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RESUMEN

Ramirez Morales, F 2012. Estimacion de la concentracion y tiempo letal del neméatodo
entomopatdgeno Heterorhabditis bacteriophora (Nematoda: Heterorhabditidae) para el
control del picudo Cosmopolites sordidus (Coledptera: Curculionidae). Proyecto especial
de graduacion del programa de Ingenieria Agrondémica, Escuela Agricola Panamericana,
Zamorano. Honduras. 16p.

El picudo negro Cosmopolites sordidus Germar (Coledptera: Curculionidae) constituye el
insecto plaga mas limitante en producciones de platano su control se ha basado en él uso
de insumos agroquimicos altamente contaminantes. Una opcién para el control biol6gico
del picudo son los nematodos entomopatogenos H. bacteriophora (Nematoda:
Heterorhabditidae) se caracterizan por ser especificos y compatibles con la mayoria de
practicas agricolas. Con el proposito de estimar la concentracion y tiempo letal de H.
bacteriophora producidos en Zamorano para el control del picudo C. sordidus se hizo un
bioensayo en laboratorio utilizando 8 tratamientos cuyas concentraciones fueron de 6,000,
2,406, 965, 387, 155, 62, 25 y 0 nematodos /insecto . Cada tratamiento tuvo 4
repeticiones, equivalente a 32 unidades experimentales, la poblacién de picudos C.
sordidus fue de 320 adultos a los cuales de les infecto con H. bacteriophora evaluando la
patogenicidad durante 15 dias con intervalos de 12 hrs. Solamente con la concentracion de
6000 nematodos/insecto se obtuvo 97% de mortalidad al dia 15. Se analizo los datos
mediante un analisis probit para poder estimar la concentracion letal y tiempo letal. Segun
la linea base se determino la concentracion letal para CLsy de 1220.4 y CLgs de 4816.5
nematodos/insecto respectivamente. Para la concentracion de 6000 nematodos/insecto al
ser las mas significativa se estimo el TLsode 6.1 dias y TLgsde 11.33 dias.

Palabras clave: Control biologico, CLgs, CLsp,, nematodo entomopatogeno, TLso, TLgs.
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1. INTRODUCCION

La produccion mundial de muséceas en el 2007 fue estimada en 102 millones de toneladas
métricas entre banano (Musa paradisiaca) Yy platano (Musa acuminata) de este total 68%
corresponde a banano y 32% a platanos. La region de América Latina y el Caribe produce
el 85% del platano que se comercializa en el mundo, requiriendo para ello el uso de alta
tecnologia, insumos agricolas como fertilizantes, insecticidas, nematicidas, herbicidas y
fungicidas. En términos de demanda mundial se observa un crecimiento de 1.94% este se
atribuye al posicionarse como el cuarto alimento méas importante del mundo después del
arroz, el trigo y leche. El platano posee ademas un alto rendimiento calérico ofrece
fuentes de empleo genera ingresos constantes para la economia familiar mejorando el
nivel de vida de los trabajadores bananeros (FAO 2004).

En Honduras la produccion y exportacion de platano inicio desde el afio de 1860
concentrandose principalmente en la zona costera del pais. En centro América Honduras
como productor y exportador de platano ocupa el tercer lugar en rendimiento y extension
geogréfica después de Costa Rica y Guatemala. No obstante la produccion nacional de
platano es solo de 1,200 cajas/Ha muy por debajo de los rendimientos reportados en
paises vecinos como Costa Rica y Guatemala que estan por encima de las 2,500 cajas/Ha
(CREE/CIAT 2005). Uno de los grandes desafios de los agroindustriales hondurefios ha
sido contar con el abastecimiento constante y suficiente de materia prima para la
elaboracién de productos industriales como rebanadas fritas y tostadas, tostones
(patacones), cereales, harinas, jaleas, alimentos para bebé por mencionar algunos
obligandolos a importar de otros paises. Registros revelan importaciones de platano para
proceso industrial de 5,410 TM/afio provenientes de paises como Guatemala, Costa Rica,
Nicaragua y Panama (CORBANA 2011).

