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RESUMEN

Entre las especies de barrenadores del
banano, el picudo negro (Cosmopolites sordidus)
es la plaga de mayor importancia econdémica en
Costa Rica y a nivel mundial. El control de C.
sordidus en sistemas intensivos de produccién se
basa principalmente en la aplicacién de insecti-
cidas, por lo que se necesita buscar alternativas
bioldgicas, como el uso de nematodos entomo-
patégenos (NEP). Se evalud la susceptibilidad de
Cosmopolites sordidus a Heterorhabditis ataca-
mensis CIA-NEO7. Se midié el efecto de inocular
juveniles infectivos (JI) de H. atacamensis sobre
larvas y adultos de C. sordidus, in vitro y en
cormos artificialmente infectados. Las larvas
inoculadas con NEP presentaron mortalidad de
88% al segundo dia y 100% al tercer dia; no se
observd mortalidad de adultos. Los tratamien-
tos de 100, 500 y 1000 Jllarva! presentaron
diferencias estadisticamente significativas con
respecto al control y la DL50 fue de 52 JI.larva™.
Cuando las larvas se colocaron dentro de los
cormos, la DL50 aument6 a 375 Jl.larval. Los
resultados indican que la cepa H. atacamensis
CIA-NEO7 es capaz de localizar e infectar larvas
de picudo dentro del cormo de banano y alcanzar
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ABSTRACT

Use of the entomopathogenic nematode
Heterorhabditis atacamensis CIA- NEO7 in
the control of banana weevil Cosmopolites
sordidus in vitro. Among the species of banana
borers, black weevil (Cosmopolites sordidus) is
the most economically important pest in Costa
Rica and worldwide. The control of C. sordidus
in intensive production systems is mainly based
on application of insecticides; therefore the
search for biological alternatives, such as the
use of entomopathogenic nematodes (EPN),
is needed. The susceptibility of Cosmopolites
sordidus to Heterorhabditis atacamensis CIA-
NEO7 was evaluated. The effect of inoculating
H. atacamensis on larvae and adults of C.
sordidus, in vitro and in artificially infected
corms, was evaluated. Larvae inoculated with
EPN had a mortality of 88% on the second
day and 100% on the third day; no mortality
was observed in adults. The treatments of 100,
500 and 1000 IJ.larvae' showed statistically
significant differences from the control and
thel.D,, was 52 [J Jlarvae!. When the larvae were
placed within the corms the LD, increased to
375 1) larvae™'. The results indicate that the strain
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porcentajes de infeccion superiores al 80%, a 10
dias de la inoculacién en dosis de 1000 y 2000
JLlarval. Los nematodos entomopatdgenos cons-
tituyen una alternativa viable a considerar dentro
de los programas de manejo integrado del picudo
negro, en cultivos como banano y platano.

INTRODUCCION

El “picudo negro”, Cosmopolites sordi-
dus (Gemar), (Coleoptera: Dryophthoridae), es la
plaga mds importante de los cultivos de banano y
pldtano (Musa spp.) a nivel mundial. Este insecto
es originario del Sudeste de Asia y se ha propa-
gado a todas las regiones productoras de banano
y platano en el trépico y subtrépico (Gold y Mes-
siaen 2000). Las larvas del picudo forman, duran-
te el proceso de alimentacion, galerfas en el cormo
que obstruyen el transporte de agua y nutrientes
que debilitaron las plantas haciéndolas mds sus-
ceptibles al volcamiento y baja productividad lo
cual puede permitir la entrada de fitopatégenos
(Collins et al. 1991, Gold et al. 2001, Gold et al.
2004, Vallejo et 4l. 2007, Bortoluzzi et al. 2013).

Los ataques mds severos se producen
en plantaciones viejas y en plantas debilitadas
por la sequia, deficiencias nutricionales u otras
plagas. En las plantas afectadas se da una reduc-
cién de crecimiento, amarillamiento de hojas,
pérdida de sistema radical, volcamiento de los
seudotallos, prolongacion del ciclo de produc-
cién y disminucién en el rendimiento. El daifio
causado por el insecto puede resultar en reduc-
cién del tamafio de fruto, menor peso del racimo
y acortamiento de la vida de anaquel (Collins et
al. 1991, Gold et al. 2004, De Graaf et 4l. 2008,
Bortoluzzi et al. 2013).

