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RESUMEN

Molina Bustamante, C. 2007 Patogeneidad de nematodos del género Rhabditis y
Heterorhabditis como posibles agentes de control bioldgico de larvas de Lepiddpteros.
Proyecto especial de graduacién para el programa de Ingenieria en Ciencia y Produccion
Agropecuaria, Zamorano, Honduras.11 p.

En este estudio se evaluaron nematodos de los géneros Rhabditis y Heterorhabditis como
potenciales controladores bioldgicos de larvas de Plutella xylostella, Spodoptera
frugiperda y Diaphania hyalinata. El estudio se llevo a cabo en el laboratorio de
Nematologia de la Escuela Agricola Panamericana, Honduras. Se utilizaron nematodos
extraidos del suelo (Rhabditis) y nematodos obtenidos del laboratorio de control biolégico
(Heterorhabditis). Se usaron concentraciones de 250, 500 y 1,000 nematodos/mLy cinco
larvas por tratamiento. Las larvas se colocaron en platos petri. Los tiempos letales medios
y tiempos letales del 90% de la poblacién se determinaron con el programa Probit. Se
utilizé un disefio completamente al azar (DCA) con tres repeticiones. En Spodoptera
frugiperda, el género Rhabditis tuvo mayor reproduccion, sin embargo, a una
concentracion de 1,000 nematodos/mL el tiempo letal para el 50 y el 90% de la poblacion
fue menor con Heterorhabditis. Ambos géneros de nematodos tuvieron un crecimiento
poblacional similar con todas las concentraciones evaluadas en Diaphania hyalinata. El
género Heterorhabditis con 1,000 nematodos/mL mostrd el menor valor en TLso y TLgo
siendo éste el mas eficiente. En Plutella xylostella, se presentd un mayor crecimiento de
nematodos con dosis de 500 y 1,000 nematodos/mL de Rhabditis y no se encontrd
diferencia para el TLsg,

Palabras clave: Crecimiento poblacional, larva, plagas, produccion, TL.
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INTRODUCCION

Los nematodos son uno de los animales mas abundantes en el planeta, existen nematodos
que viven en el suelo asociadas con bacterias y que actian como insecticida (Adams et al.
2006).

Los nematodos han evolucionado para vivir en diferentes ecosistemas como fitoparasitos,
depredadores, parasitoides y de vida libre y se encargan de la descomposicion de la
materia organica. Estan presentes en el mar, aguas dulces, y en el suelo desde regiones
polares hasta los tropicos y especialmente donde existe alta descomposicion de materia
orgénica. La alimentacion de los nematodos de vida libre consta de bacterias, levaduras,
hifas de hongos y algas; las variedades depredadoras pueden alimentarse de insectos en
estado adulto y larva. Los nematodos de vida libre miden menos de 2.5 mm de largo,
encontrandose otros microscépicos (Ramon de Lara et al. 2003).

El cuerpo de los nematodos es perfectamente cilindrico y de ahi el nombre de gusanos
redondos. La cuticula esta compuesta principalmente de colageno y durante su vida puede
realizar hasta cuatro mudas. Los machos suelen ser mas pequefios que las hembras y la
regién posterior suele estar en forma de gancho donde se encuentran un par de espinas
copuladoras, la fecundacién es interna y generalmente los huevos son almacenados en el
Utero hasta ser puestos, una vez colocados son guardados en una capa gelatinosa (Ramon
de Lara et al. 2003).

El género Rhabditis se considera un nematodo depredador, por alimentarse de una gran
variedad de hongos y bacterias fitopatdgenas que habitan en el suelo, asi de algunos
insectos que parasitan el intestino de otros insectos, tienen una gran importancia agricola
porque degrada la materia organica. Es un género de vida libre y la mayoria de especies
de este género son pequefias (Cepeda 1996).

