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RESUMEN. Con el objetivo de conocer la susceptibilidad de larvas y pupas de Typophorus nigritus Crotch
(Coleoptera: Chrysomelidae) al nematodo entomopatégeno Heterorhabditis indica Poinar, Karunakar & David,
es que se realiz6 el presente estudio en el que se establecieron diferentes concentraciones de juveniles
infectivos por cada 0,25 kg de suelo (JI,suelo?) y un tratamiento control al que se le aplicé agua estéril. Las
observaciones se realizaron a partir de las 24 horas de inoculados los nematodos entomopatégenos hasta las
96 horas, y en las mismas se evalu6 la mortalidad de las larvas y pupas. Transcurridos diez dias, los individuos
que presentaron los signos de mortalidad, se transfirieron a trampas White para la extraccion de los Jl de los
cadaveres. Este experimento se repitié con el empleo de los Jl emergidos y cosechados para comprobar la
efectividad de los mismos sobre T. nigritus. Las larvas y pupas de T. nigritus mostraron susceptibilidad al
nematodo entomopatégeno H. indica en condiciones de laboratorio. El porcentaje de mortalidad para ambos
estados de desarrollo aumenté segln se increment6 la concentracion de Jl,suelo?. Diez dias después a la
inoculacion, los nematodos (JI) emergieron del interior de los cadaveres, y se observaron sobre la superficie de
los mismos. Con concentraciones superiores a 1 200 JI se logré el 100 % de mortalidad.
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ABSTRACT. In order to know the susceptibility of larvae and pupae of T. nigritus to entomopathogenic nematode
H. indica, the present study is carried out to establish different concentrations of infective juveniles per each
0.25 kg soil (JI soil'*) and a control treatment to which sterile water was applied. Observations were made 24
hours after inoculating entomopathogenic nematodes and up to 96 hours, and larvae and pupae mortality was
assessed. After ten days, individuals with mortality signs were transferred to Whife traps for removal of JI from
insect corpses. This experiment was repeated with the use of JI emerged and harvested to check their
effectiveness on T. nigritus. Larvae and pupae of T. nigritus showed susceptibility to entomopathogenic nematode
H. indica in laboratory conditions. The mortality percentage for both development stages increased as the
concentration of JI soil"* increased. Ten days after inoculation, nematodes (JI) emerged from the interior of the
bodies, and were observed on their surfaces. At concentrations above 1 200 JI, 100 % mortality was achieved.
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INTRODUCCION

T. nigritus es una plaga del suelo que se encuentra  integrado. En este sentido nuestro pais ha obtenido
ampliamente distribuida por todo el territorio  resultados alentadores en el manejo de Cylas
nacional y los dafios que ocasiona a las raices formicarius F. con el empleo de hongos
tuberosas de boniato al momento de la cosecha, se  entomopatégenos (Castellén et al., 1996) y aunque
han incrementado considerablemente en los Gltimos  se aplican micoinsecticidas para el control de plagas
afnos. (Castellon y Maza, 2010) de coleodpteros (Pérez, 2004), en la literatura

internacional consultada no existen referencias
Segun Jackson et al. (2004) los insectos del boniato  relacionadas con la introduccion de la lucha biolégica
son faciles de controlar con técnicas de manejo  en el manejo de T. nigritus.
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Segun estudios realizados por Hanula (1993) y Shapiro
y Glazer (1996), ha quedado demostrado que las
plagas del suelo son susceptibles a los nematodos
entomopatdgenos aplicados como suspension acuosa
a altas concentraciones o en el interior de larvas de
Galleriamellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae)

MATERIALESY METODOS

El trabajo se realiz6 en el laboratorio de Entomologia
del Instituto de Investigaciones de Viandas Tropicales
(INIVIT), ubicado en el municipio de Santo Domingo
provinciade Villa Clara. Para la realizacion del mismo
se emplearon larvas de G mellonella infestadas con el
nematodo entomopatogeno H. indica (cepa P,M)
provenientes del CREE “LuisA. Bergnes” del Ministerio
de la Industriaazucarera (MINAZ) Villa Clara, con las
que se preparo la suspension primaria 24 horas antes
de realizar el estudio. A partir de la suspension se
calcularon las concentraciones iniciales através de las
formulas citadas por (Woodring y Kaya, 1988)

S = N =* * (X + 1)

Donde:

N= Promedio de nematodos por sub muestra al
microscopio.