El picudo negro Cosmopolites sordidus Germar (Coledptera Curculionidae) en sus fases
de larva y adulto se alimenta del cormo produciendo galerias, las cuales bajo altas
infestaciones al dafian el mismo y al sistema radical pueden incluso provocar desbalances
nutricionales, pudriciones y la caida de las plantas entre otras (Castrillén 2003). Este
insecto ha demostrado resistencia a un grupo amplio de insecticidas entre ellos los
organoclorados del grupo ciclodiénos y benceno (Gold y Messiaen 2000), los
organofosforados y los carbamatos (Messiaen 2002), y a pesar que el control cultural
puede contribuir al manejo del picudo, los requerimientos de mano de obra y de
materiales a menudo son limitantes para su adopcion.



El picudo negro del platano (Cosmopolites sordidus Germar 1824) es precisamente la
plaga de mayor importancia econémica en la produccion de platano (Cubillo y Laprade
2003) Considerado responsable de reducir de productividad provocando considerables
pérdidas econdmicas (Messiaen 2002, Castrillén 2003, Merchan 2002, Masanza 2003, De
Graaf 2006).

Este insecto, segun Arleu y Neto (1984) tiene el potencial de provocar pérdidas entre el 30
y el 90% en éreas infestadas en la region del Caribe, Florida y América Central. El
combate quimico mediante el uso de insecticidas, ha sido el método més difundido para
controlar la plaga. Sin embargo, productos como el terbufos y el carbofuran han sido
cuestionados en los Gltimos afios por su alta toxicidad y efectos negativos sobre la salud
humana y al ambiente (Sanz-Bustillo, 1997). El control de este insecto se puede efectuar
mediante varias estrategias; a tal efecto, Nankinga (1999), Gold y Messia (2000), Rios y
Castrillon (2002), y Cubillo (2008) proponen métodos alternativos como el combate
bioldgico utilizando microorganismos entomopatdgenos, compatibles dentro del manejo
integrado de plagas por ejemplo los hongos entomopatégenos Beauveria bassiana ,
Metarhizium Anisopliae , Verticillium lecanii y también esta el nematodo entomopatogeno
Heterorhabditis bacteriophora producidos en Zamorano.

El uso de nematodos entomopatogenos como .H. bacteriophora dentro de un programa
de manejo integrado del picudo, debe considerar en primer lugar la evaluacion de la
patogenicidad de los nematodos, tanto en el laboratorio como en condiciones de campo.
Segun Brenes y Carballo (1994), el nematodo H. bacteriophora es de alta patogenicidad y
debe evaluarse segun criterios como: concentraciones, tiempos letales y métodos de
aplicacion.

Por lo tanto, en este estudio se evalué el control del picudo negro del platano con el
nematodo H. bacteriophora en condiciones de laboratorio. Se evaluaron 8
concentraciones de nematodos partiendo de 200 millones de nematodos/Ha dosis la cual
ha sido recomendada y previamente caracterizada como de alta patogenicidad Cubillo
(2008). De esta forma se evalud la efectividad del entomopatogeno para el control del
picudo negro del platano C. sordidus con el afan de determinar las (0s) CLgs, CLso, TLso,
TLgs informacién que eventualmente, se pondrd a disposicion de los productores
plataneros con el objetivo de contribuir a mantener los rendimientos del cultivo y
disminuir el uso de insecticidas.



2. MATERIALES Y METODOS

Metodologia para la evaluacion del control y paratisismo de los neméatodos
entomopatdgenos Heterorhabditis bacteriophora.

Ubicacion. El experimento se llevo a cabo en las instalaciones del Laboratorio de Control
Bioldgico de Zamorano ubicado en el valle del Yeguare a 32 kilometros de Tegucigalpa
D.C ubicados en las coordenadas geograficas latitud norte de 14° 00’ 46.97°’ longitud
Oeste de 87° 00’ 13.54” a una altura de 787 msnm, con una precipitacion media anual de
1,100 mm y una temperatura promedio de 25°C.