El género Heterorhabditis es entomopatdgeno obligado, de estadio juvenil infectivo con
doble cuticula. En la cabeza tiene una especie de armadura (diente, protuberancia o
espina) en el lado dorsal. Las hembras jovenes pueden ser hermafroditas o normales, los
machos s6lo se producen en la generacion de fertilizacion cruzada y tienen bursa. Tienen
una generacion hermafrodita inicial, seguida por otra de fertilizacion normal dentro del
hospedero (Fernandez et al. s.f.).

Los nematodos del género Rhabditis y Heterorhabditis introducen una bacteria en la
cavidad del insecto, la cual destruye los tejidos internos del insecto para crear un medio
favorable para alimentarse y reproducirse. Los nematodos entomopatégenos son los
unicos que tienen un amplio rango de hospederos (Rosales et al. 1999).



Xenorhabdus luminenses son bacterias anaerobicas facultativas gram-negativas
entomopatogénicas que se asocian intimamente con nematodos entomopatogenos. El
habitat normal de estas bacterias es el lumen intestinal de los nematodos o la cavidad en el
cuerpo de los insectos hospederos, en el cual son introducidos por nematodos. EI género
se encuentra en la familia Enterobacteriaceae. Difiere de los otros géneros de
Enterobacteriaceae en tamafio de célula, tienen intima asociacion con nematodos
entomopatdgenos y caracteristicas inmunolégicas (Thomas y Poinar1979).

El gusano cogollero (Spodoptera frugiperda, Lepidoptera: Noctuidae) puede atacar
alrededor de 60 cultivos y malezas, pero tiene mayor importancia en maiz, sorgo, arroz,
pastos y muchos cultivos horticolas. Los gusanos varian de 1 a 33 mm de largo y
generalmente son de color gris verdoso, los adultos son palomillas que miden 30 mm de
ala a ala. Es una plaga clave en gramineas como masticador del tejido vegetal, la larva se
puede comportar como raspador durante los tres primeros estadios causando un dafio de
ventanilla. En los ultimos estadios las larvas se introducen en el cogollo causando dafios a
las hojas tiernas, en infestaciones severas puede destruir el cogollo. Durante el quinto y
sexto estadio las larvas también actGan como cortadores atacando las plantulas a nivel del
suelo durante la noche (Trabanino 1998).

El gusano perforador del pepino (Diaphania hyalinata, Lepidoptera: Piralidae) afecta las
cucurbitas incluyendo pepino, sandia y melon, entre otros. Las larvas jovenes son de color
amarillo palido a blanco-verdoso con puntos negros hasta el cuarto estadio, las larvas
desarrolladas miden hasta 18 mm y son de color verde palido o casi rosadas y sin puntos,
el adulto mide aproximadamente 25 mm de ala a ala. Esta larva tiende a alimentarse del
follaje y yemas terminales antes de atacar los frutos causando una reduccion en el vigor de
la planta, mermas en la produccion y a veces la muerte en la planta. Esta especie perfora y
puede arruinar los frutos con sus tuneles (Trabanino 1998).

Plutella xylostella (Lepiddptera: Plutellidae) es cominmente Ilamada Plutella, Palomilla
Dorso de Diamante (DDM), la larva tiene un tamafio de 8 a 12 mm de largo cuando estan
desarrolladas, varian en coloracién de amarillo claro cuando recién nacen a verde oscuro
cuando estan bien desarrollados. Se localiza debajo de las hojas entre las venas. Cuando
son pequefios los gusanos pueden hacer minas entre las hojas; posteriormente se
alimentan debajo de las hojas pero no se comen las venas. A veces los gusanos consumen
Unicamente la superficie inferior de la hoja dejando la parte superior de la hoja intacta
aparentando una ventana. También se pueden alimentar de los puntos de crecimiento de
las hojas impidiendo la formacion correcta de la planta. La DDM puede completar su
ciclo de vida en plantas de la familia cruciferas. Como plaga es mas importante en repollo,
brécoli, coliflor y rabano. Puede completar su ciclo de vida en una o dos semanas y es
mas problematica en épocas secas (Rueda y Shelton 1996)

El objetivo de este estudio fue evaluar la patogeneidad de nematodos de los géneros
Rhabditis y Heterorhabditis como controladores biologicos potenciales de larvas de
Spodoptera frugiperda, Diaphania hyalinata y Plutella xylostella y evaluar la produccién
de Rhabditis y Heterorhabditis en los mismos insectos hospederos.



