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POTENCIALIDADES DE Heterorhabditis bacteriophora POINAR CEPA HC1
PARA EL MANEJO DE Hypothenemus hampei FERR.
|. PARASITISMO Y CAPACIDAD DE BUSQUEDA
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RESUMEN: En Cuba, Heterorhabditis bacteriophora cepa HC1 ha demostrado cualidades favorables
como agente de control biologico de diver sos insectos plagas, empleandose con éxito en € mango del
complegjo de chinches harinosas (Pseudococcidae) del cafeto, tetuan del boniato (Cylas formicarius) y
plutela (Plutella xyllostella) en col de repollo; entre otras. Con € objetivo de comprobar su efectividad
sobre la broca del cafeto (Hypothenemus hampei), plaga del cafeto en Cuba, se evalud la susceptibilidad
de los diferentes estadios dédl insecto y la capacidad de penetracion de los nematodos a los granos de
café infestados. A las 48 horas seregistr6 € 100 % de mortalidad de las larvas y pupas en € ensayo in
vitro y también dentro de los granos de café tratados. Se observé una agregacion de juveniles infectivos
del nematodo sobre los huevos, los que parasitaron a las larvas en d momento de la emergencia. En
condiciones simuladas de campo, se obtuvo un 60% de mortalidad en estos estadios dentro de los granos
de café con un incremento progresivo, en dependencia del momento de evaluacion, registrandose una
mortalidad media del 93% a los 17 dias.
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broca del café)

POTENTIALITIES OF Heterorhabditis bacteriophora POINAR STRAIN HC1 FOR THE
MANAGEMENT OF Hypothenemus hampei FERR.
|. PARASITISM AND SEARCH CAPACITY

ABSTRACT: In Cuba, Heterorhabditis bacteriophora strain HC1 has demonstrated favour able qualities
as biological control agent of diverse pest insects under the Cuban conditions. It is being used
successfully against mealybugs (Pseudococcidae) complex in coffee Cylas formicarius in sweet potato
and diamond back (Plutella xyllostella) in cabbage, among others. In order to check its effect on the
coffee berry borer (Hypothenemus hampei), main pest in coffee in Cuba, the susceptibility on different
insect stages and the capacity of nematodes for penetrating coffee grains infested were evaluated. A
mortality of 100% of larvae and pupae placed in Petri dishes and in coffee grains treated was
registered at 48 hours. Infective juveniles, which parasite larvae at the moment of the emergency,
wer e aggregated on the eggs. Under simulated field conditions, a 60% mortality was obtained in these
stages inside coffee grains with a progressive increment in dependance of the evaluation moment,
registering a half mortality of 93% at 17 days.

(Key words: entomopathogenic nematode; coffee; Heterorhabditis bacteriophora; Hypothenemus hampei;
coffee berry borer)




INTRODUCCION

En términos de valor econdmico, el cafeto es con-
siderado uno de los cultivos agricolas mas importante
del mundo destinandose alrededor de 55 billones de
doélares anualmente a su produccién (5) porque consti-
tuye el segundo renglén de intercambio, después del
petrdleo, para muchos paises en desarrollo (14).

La broca del café (Hypothenemus hampei Ferr.)
(Coleoptera: Scolytidae) es el principal problema
fitosanitario que afecta los rendimientos del cultivo.
Esta plaga, endémica de Africa Central se encuentra
distribuida actualmente en casi todos los paises pro-
ductores (2). En América esta presente en numero-
sos paises y en Cuba se informé su presencia en plan-
taciones del oriente del pais en la década del 90" (7).

El dafio que ocasiona el insecto al alimentarse del
grano trae como consecuencia la merma en el rendi-
miento y la baja calidad del mismo; el fruto afectado
puede caer al suelo y convertirse en fuente de infesta-
cidn postcosecha. El ciclo biologico se desarrolla com-
pletamente dentro del grano, excepto, cuando las hem-
bras salen en busca de un nuevo grano para colonizar-
lo, lo que hace extremadamente dificil su control (14).