Material biologico. Para la obtencion de los nematodos H. bacteriophora fue necesario
contar con un pie de cria los cuales fueron producidos “in vivo” utilizando larvas de
Galleria mellonella (Lepiddptera: Pyralidae) como hospedero. Las larvas de G. mellonela
se inocularon con nematodos juveniles infectivos de H. bacteriophora los cuales se
reproducen dentro de las larvas por 14 dias obteniendo de ellas cantidades que oscilan en
un rango de 80,000 hasta 300,000 infectivos juveniles.

El nematodo tiene la capacidad de buscar a su presa, una vez que lo encuentra este se
introduce en el cuerpo del hospedero a traves de los orificios naturales que pueda tener
como ser boca, ano y espiraculos en ocasiones tambien lo hace penetrando a traves de la
cuticula de insecto hospedero ya que posee un diente con el cual rasgufia en zonas donde
la misma es mas delgada como en los repliegues inter-segmentales debido a este
comportamiento H. bacteriophora desarrolla una mayor habilidad de penetracion sobre el
hospedero en comparacion a otros agentes de su tipo (Poinar 1990).

Una vez que el nematodo H. bacteriophora logro introducirse en el insecto la bacteria
simbidtica P. luminisences abandona el cuerpo del nematodo la cual se encarga de matar
al insecto en un tiempo aproximado de 48 horas esta bacteria también libera un antibidtico
con el cual cubre todas las paredes internas del insecto evitando la entrada de organismos
saprofitos que puedan contaminar y descomponer los tejidos internos.



Este comportamiento favorece al nematodo H. bacteriophora quien aprovecha se alimenta
de los tejidos internos del hospedero y consecuentemente lograr su reproduccion por dos
ciclos. Las larvas de G. mellonella afectadas por el neméatodo se distinguen de las sanas
por su coloracion, al mostrar una coloracion diferente a la natural color rojo marron. La
recuperacion de los neméatodos en el laboratorio se realizo mediante el uso de trampas
White la cual consiste en colocar dentro de una bandeja plastica 20 ml de agua destilada,
en el interior de la bandeja se dispuso de placas pietri conteniendo un disco de papel filtro
humedecido. Sobre el papel filtro de esta placa se colocaron las larvas de G. mellonella
que presentaron sintomatologia de ataque por neméatodos y se incubaron a 25°C por dos
semanas.

Segun Poinar (1990) los neméatodos no pueden excavar ni nadar, su movilidad se basa
mediante el uso de la tension superficial que se produce en una pelicula himeda al ser
hidrofilicos tienden a orientarse hacia los lugares con mayor humedad. Los nematodos
que emergieron de la trampa White se cosecharon por cuatro dias, luego fueron colocados
en tubos de ensayo para después ser centrifugados a 1200 rpm tres veces durante dos
minutos, como resultado se obtuvo una solucién mas concentrada con miles de nematodos
los cuales fueron puesto en esponjas para su almacenamiento a 6°C.

Recoleccion de adultos de picudo. Para la obtencion de los adultos de picudo negro del
platano C. sordidus se realizaron maltiples muestreos en una finca ya establecida con un
nivel alto de infestacion. Se utilizaron trampas tipo sandwich como referencia al estudio
realizado por Mufios (2001) donde evalud la efectividad de 4 tipos de trampas para el
control del picudo negro del platano C. sordidus en Zamorano. La trampa tipo sandwich
consiste en colocar dos piezas en rodajas de pseudo tallo preferiblemente de una planta
adulta (6 meses) se coloco una sobre la otra con el cuidado de no juntar dos rodajas del
mismo corte dejando un espacio para que el picudo pueda entrar y alimentarse del pseudo
tallo.