El control de esta plaga en los sistemas
intensivos de produccién comercial se basa prin-
cipalmente en la aplicacién de insecticidas cuyo
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H. atacamensis CIA-NEQ7 is capable of locating
and infecting weevil larvae within the banana
corm and reach infection levels over 80%, 10
days after inoculation at doses of 1000 and 2000
IJ.larvae™'. The entomopathogenic nematodes are
a viable alternative to be considered in the
Integrated Pest Management programs of black
weevil, in crops such us banana and plantain.

uso induce resistencia, emergencia de plagas
secundarias, afecta especies benéficas y tiene un
alto costo, lo que provoca un incremento en los
costos de produccién (Collins et 41. 1991, Carballo
2001, Bortoluzzi et 4l. 2013). Ante este panorama,
surge la necesidad de investigar alternativas como
el uso de nematodos entomopatogenos (NEP)
para el control biolégico del picudo. Los NEP son
seguros para el agricultor y el ambiente y presen-
tan la ventaja de que pueden buscar activamente la
larva que se encuentra protegida dentro del cormo
(Treverrow et 4l. 1991, Treverrow y Bedding 1993,
Gold et al. 2001, Bortoluzzi et al. 2013).

Los nematodos entomopatdgenos son
organismos pardsitos letales y obligados de
insectos, presentan una distribucién ubicua y
se utilizan como agentes de control bioldgico.
Estos microorganismos establecen una relacién
mutualista con bacterias de la familia Enterobac-
teriaceae, las cuales requieren de este hospedero
para obtener proteccion y lograr diseminarse de
un insecto a otro. Las 2 familias mds importan-
tes y estudiadas son Steinernematidae quien se
asocia con bacterias del género Xenorhabdus y
Heterorhabditidae que establece su relacién con
bacterias del género Photorhabdus (Liu et 4l.
2000, Boemare 2002, Stock y Goodrich 2008,
Vashisth et al. 2013).

El ciclo de vida de Heterorhabditis sp., ini-
cia cuando el estadio juvenil infectivo (JI) busca
e ingresa al insecto por las aberturas naturales
(espiraculos, boca, ano) o por areas delgadas de la
cuticula. EI JI viaja por la hemolinfa y regurgita
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a la bacteria Photorhabdus desde el interior de su
intestino, probablemente como respuesta al reco-
nocimiento y ataque por parte del sistema inmune
del insecto hacia el nematodo (Wang y Bedding
1996, Ciche y Ensign 2003, Ciche et 4l. 2008).

La bacteria prolifera en el hemocele y pro-
duce toxinas que matan al insecto, enzimas que
degradan los tejidos, antibidticos que preservan
el cadaver del ataque de otros microorganismos
y sefales o nutrientes esenciales para el creci-
miento y desarrollo de Heterorhabditis. Después
de 1 a 3 generaciones del nematodo, los nutrien-
tes empiezan a disminuir y el estadio JI con la
bacteria simbionte en su intestino abandona la
larva y permanece en el suelo hasta encontrar
un hospedero adecuado (Burnell y Stock 2000,
Daborn et al. 2002, Ffrench et al. 2003, Au et dl.
2004, Dowling et dl. 2004, Brugirard et dl. 2005,
Waterfield et dl. 2005, Ciche et dl. 2008, Goo-
drich y Clarke 2007, Clarke 2008).

Se han utilizado diferentes cepas de NEP
como agentes de control biolégico de insectos
plaga econdmicamente importante (Bedding y
Miller 1981, Shapiro et al. 2006, Vashisth et
al. 2013), entre ellos C. sordidus (Treverrow y
Bedding 1993, Treverrow 1994, Gold et al. 2001,
Carvajal 2009, Padilla et al. 2010, Mwaitulo et 4l.
2011). En Australia Treverrow (1994) encontr6 que
la aplicaciéon de NEP a plantaciones bananeras
infectadas por C. sordidus fue lo suficientemente

eficaz para mantener las poblaciones del cole6p-
tero en un nivel bajo y evitar dafios importantes
en el cultivo en aquellos puntos donde los niveles
de infeccién eran moderados. En Costa Rica no
se ha evaluado el uso de NEP en el control de C.
sordidus. El objetivo de la presente investigacion
fue evaluar la susceptibilidad de Cosmopolites
sordidus a la cepa de Heterorhabditis atacamen-
sis CIA-NEO7 en condiciones in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Organismos utilizados en el estudio