En la actualidad, para su manejo, se han evalua-
do y se ejecutan programas de manejo de plagas
(MIP), que poseen como componentes el control cul-
tural, el uso de agentes de control bioldgico y cuando
es absolutamente necesario el control quimico.

Para el control biologico, se ha hecho énfasis en
el uso de parasitoides y hongos entomopatégenos que
van dirigidos hacia los granos infestados de la planta
(2); sin embargo las bayas infestadas que caen al
suelo y se enmascaran en la hojarasca, escapan de
la accion de estos agentes y se convierten en
reservorios de la plaga, por lo que deben ser recolec-
tados manualmente.

En condiciones de laboratorio los nematodos
entomopatodgenos de los géneros Steinernema y
Heterorhabditis han demostrado la capacidad de
parasitar diferentes estadios del insecto y causar alta
mortalidad (1), la que puede variar en dependencia
de la especie de nematodo (6).

Los juveniles infectivos de H. bacteriophora Poinar,
cepa HC1 nativa de Cuba han demostrado ser efi-
cientes agentes de control y se ha aplicado con éxito
en el agroecosistema cafetalero para el combate del
complejo de chinches harinosas (Hemiptera:
Pseudococcidae) (11), donde el estudio de sus po-
tencialidades como agente de control biolégico para
ser insertado en el programa de manejo de la broca
del café debe ejecutarse.
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MATERIALESY METODOS

Los nematodos empleados pertenecen a la cepa
HC1 de H. bacteriphora previamente caracterizada
(12) y fueron reproducidos sobre larvas de Galleria
mellonella y/o Corcyra cephalonica en condicones de
Buey Arriba, utilizando la metodologia de Sanchez et
al. (12).

Experimento 1: Para la evaluacion de la efectivi-
dad de los nematodos sobre estadios de la broca, se
ejecutaron experimentos in vitro, donde se emplea-
ron placas Petri de 9,5 cm de diametro, forradas inte-
riormente con papel de filtro, se humedecieron con
una suspensién de juveniles infectivos (JI) del
nematodo a razon de 5000 ejemplares placa Petri?.
Otras placas Petri se humedecieron con agua desti-
lada y se utilizaron como testigo.

Mediante diseccion de bayas de café infestadas
por la broca, procedentes de una cria de laboratorio
se obtuvieron las siguientes fases del insecto (larvas,
pupas y adultos) y se distribuyeron separadamente
15 individuos de cada estado placa Petri, con tres
repeticiones por tratamiento. Todas las placas se
mantuvieron a temperatura ambiente (25% 2 °C).

A las 48 horas se realiz6 el conteo de individuos
vivos y muertos por placas con auxilio de un
estereomicroscopio. Cuatro dias después se realizo
la diseccion de 15 especimenes con sintomas tipicos
de parasitismo para verificar la presencia de
nematodos.

Experimento 2: Con el objetivo de comprobar si
el nematodo era capaz de penetrar los granos broca-
dos, se colocaron bayas de café infestadas en pla-
cas Petri forradas con papel de filtro y se inocularon
con 12000£153 JI placa?, colocando 10 granos pla-
caly replicandose 10 veces. Igual nUmero de placas
Petri y bayas pero sin hematodos se mantuvieron
como control. Todas se conservaron a temperatura
de 25+2°C.

A los 10 dias se abrieron los granos de café y se
determiné el porcentaje de larvas, pupas y adultos
VivOoS y muertos en su interior.

Experimento 3: Con el mismo propdésito, se reali-
z0 otro ensayo pero empleando suelo como sustrato
para colocar los granos. En bandejas metdlicas de
0.06 m? de superficie y 7 cm de profundidad, se colo-
cO suelo y hojarasca para simular las condiciones
naturales de la capa superficial de una plantacion de
cafeto.

A partir de una suspension del nematodo recién
obtenida en trampa White (15) se preparé un in6culo
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de concentracion de 50 JI mL'y se aplicé en los dife-
rentes tratamientos con un aspersor manual a razéon
de 120 mL (6000 JI bandejas™).

Para el estudio se emplearon granos de cafeto de
mas de seis semanas de infestados en crias de labo-
ratorio. Se conformaron los siguientes tratamientos:

Tto. 1. Control. Se situaron los granos de café in-
festados en el suelo y se asperjaron con 120 mL de
agua.