Figura 1. Trampa tip
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Las trampas fueron colocadas en el suelo distanciado a 50cm del tallo principal de la
planta. El monitoreo de las trampas se realizo 4 dias para después ser colectados en bolsas
de papel y luego trasladarlas al laboratorio de control biolégico a donde fueron
desinfectados colocados en bandejas plastica para su aclimatacion. Este proceso duro
entre dos a tres semanas al final se logré recolectar los 320 necesarios para el estudio.

Desinfeccién y acondicionamiento. Una vez que se obtuvieron los picudos se procedi6 a
su desinfeccion la cual se realizo preparando una solucién de hipoclorito de sodio al
0.01% en la cual se sumergieron los adultos de C. sordidus durante 30 segundos, luego se
volvieron a sumergir en un recipiente con agua destilada estéril (ADE) durante 30
segundos, esto para eliminar el exceso de hipoclorito de sodio que pudieron retener y de
esa manera garantizar la sanidad de los mismos.

Control de calidad del pie de cria. Antes de comenzar las evaluaciones con el objetivo
de determinar la calidad de los organismos, en ese momento se realizé una evaluacion esta
consistio en tomar una muestra de los nematodos entomopatdgenos para verificar que
todos estuvieran vivos para su posterior conteo. Los nematodos muertos se identifican por
su estiramiento como una aguja y su falta de movilidad.

Prueba de concentracion del nematodo. Para el conteo de nematodos se empleo el
método de dilucidn que consistié en extraer una alicuota de 1 ml de suspension madre con
el cual se realizaron 3 diluciones de 1ml en 9ml de agua destilada estéril (ADE). Esto
permitid conocer la concentracion de nematodos en la solucion madre a razén de
infectivos juveniles/ml.

Tratamientos. EIl bioensayo se realizo siguiendo la metodologia sugerida por Woodrin y
Kaya (citado por Poinar y Thomas 1983) el procedimiento consistié en preparar una serie
logaritmicas de 7 concentraciones mas un testigo con agua destilada estéril (ADE) Para
llevar a cabo las concentraciones primeramente se estimaron las concentraciones mas alta
y baja tomando dos referencias: la primera es basado al estudio realizado por Figueroa
(2004) asi como también de la dosis recomendada por el laboratorio de control biolégico
de Zamorano de 200 millones partiendo de una densidad de 3300 plantas/Ha se dividio la
dosis de 200 millones/Ha entre la densidad y se determino que las concentraciones mas
altas y bajas serian de 6000 y 25 nematodos por insecto respectivamente, luego se utilizd
un programa el cual tomo como bases esta dos concentraciones y estimo su valor
logaritmico estimando una diferencia igual para cada una de las otras concentraciones.

Las concentraciones determinadas fueron 6,000, 2,406, 965, 387, 155, 62, 25
nematodos/insecto habiendo entre cada una de estas concentraciones existe el mismo
distanciamiento logaritmicamente. Para esto se realizaron varias diluciones se utilizo la
formula de V; + C; = C, + V, para calcular las diferentes niveles de nematodos y agua
destilada esteéril requerida para hacer la dilucién.



Las unidades experimentales consintieron en bandejas plasticas estériles de 24cm de
ancho y 12 cm de profundidad con un volumen de 5500 cm?® con papel filtro Whatman
con base a la bandeja con el objetivo mantener la humedad. En cada bandeja se colocaron
10 picudos adultos se realizaron 4 repeticiones por cada tratamiento para un total de 32
unidades experimentales.

Cuadro 1. Descripcion de los tratamientos de H. bacteriophora para el control del picudo
del platano C. sordidus.

Dosis Insectos Total de Nematodos Numero de
Nematodo/Insecto [tratamiento unidades
experimentales
6,000 10 60,000 4
2,406 10 24,060 4
965 10 9,650 4
387 10 3,870 4
155 10 1,550 4
62 10 620 4
25 10 250 4
0.00 10 0.00 4
Total 10,000 80 100,000 32

Metodologia de aplicacion de los tratamientos en el laboratorio.