Se utilizé el nematodo Heterorhabditis
atacamensis CIA-NEQO7 de la coleccion de cepas
del Laboratorio de Microbiologia Agricola del
Centro de Investigaciones Agrondmicas (CIA) asi
como larvas de Galleria mellonella y Tenebrio
mollitor de un pie de cria que se mantiene en el
laboratorio en la forma descrita en Rodriguez et
al. (2009). Las larvas de C. sordidus se extra-
jeron a partir de cormos de banano infectados
provenientes de la Finca San Pablo, ubicada en el
cantén de Siquirres, provincia de Limén, Costa
Rica (Figura 1). Los adultos se colectaron en
trampas tipo cuifla sobre plantas recién cosecha-
das. Adicionalmente, los cormos usados para
dicha investigacién fueron suministrados por el
departamento de entomologia de CORBANA.
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Fig. 1.

Preparacion de los nematodos

Para la cria de nematodos in vivo, se colo-
c6 papel filtro sobre la base de una placa Petri de
8,5 cm de didmetro y se inocul6 con 1 ml de una
suspensién con 200 JI.ml! de la cepa H. ataca-
mensis CIA-NEQ7, posteriormente, se colocaron
4-5 larvas de G. mellonella (Figura 2a) y se sell6
la placa Petri con papel Parafilm™, estas se
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la Plantas de banano afectadas por Cosmopolites sordidus. 1b Extraccién de las larvas en el laboratorio.

almacenaron a temperatura ambiente para que se
desarrollara la infeccién y muerte de las larvas.
Los caddveres se colocaron en una trampa White
(Figura 2b) para la extraccion de los nematodos
(Stock 2008, Rodriguez et 41. 2009). Los juveni-
les infectivos se almacenaron en botellas plas-
ticas de cultivo celular de 25 cm? con solucién
Ringer por un periodo no mayor a 30 dias.



Fig. 2.

AMADOR et 4l.: Nematodo entomopatégeno en el control del picudo del banano 51

Inoculacién de las larvas de Galleria mellonella 'y Cosmopolites sordidus en los diferentes ensayos. 2a Larvas de
G. mellonella, 2b Trampa de White, 2¢ Larvas de C. sordidus primer ensayo. 2d Adultos de C. sordidus, 2e Larvas
de C. sordidus sin inocular. 2f Larvas infectadas con Heterorhabditis. 2g Larvas de C sordidus segundo ensayo, 2h
Larvas con secciones de cormo.
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Para determinar la cantidad de nematodos
presentes en las botellas y preparar las concen-
traciones necesarias para el ensayo, se realizaron
recuentos por triplicado. Para ello, se colocé 1 ml
de la suspensién en una placa Petri cuadriculada
de 5 cm de didmetro, 2 ml de agua desionizada y
3 gotas del surfactante polisorbato-80 al 1%.

Evaluacion del efecto del nematodo
entomopatogeno sobre larvas y adultos de
Cosmopolites sordidus

Se evalué la susceptibilidad de larvas y
adultos de C. sordidus a la infeccion con NEP.
La unidad experimental consisti6 en un plato
de petri con 5 individuos. En cada plato petri se
colocé papel filtro que fue inoculado con 1 ml
de una suspensién con 200 JL.ml"' 40 JLlarva™),
para los tratamientos inoculados y 1 ml de agua
desionizada para los no inoculados. En cada plato
se colocaron 5 ejemplares, larvas o adultos del
insecto segun correspondiera (Figura 2c y 2d).
Ademads a cada plato se le agregd entre 4 y 6 sec-
ciones de aproximadamente 2,0 x 2,5 cm (2,07 g)
del cormo de la planta de banano. Los platos se
revisaron diariamente hasta que la totalidad de
las larvas murio, los adultos se evaluaron durante
1 mes. Posteriormente se colocaron las larvas
muertas en trampas White con el fin de corroborar
que la muerte se debié a la infeccién por NEP. Se
determind el porcentaje de larvas y adultos vivos
en los tratamientos sin inocular (Figura 2e) y en los
tratamiento inoculados (Figura 2f). Para la evalua-
cién del efecto de la aplicacién de nematodos sobre
larvas y adultos de picudo, se utilizo, por separado,
un disefio irrestricto al azar con 5 repeticiones.

