con el objetivo
de elucidar el efecto de distintos formulados comerciales de NEP: Larvanem (H.
bacteriophora), Capsanem (S. carpocapsae), Entonem, Steinernema-System vy
Nemafence® Felti Powder (S. feltiae estos tres ultimos), sobre dos plagas de gran
importancia para el cultivo de citricos en Valencia: la mosca mediterranea de la fruta, C.
capitata, y el cotonet de Sudafrica, D. aberiae. Los resultados obtenidos nos han
permitido extraer las siguientes conclusiones:

1. Los productos comerciales de NEP no han sido efectivos contra los distintos estadios
de C. capitata ensayados en placa Petri. En el caso de pupas, estos resultados
coinciden con otros estudios en placa descritos en la literatura cientifica, mientras
qgue en el caso de larvas, se han publicado resultados favorables al utilizar aislados
locales de NEP.

Seria necesario realizar ensayos en condiciones de semicampo con estos NEP
comerciales contra larvas y pupas, pues en bibliografia se ha visto que las
mortalidades causadas por los NEP son mayores en este tipo de ensayos.

2. Los machos N2 y hembras adultas de D. aberiae, han mostrado ser susceptibles a la

infeccion por estos NEP ensayados en placa Petri. De los distintos productos
probados, Larvanem (H. bacteriophora) es el que mayor actividad insecticida tiene a
una dosis de 200 lJs/cochinilla, ademas de que esta actividad aumenta de forma
estadisticamente significativa conforme lo hacen nuestras dosis de ensayo. Esto
ocurre en ambos sexos.
Sin embargo, esta actividad insecticida es inferior a la obtenida en otros estudios,
por lo que futuras lineas de investigacidén previas a un ensayo en campo deberian
estudiar otras cepas de nematodos, o la combinacidon del Larvanem con otros
organismos de control biolégico como los hongos entomopatdgenos, para obtener
mortalidades mas elevadas.
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