M= Mililitros de la sub muestra.

S= Concentracion (nematodos por mililitro) en la
solucion madre.

X+1=Dilucion realizada.

Para preparar las soluciones con las concentraciones
deseadas a partir de la suspension primaria, se
empled la formula siguiente citada por los autores
anteriores:

D = C
B

A =

Donde:

A=\olumen inicial de la suspension que se desea
diluir.

B= NUmero de nematodos por mL de esta
suspension.

C=\Wolumen final en mL de la nueva dilucion.

D= Concentracion deseada en la nueva dilucion.
Con los valores obtenidos de C se realizaron las
aplicaciones.

RESULTADOSY DISCUSION

Las larvas y pupas de T. nigritus mostraron
susceptibilidad al nematodo entomopatogeno H.
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Por lo anteriormente expuesto y con el objetivo de
conocer la susceptibilidad de larvas y pupas de T.
nigritus al nematodo entomopatogeno H. indica,
con vistas a incorporarlo dentro de la estrategia
ecolodgica para el control de este insecto, es que
realizamos el presente trabajo.

Se establecieron las siguientes concentraciones de
juveniles infectivos por cada 0,25 kg de suelo (J1,.suelo
1y como tratamientos: 150, 300, 450, 600, 750, 900,
1050, 1200, 1350, 1500y un tratamiento control con
igual cantidad de insectos al que se le aplico aguaesteril.
El experimento consto de cinco repeticiones.

Las concentraciones fueron asperjadas a 0,25 kg de
suelo Pardo mullido carbonatado (Hernandez etal.,
2005) previamente esterilizado, que se ubico en
recipientes plasticos de 8,5 cm de didmetro por 7,5
cm de altura, los que contenian una raiz tuberosa de
boniato (90 -100 g.). En estos recipientes, a dos
centimetros de profundidad, se colocaron cinco larvas
de tercer instar y cinco pupas del insecto, con dos dias
de formadas, procedentes de una cria de laboratorio,
para ser infestadas con los JI. Las observaciones se
realizaron a partir de las 24 horas de inoculados los
nematodos entomopatdgenos hasta las 96 horas, y se
evaluo lamortalidad de las larvas y pupas.

Transcurridos diez dias, los individuos que
presentaron los signos de mortalidad, se transfirieron
atrampas White modificada segin lo recomendado
por Salas-Luévano (2001), para la extraccion de
los JI. Este experimento se repitié con los JI
emergidos y cosechados para comprobar la
efectividad de los mismos sobre T. nigritus.

La comparacion de los valores relacionados con el
numero de insectos muertos se realizé mediante las
pruebas de Kruskal Wallis y Mann-Whitney.

La determinacion de la concentracion letal media
se realizd con el modelo de Probit, propuesto por
Raymond (1985)

indica en condiciones de laboratorio. El porcentaje
de mortalidad para ambos estados de desarrollo
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aumento segun se incremento la concentracion de
JI.,suelo™. Los insectos comenzaron a morir a partir

con excepcion de las menores concentraciones donde
las primeras mortalidades de larvas y pupas se

de las 48 horas en todas las concentraciones utilizadas ~ produjeron a las 96 horas (Figura 1)
Concentraciones de I

0150 @300 ®450 0 600 @750 0900 0 1050 © 1200 @ 1350 & 1500 w control

100 -
80 -
80 -
10 4
B0 -
50 -
40 -
30 +
20 -
10 -

PAertEli chsed €26

2
Bvaluaciones (horas)

ot clm 28)

100 -

90 +

48 12
Evauaciones (horas)

96

Baras con lelras dasiguales para cada flempo, difieren para las prugbas de Knuskal-WalisMann-whilney
Figura 1. Susceptibilidad de larvas (A) y pupas (B) de T. nigritus a H. indica (P,M) en diferentes concentraciones

A las 96 horas y a partir de los 600 JI. suelo™ se
aprecio que la mortalidad en larvas y pupas fue
superior al 50 % sin diferencias significativas entre
las concentraciones desde 1 050 hasta 1 500
JI. suelo™. EI 100 % de mortalidad para ambos
casos se produjo a la concentracion de 1 200
JI, suelo™, lo que demostrd que H. indica cepa P,M
fue efectiva para causar la muerte de T. nigritus.