MATERIALES Y METODOS

Localizacion. El ensayo se realizo entre julio y octubre de 2007, en el laboratorio de
nematologia y control biolégico de la Escuela Agricola Panamericana Zamorano,
Honduras.

Se realizaron dos pruebas en el laboratorio en las cuales se evaluaron los nematodos
pertenecientes a los géneros Rhabditis y Heterorhabditis. En la primera prueba se
determind el tiempo que demoran en matar a las larvas de Spodoptera frugiperda,
Diaphania hyalinata y Plutella xylostella. La segunda prueba se realizd para determinar el
hospedero mas adecuado para la reproduccion de estos nematodos.

Para la evaluacion del tiempo letal medio y TLgo Se utilizaron cinco larvas de diferente
estadio por tratamiento, las cuales fueron colocadas en platos petri con papel filtro en la
base para mantener la humedad. En las pruebas con Spodoptera frugiperda se usé una
larva para cada plato petri, esto debido a que son agresivas y tienden a matarse cuando
estan juntas. Se usO material vegetal de maiz para Spodoptera frugiperda, pepino para
Diaphania hyalinata y brocoli para Plutella xylostella.

Una vez colocadas en los platos, las larvas fueron inoculadas con soluciones con 250, 500
0 1,000 nematodos/mL de Heterorhabditis y Rhabditis con una micropipeta, que se
esparcid por toda el area de las hojas. Las concentraciones se determinaron por conteos a
partir de una solucion madre, la que se obtuvo de la cria en laboratorio. De la solucion se
recogid una muestra de 1 mL en una placa para conteo y se procedié a contar en el
microscopio; dependiendo del conteo obtenido se tamizo la solucion para obtener una
solucion mas concentrada o se agregd agua para obtener una mas diluida.

Toma de datos. Se realizaron muestreos de Rhabditis y Heterorhabditis cada 24 horas,
con el fin de evaluar los tiempos letales (TLso y TLgo) de las larvas durante cinco dias.
Con esta informacion se procedi6 a sacar los tiempos letales medios (TLso) y los tiempos a
un 90% de mortalidad (TLoo) para cada tratamiento con el programa Probit Analysis
Program.

Después se realizaron extracciones y conteos de nematodos para determinar el
crecimiento poblacional. Para Heterorhabditis se tomo el dato del ultimo dia de conteo
(dia 12) debido a que los nematodos se encuentran dentro de la larva y tardan algunos dias
en salir, mientras que para Rhabditis se muestreo al dia siete después de la inoculacion ya
gue los nematodos se encuentran en la parte exterior de la larva.



Para las extracciones de nematodos de los bioensayos con Heterorhabditis se colocaron
las larvas sobre un papel filtro en platos petri con 8 mL de agua destilada, obteniendo asi
una solucion de nematodos para los conteos. Para evaluar los tiempos letales del 50 y 90%
de la poblacion con el género Rhabditis se realizaron extracciones de los nematodos con
tamices de 100, 250 y 500 mesh. Para determinar el crecimiento poblacional se lavo el
contenido de cada plato obteniendo una solucién con nematodos de 20 mL.

Variables medidas.