Bioensayo. Una vez conociendo las respectivas concentraciones y preparadas las unidades
experimentales que consistian en una bandeja con 10 picudos adultos por bandeja se
procedio a inocular cada una de ellas con la cantidad deseada segun el tratamiento, se
extrajo con una pipeta 1 ml de solucion de cada concentracion preparada y se esparcio
sobre el cuerpo del los insectos exceptuando el testigo que solamente se le aplico agua
destilada estéril (ADE). Las bandejas una vez inoculadas fueron colocadas en el cuarto de
incubacion a una temperatura promedio de 25°C y una humedad relativa de 65%.

Variables evaluadas. Una vez inoculados los insectos en las 32 unidades experimentales,
se evaluo6 la mortalidad de los picudos, con intervalos de 12 horas durante 15 dias las
variables evaluadas mortalidad y tiempo, asi mismo la mantencion de la humedad y
temperatura tanto dentro como fuera de las bandejas.



Estadistica dosis respuesta con transformacion probit. Para calcular el CL y TL se
utilizo el modelo de regresion Probit (Finney 1948). Probit es una palabra que viene de la
contraccion de unidad de probabilidad; sin embargo no son unidades de probabilidad. Son
unidades de desviacion estandar incrementadas en cinco con la finalidad de evitar el uso
de numeros negativos. Esta transformacion asume que la relacion dosis respuesta
correspondiendo a una curva sigmoidea o bien una expresion lineal que refleja una
funcién de distribucion normal acumulativa (Finney Stevens 1948).

La transformacion probit es, sin lugar a dudas, la mas utilizada para poder determinar la
concentracion letales tanto medias CLsp y altas CLgs asi como los tiempos letales medio
TLso Yy altos como TLgs a diferencia de la curva tradicionalmente utilizada esta tiene una
media de 5 y no 0, valor que corresponde a la cantidad de producto (neméatodos)
necesarios para obtener una respuesta menor o igual a la expresada en el probit (Infante y
Calderdén 1994).



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Bioensayo con Heterorhabditis bacteriophora en laboratorio. Segin Agliera (1996) una
condicion importantes para que se logre dar invasion efectiva de los nematodos en los
insectos plaga a controlar es la relacion que hay entre nematodo-hospedero esta se da al
haber contacto de uno con el otro. Al aplicar los nematodos H. bacteriophora muchas
veces estos no caen directamente sobre el cuerpo del insecto deberan ir en su busqueda,
tiene la capacidad de movilizarse a través de las particulas del suelo. Sabemos que los
nematodos no pueden ver, estos logran detectar a los insectos mediante emisiones de CO,
que emiten los insectos al respirar Gaugler (1986).

Los resultados obtenidos en los tratamientos evaluados fueron variables, mortalidades
desde 97% con la concentracion de 6000 nematodos/insecto hasta 27% para el
tratamiento con 25 nematodos/insecto a los 15 dias. Dichas mortalidades son
consideradas como una respuesta a las concentraciones utilizadas las cuales dieron inicio
al segundo dia para la mayoria de los tratamientos Cuadro 3. Los picudos sin aplicacion
de nematodos sobrevivieron en un 100% lo que indica que el bioensayo fue bien
conducido.

Cuadro 2. Cuadro demostrativo de la mortalidad porcentual expresada por C. sordidus
utilizado como hospedero para las diferentes concentraciones con H. bacteriophora
nematodo entomopatdgeno.

Tratamientos Mortalidad % a los 15 dias
6000 97.5
2406 70.0
965 52.5
387 42.5
155 40.0
62 40.0
25 27.5
0 0.0
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Figura 2. Tendencia del comportamiento comparativo entre concentraciones evaluadas a
los 15 dias.