Tto. 2. Se situaron los granos de café e inmedia-
tamente se asperjaron con el biopreparado.

Tto. 3. Se asperjo el biopreparado y 3 horas des-
pués se situaron los granos.

Tto. 4. Se asperjo el biopreparado y 3 dias des-
pués se situaron los granos.

Cada tratamiento consistio en una bandeja con 50
bayas de café infestadas por broca y cada grano cons-
tituyd una repeticion dentro del tratamiento. Durante
la ejecucidn del experimento las bandejas permane-
cieron cubiertas con una malla antiafidos y la tempe-
ratura media registrada en el suelo fue de 25 £ 1°C.

Las evaluaciones se efectuaron alos 5, 8, 11, 14y
17 dias después de establecidos los tratamientos. En
cada evaluacion se seleccionaron 10 granos de café
al azar por tratamiento y mediante diseccion en el
estereomicroscopio se extrajeron todos los individuos
y se contaron los vivos y muertos por grano, calculan-
dose el porcentaje de mortalidad total. Los cadaveres
fueron disectados para confirmar la presencia de
nematodos.

Los datos se transformaron a arcsen v% y se pro-
cesaron mediante un modelo bifactorial consideran-
do como factores: los tratamientos y el momento de
evaluacion. Para determinar la significacion de las
medias se empled la prueba Duncan, utilizando el
Paquete Estadistico SAS para Windows.

RESULTADOSY DISCUSION

Experimento 1: En el experimento in vitro, los ju-
veniles infectivos (J1) penetraron y parasitaron las lar-
vas, pupas y adultos de H. hampei, provocando un
100% de mortalidad en los dos primeros estadios y
88.2% en los adultos. En las placas Petri utilizadas
como testigos, la mortalidad de cada estadio fue de
15, 18 y 15% en larvas, pupas y adultos respectiva-
mente. Las larvas parasitadas a las 48 horas se
desintegraron por la accion del complejo nematodo-bac-
teriay no fue posible constatar la presencia de nematodo.
Por su parte, las pupas, presentaron el color pardo roji-
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zo, provocado por esta cepa en los hospedantes (12) y
en su interior, al igual que en los adultos se encontraron
juveniles de nematodo a los 4 dias.

En las condiciones en que se ejecutd este experi-
mento, los aislamientos de nematodos entomopato-
genos parasitan a la mayor parte de los insectos en
sus diferentes estadios, pues es seguro el contacto
entre estos y los insectos hospedantes; las condicio-
nes ambientales son 6ptimas y las barreras ecoldgicas
y de comportamiento son removidas (8).

Experimento 2: En el experimento se utilizaron
granos de café brocados. Los Jl de H. bacteriophora
HC1 penetraron las bayas a través de los orificios pro-
ducidos por la broca y causaron la muerte al 100% de
larvas, pupas de los insectos y en mas del 80% de
los adultos. En el control la mortalidad fue inferior al
13% (Fig. 1).
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FIGURA 1. Mortalidad causada por 1os nematodos
entomopatdgenos en estadios de brocadel café (individuos
parasitazos dentro de los frutos)./ Mortality caused by
entomopathogenic nematodesin coffee berry borer stages
(especimensinside of berry).

Resulta curioso que los huevos no fueron
parasitados. Cuando se abrian los granos, se obser-
vaba que los JI se situaban sobre la superficie de los
huevos sin penetrarlos y cuando emergen las larvas
se efectlia su accién parasitica, las cuales se dete-
rioran rapidamente por la accion del complejo
nematodo-bacteria.

La capacidad que poseen los nematodos
entomopatdgenos para penetrar a traves de las gale-
rias y orificios que producen los insectos, buscarlos y
parasitarlos, ha permitido su uso exitoso contra pla-
gas que habitan en lugares protegidos, tales como
barrenadores del tallo y perforadores de los frutos y
las raices (3, 4, 10).