Las larvas parasitadas tomaron un color pardo rojizo
y las pupas una coloracion pardo claro (figura 2),
evidenciado este cambio de coloracién por las
especies del género Heterorhabditis. (Woodring
and Kaya, 1988). Diez dias después a la inoculacion,
los nematodos (JI) emergieron del interior de los
cadaveres, y se observaron sobre la superficie de
los mismos (Figura 3)

Figura 3. Masa de JI de H. indica cepa P,M cuando emerge del cuerpo de una pupa de T. nigritus
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Smits (1992) al comparar diferentes géneros de
nematodos sobre larvas de coledpteros de tercer
instar en condiciones de laboratorio, encontré que
con Heterorhabditis lograba el 98 % de muertes.
Resultados similares fueron referidos por Kayay
Stock (1997) y Kaya et al. (2006) al evaluar la
susceptibilidad de Cosmopolites sordidus Germar
a nematatodos entomopatdgenos. Estos autores
obtuvieron altos porcentajes de mortalidad en los
dos primeros dias después de la inoculacion.
Ademas, Evans et al. (2009) evaluaron la
susceptibilidad de Metamasius hemipterus
sericeus a H. indica (cepa CIAP-DEY-6) y
obtuvieron a los 10 dias una mortalidad del 100
%, debido entre otras aspectos a la dureza de la
quitina de los coleopteros.

Es necesario destacar que en experimentos
anteriores realizados con larvas del primer instar
de T. nigritus, se encontrd que las mismas fueron
susceptibles a H. indica, aunque el nematodo no
logro multiplicarse en el interior de estas. Con
relacion a este aspecto, diversos autores (Jackson
y Brooks 1995; Koppenhoffer et al., 2004;
Koppenhoffer y Fuzy 2004) sefialaron que son
varias las causas que explican las diferencias en el
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grado de susceptibilidad entre los estados de
desarrollo de disimiles especies, dentro de las que
se relacionan caracteristicas de tipo morfoldgico,
fisiologico y hasta genético que influyen en su control
como son: la variacion inter-especifica en los
mecanismos de defensa, el tamafio y comportamiento
del hospedante, el diametro menor de los espiraculos
en larvas jovenes, las placas sobre estos que impiden
la penetracion del patdgeno, la frecuente defecacion
en la que se expulsa a los nematodos, respuestas
defensivas y evasivas de las larvas (asi como las
asociadas a la edad) donde estados mas
desarrollados pueden eliminar patdgenos invasores,
entre otras. Todos estos aspectos nos muestran
algunas de las dificultades que tienen que vencer los
nematodos entomopatdgenos para poder controlar
los diferentes estados de la plaga, lo que coinciden
ademas con lo referido por Forscheler y Gardner
(1991) y Melo-Molina et al. (2007) en estudios
realizados con larvas de coledpteros del género
Phyllophaga.

Segun el modelo de Probit, la CL se encontro enel
rango entre 415,78 y 538,30 JI por cada 0,25 kg de
suelo (Tabla). Las mayores mortalidades ocurrieron
en el rango entre 1555,25 y 3265,27 JI.

Tabla . Concentraciones letales obtenidas para H. indica a T. nigritus seguin Probit

Concentracian Letal | Mivel de Conflanza | Rango inferior- Rango superior de Clsg
2=11274 95 B084 - 162 13
A0 =480 193 85 415 78 -538 30
G0 = 118901 85 o3 17 - 1574 78
95 =153600 95 123175- 2214 43
98 = 2051 B0 85 1665 25 - 2255 27

Pchi’=4,83

Hanulla (1993) sefialé que al evaluar la
susceptibilidad de las larvas de Otiorhynchus
sulcatus (Coleoptera: Curculionidae), no siempre
la concentracion con la que se logré mayor
porcentaje de mortalidad en los ensayos de
laboratorio, fue la que mostro mejor efectividad en
condiciones de campo. En sus estudios los resultados

CONCLUSIONES

1. Las larvas y pupas de T. nigritus mostraron
susceptibilidad al nematodo entomopat6geno H.
indica en condiciones de laboratorio.
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