Se puede ver Figura 2 el comportamiento entre la variable independiente (dias) contra la
variable dependiente (mortalidad). Hasta el dia 6 todas tuvieron un comportamiento leve,
después del dia 7 se mostro un crecimiento mostrando los porcentajes mas altos del
estudio.
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Figura 3. Distribucién probabilistica de los tiempos letales probit esperados y los
adquiridos a los 15 dias
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La concentraciéon de 6000 nematodos/ insecto obtuvo el mayor porcentaje de mortalidad a
los 15 dias de 97% siendo el total de insecto evaluados 40 este porcentaje es equivalente a
39 picudos. Las mortalidades en el resto de concentraciones fueron de 70.0, 52.5, 42.5,
40.0, 40.0, 27.5 y 0.0 por ciento.

Los cuadritos que se observan en la Figura 3 significan, los tiempos letales obtenidos en el
estudio, mientras que la linea se refiere a los tiempos letales esperados en el analisis
probit, con base a la concentracién de 6000 nematodos/insecto. Se estimo la ecuacion de
la grafica con base al modelo el r? significa que los datos obtenidos en el probit linea base
se parasen un 97% a un tendencia lineal.

e CL Probit B Datos observados
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Figura 4. Distribucion probabilistica de las concentraciones letales probit esperadas y las
adquiridas a los 15 dias.

Los cuadritos significan, las concentraciones obtenidas en el estudio, mientras que la linea
se refiere a las concentraciones arrojadas en el analisis probit, con base a la linea base. Se
calculd la ecuacion de la grafica con base al modelo de regresion lineal el r? que significa
que los datos obtenidos en el probit linea base se parasen un 86% a un tendencia lineal.
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Parametros Probit NUmero de nematodos
Cosmopolites
sordidus n Cls Clgs
Linea base
320 1220.4 4816.5
L.F 95% 885.9 1645.6 3856.7 6511.2

Cuadro 3. Resultados del andlisis probit para las concentraciones letal media CLsg y CLgs.
n= poblacion picudos
L.F= limites fiabilidad

Se muestran los valores Cuadro 3 correspondientes a las concentraciones letales obtenidas
resultado de analisis probit determinando una en la linea base de susceptibilidad, al
analizar todas las concentraciones en conjunto. Se determino una concentracion CLs de
1220.4 nematodos/ insecto y una concentracion CLgs de 4816.5 nematodos/insecto cada
uno con sus respectivos limites de fiabilidad

Parametros Probit Dias
Cosmopolites
sordidus
n TL50 TL95
6000 nematodos 40 6.1 11.33
L.F 95% 5.6 6.5 10.6 12.18

Cuadro 4. Resultados del analisis probit para las concentraciones letal media TLsg y TLgs.
n= poblacién picudos
L.F= limites de fiabilidad

Se muestran los valores correspondientes a los tiempos letales obtenidas resultado de
andlisis probit basado en la concentracion de 6000 nematodos / insecto. Se determino un
TLso de 6.1 diasun TLgs de 11.33 dias cada uno con sus respectivos limites de fiabilidad.



4. CONCLUSIONES

Para poder controlar el 50% de la poblacion de C. sordidus sera necesario utilizar
la CLso determinada fue de 1220.4 nematodos/insecto.

Para poder controlar el 95% de la poblacion de C. sordidus serad necesario utilizar
la CLgs determinada fue de 4816.5 nematodos/insecto.

Los tiempos letales (CLso y CLgs) obtenidos nos dicen el tiempo letal estimado
utilizando la concentracion mas alta de 6000 nematodos/insecto para el control del
50 y 95 porciento de una poblacion de C. sordidus.



S. RECOMENDACIONES

Realizar otro estudio, a nivel de campo en una plantacion de platano establecida
para conocer la variacion de las concentraciones y tiempos letales obtenidos en
este estudio.

Realizar, otro estudio a manera de darle seguimiento a este estudio y evaluar las
dosis diagnostico, para conocer la efectividad de las concentraciones y tiempos
letales obtenidos en este estudio a nivel de campo.
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