Tiempos Letales del 50 y 90% de la poblacion. Numeros de larvas muertas que se
presentaron en las unidades experimentales después de la inoculacion de nematodos. Cada
bioensayo determind el Tiempo letal medio (TLso), y Tiempo Letal 90% (TLoo)

Crecimiento poblacional. Numero de nematodos desarrollados en las larvas al dia 12
después de inoculacion con Heterorhabditis y al dia 7 con Rhabditis.

Cada plato petri fue una unidad experimental, para un total de 36 unidades experimentales
tanto para Rhabditis como para Heterorhabditis.

Anélisis Estadistico. Para el analisis de tiempos letales (TLso y TLgo) se utilizaron los
intervalos de confianza obtenidos con el programa Probit Analysis Program. Para el
analisis del crecimiento poblacional se emple6 un disefio completamente al azar (DCA)
con arreglo factorial (3 x 2) con tres repeticiones para cada experimento con el programa
estadistico Statistical Analysis System V. 2002 ® (SAS). El analisis de varianza
(ANDEVA) fue el indicado para analizar el ajuste de datos y la separacion de medias
Duncan con una probabilidad de 5%.



RESULTADOS Y DISCUSION

Tiempos Letales en Spodoptera frugiperda. Al analizar los rangos de confianza se
observd que el género Heterorhabditis con 1,000 nematodos/mL obtuvo el TLsy y TLgo
menor de 1.5 y 3.3 dias respectivamente, pero no presentaron diferencias estadistica
(P>0.05) con los demas tratamientos (Cuadro 1).

Cuadro 1. Estimacion de tiempos letales y limites de confianza para el Tiempo Letal (TL)
de 50 y 90% de la poblaciéon evaluados sobre larvas de Spodoptera frugiperda en El
Zamorano, Honduras, 2007.

Género Concentracion TLso (dias) TLgo (dias)
(nematodos/mL) XzIC X+IC

250 2.10+1.83° 4.16+2.89°
Heterorhabditis 500 2.15+2.02 ® 455+3.42°
1,000 1.51+1.30° 3.29+2.47 2

250 4.19+3.41° -
Rhabditis 500 3.02+1.45° 4.77+3.17°
1,000 3.03+2.97° 4.15+2.11°

Valores en la misma columna con diferente letra existe diferencia (P<0.05).

Valores con (-) son los que excedieron de cinco dias.
X Media
IC Intervalo de confianza

Tiempos Letales en Diaphania hyalinata. EI género Rhabditis con 1,000 nematodos/mL
obtuvo el TLsp menor de 1.3 dias y el género Heterorhabditis obtuvo el TLgy méas corto
con 1.79 dias, aunque no presentaron diferencias estadistica (P>0.05) con los demas
tratamientos (Cuadro 2).



Cuadro 2. Estimacion de tiempos letales y limites de confianza para el Tiempo Letal (TL)
de 50 y 90% de la poblacion evaluados sobre larvas de Diaphania hyalinata en El

Zamorano, Honduras, 2007.

Género Concentracion TL_50 (dias) Tl__go (dias)
(nematodos/mL) X+IC X+IC

250 2.30+2.21 % 3.60+2.54 @

Heterorhabditis 500 1.59+1.31° 2.71+2.31°
1,000 1.80+1.53 % 1.79+3.27 2

250 2.31+2.23° 4.05+2.80°

Rhabditis 500 1.47+1.34° 2.40+0.64 ®
1,000 1.31+1.23° 2.50+2.19 °

Valores en la misma columna con diferente letra existe diferencia (P<0.05).
Valores con (-) son los que excedieron de cinco dias.

X Media

IC Intervalo de confianza

Tiempos Letales en Plutella xylostella. No hubo diferencia (P>0.05) entre las dos
especies ni entre las concentraciones de los mismos en el tiempo letal al 50%. Al
comparar los datos numéricos, la concentracion de 1,000 nematodos/mL con el género
Rhabditis presento el menor TLso. Para el TLgo la concentracion de 250 nematodos/mL
con el género Rhabditis fue la Unica que se pudo evaluar ya que los demas tratamientos
excedieron los cinco dias durante los cuales se tomaron los datos (Cuadro 3).