Los resultados en este experimento corrobora-
ron los obtenidos con los nematodos en placas Petri,
donde el porcentaje de mortalidad en los adultos
resulté menor que en larvas y pupas. En estudios
con otro coledptero, Cylas formicaris F., los
nematodos entomopatogenos son efectivos para el
manejo de larvas-pupas y menos para adultos, se-
gun los resultados de Jansson et al., 1993 citados
por Bélair (4).

Experimento 3: Para las condiciones de campo
simuladas resulto significativa la interaccion entre los
diferentes tratamientos ensayados y el momento de
evaluacion (Fig. 2). En sentido general, se observa
que no hubo diferencias cuando se aplico el
biopreparado de nematodos a los granos de café en
el suelo (Tto. 2). Especificamente en el tratamiento
3, se asperjaron los nematodos al suelo y 3 horas
después se situaron los granos, lo que indica que
son capaces de penetrar a las bayas, tanto si se
aplican directamente sobre estas o si se ha realiza-
do la aspersion recientemente al suelo cuando caen
los granos; aunque en el primer caso la penetracion
fue mayor, ya que las medias superiores de morta-
lidad se asociaron a dicho tratamiento, lo que evi-
dencia en algunos nematodos la adherencia a la
corteza de las bayas y por ende, resulta mas facil su
entrada.
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FIGURA 2. Mortalidad provocada por los JI de la cepa
HC1 sobre los estadios de broca del café, en dependencia
de los tratamientos (momentos en que entran en contacto
nematodos y granos brocados). (n=10; ESx=1.83). Media
con letrasigualesen un mismo grupo no difieren; (p< 0.05)./
Mortality caused by 1J of HC1 strain in stages of coffee
berry borer in the different treatments (moment with
entomopathogenic nematodes and coffee berry are in
contact).

Los mayores valores de mortalidad se registraron
a partir del octavo dia de realizada las aplicaciones, lo
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gue sugiere que una vez dentro, los nematodos son
capaces de multiplicarse y parasitar nuevos individuos,
los que conforman las colonias.

En los tratamientos que se aplicaron a los
nematodos se observo con frecuencia en algunos gra-
nos la presencia de uno o dos insectos parasitados.
Al hacerles la diseccién se observd un Unico adulto
hermafrodita con gran cantidad de huevos, lo que in-
dica que un solo JI que penetre puede parasitar y ejer-
cer un control eficiente sobre el total de la poblacién
alli presente. Allard y Moore (1) consideran posible
gue los nematodos reproducidos dentro de los gra-
nos puedan elevar su nivel poblacional e infestar los
nuevos granos que caen al suelo.

A partir de los 14 dias en el tratamiento 4 (ubica-
cién de los granos tres semanas después de la apli-
cacion del biopreparado) ocurrié un incremento con-
siderable en el porcentaje de parasitismo, que aun-
que no llegé a alcanzar valores similares a los de los
tratamientos 2 y 3, indica que el nematodo fue capaz
de persistir en las condiciones experimentales duran-
te algun tiempo en el suelo, manteniendo su capaci-
dad de migracién hacia los granos y penetrarlos en
busca de sus hospedantes, para ello es posible que
se oriente por estimulos quimicos que emanan de las
heces de los insectos, como ocurre con Neoaplectana
carpocapsae (13).

En el caso del tratamiento control, la mortalidad
se mantuvo por debajo del 20% lo que verifica el efecto
producido por los nematodos.

Estos resultados son de gran importancia si se
tiene en consideracion que H. hampei constituye
una plaga devastadora del cafeto y que su control
se hace muy dificil por sus habitos barrenadores,
lo que disminuye la efectividad de los productos
quimicos empleados contra el mismo por lo cual
disponer de un agente nativo, biorregulador activo
y eficaz abre las perspectivas para su combate.
Teniendo en cuenta que en paises como Colombia
se estudia a los nematodos entomopatégenos como
una alternativa mas para el manejo de la broca (9),
se impone la realizacién de experimentos a nivel
de campo en aras de determinar su efectividad,
dosis, frecuencia y momento de su aplicacion, in-
sertados como una practica mas dentro de un Pro-
grama de Manejo Integrado.
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