Cuadro 3. Estimacion de tiempos letales y limites de confianza para el Tiempo Letal (TL)
de 50 y 90% de la poblacion evaluados sobre larvas de Plutella xylostella en El
Zamorano, Honduras, 2007.

, Concentracion TL50 (dias) TL9O0 (dias)
Geénero = =
(nematodos/mL) X+IC X+IC
250 4.23+3.62° -
Heterorhabditis 500 4.00+3.79 2 -
1,000 2.30+2.22 2 -
250 2.55+2.48 2 4.38+2.97
Rhabditis 500 2.41+2.24° -
1,000 1.83+1.61° -

Valores en la misma columna con diferente letra existe diferencia (P<0.05).
Valores con (-) son los que excedieron de cinco dias.

X Media

IC Intervalo de confianza



Crecimiento Poblacional. Los nematodos del género Rhabditis presentaron una mayor
tasa de crecimiento poblacional que los del género Heterorhabditis en todas las
concentraciones usadas. En larvas de Spodoptera frugiperda se obtuvo una mayor tasa de
crecimiento poblacional (P<0.05) cuando se inoculé 500 nematodos/mL con el género
Rhabditis. En larvas de Diaphania hyalinata el género que mas tasa de crecimiento
poblacional obtuvo (P<0.05) fue Rhabditis a una concentracién de 250 nematodos/mL, no
presentando diferencia (P>0.05) con las concentraciones de 500 y 1,000 nematodos/mL
del mismo género. Para el genero Rhabditis, las concentraciones de 500 y 1,000
nematodos/mL presentaron mayor tasa de reproduccion (P<0.05) que la de 250
nematodos/mL y que todas las concentraciones para el género Heterorhabditis. La mayor
produccion se obtuvo en Spodoptera frugiperda de nematodos (Cuadro 4).

Cuadro 4. Crecimiento poblacional de nematodos del género Heterorhabditis y Rhabditis
en larvas de Spodoptera frugiperda, Diaphania hyalinata y Plutella xylostella en ensayos
de laboratorio, EI Zamorano, Honduras, 2007.

Género Concentracion Spod_optera Diap_hania Plutella
(nematodos/mL) frugiperda hyalinata xylostella
250 53 ¢ 714° 308"
Heterorhabditis 500 1,544 ¢ 290 P 230 P
1,000 11,189 ° 550 250 °
250 21,820 % 8,345 ° 433 %
Rhabditis 500 32,390 ° 7,524 ¢ 1,735°
1,000 30,298 *° 5,375° 1,385°

Valores en la misma columna con diferente letra existe diferencia (P<0.05).



CONCLUSIONES

. Los nematodos de los géneros Rhabditis y Heterorhabditis son controladores
bioldgicos potenciales para larvas de Spodoptera frugiperda, Diaphania hyalinata y
Plutella xylostella.

. El género Heterorhabditis control6 Spodoptera frugiperda en menor tiempo que el
género Rhabditis.

. Los bioensayos en Diaphania hyalinata presentaron menores tiempos letales del 50 y
90% con ambos géneros de nematodos.

. Se observd que el género Rhabditis presentd una mayor tasa de reproduccion en los
ensayos en platos petri en todas las especies de larvas.
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RECOMENDACIONES

. Realizar el mismo ensayo utilizando concentraciones menores a 250 nematodos/mL ya
que se observo que con esta concentracion es posible controlar Spodoptera frugiperda,
Diaphania hyalinata y Plutella xylostella.

. Realizar pruebas de campo para determinar la efectividad de los nematodos como
agentes de control biologico.

. Enfocar mas estudios en el género Rhabditis para conocer su biologia, fisiologia y asi
poder darle un correcto empleo.

. Realizar estudios para producir nematodos en medios artificiales.
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