Efecto de 5 concentraciones de la cepa
Heterorhabditis atacamensis CIA-NE07
sobre larvas L5 de Cosmopolites sordidus
en platos petri

Se evaluaron concentraciones de 0, 25,
50, 100, 500 y 1000 JLlarva' (0,2, 4,9, 44 y 88
J1.cm™2). Para cada concentracién se utilizaron 5
larvas de C. sordidus y se realizaron 5 repeticio-
nes por tratamiento. Las larvas se colocaron en
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una placa de Petri sobre un papel filtro previa-
mente humedecido con 1 ml de la suspension de
nematodos segin la concentracién evaluada. Se
utiliz6 1 ml de agua desionizada para el trata-
miento 0 JI.cm?.

Para separar las larvas entre si, a cada
placa se le colocé una estructura de cartén duro
que dividié la superficie en 5 secciones iguales
(Figura 2g). Ademds, se agregaron 5 porciones
del cormo de la planta de banano, que sirvieron
de alimento para las larvas (Figura 2h). Las
placas de Petri se sellaron con Parafilm™ y se
incubaron a temperatura ambiente. Se evalud la
mortalidad de las larvas a las 24 horas para las
diferentes concentraciones de nematodos.

Para comprobar que la muerte de las larvas
se debid a la infeccion por el nematodo, la mitad
de las larvas que adquirieron la coloracién rojiza
caracteristica de la infeccién por Heterorhabditis
(Figura 2f) se colocaron individualmente en una
trampa White y a la otra mitad se les realizé una
diseccién a los 12 ddi (dfas después de la ino-
culacion), para observar los nematodos adultos
con ayuda de un estereoscopio. Todas las larvas
muertas con una coloracién distinta fueron colo-
cadas en trampas White para determinar si esta-
ban infectadas o no. Las trampas se incubaron
a temperatura ambiente y se disectaron a los 16
ddi. La Dosis Letal Media (DL) se determiné
mediante un andlisis de regresién del logaritmo
de la concentracién del nematodo y el porcentaje
de mortalidad por medio del programa EXCEL,
para contabilizar tinicamente las larvas donde se
comprob6 la presencia de NEP.

Efecto de cuatro concentraciones de la cepa
H. atacamensis CIA-NEQ7 sobre larvas L5 de
Cosmopolites sordidus en cormos de banano

Se evaluaron concentraciones de 0, 250,
500, 1000 y 2000 nematodos por larva (0, 8296,
16593, 33186, 66372 J1.m2). Se utilizaron cormos
de plantas de banano de 50 cm de alto que fueron
lavados para reducir los restos de suelo adherido.
A cada cormo se le realizaron 3 cortes de forma
triangular de 3 cm de lado y con una profundidad
aproximada de 5 cm, con un cuchillo esterilizado
a la llama (Figura 3). Se extrajo la seccién del
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Fig. 3.

cormo y en cada corte se colocé una larva de C.
sordidus, posteriormente a la seccion extraida se
le redujo la profundidad en aproximadamente 2
cm, con el fin de que al colocarla nuevamente no
dafiara la larva. Esta seccioén se sujet6 al cormo
y se colocaron 2 porciones de alambre alrededor
para evitar que se desprendiera. Cada cormo se
coloc6 en una bolsa pldstica negra de 16x20 cm
con orificios y se agregd 500 g de suelo previa-
mente autoclavado por 1 hora y empleado 4 dias
después. Las bolsas que contenian los cormos, se
colocaron sobre bandejas pldsticas en el laborato-
rio y se incubaron a temperatura ambiente 23,8°C
(min 22,4°C, max 25,5°C) y con una humedad
relativa de 70,3 (min. 69,8, max 71,3). Se utiliza-
ron 7 repeticiones por tratamiento.

Cada cormo se inocul6 con 10 ml de la
suspension de nematodos correspondiente a cada
concentraciéon y 10 ml de agua desionizada para
la dosis 0 nematodos por larva, los nematodos se
aplicaron al suelo. A los 10 dias se extrajeron las
larvas de cada uno de los cormos, se determind

Colocacion de las larvas de Cosmopolites sordidus en el cormo de banano.

el porcentaje de mortalidad para las diferentes
concentraciones de nematodos. A todas las lar-
vas muertas se les realizé una diseccién para
observar los nematodos adultos con ayuda de un
estereoscopio, lo anterior para verificar que la
muerte de las larvas se debi6 a la infeccion por el
nematodo. El porcentaje de mortalidad se deter-
mind al 10 ddi y se contabilizaron tnicamente
las larvas en las que se comprob6 la presencia de
NEP y la DL, mediante un andlisis de regresion
entre la concentracién del NEP y el porcentaje de
mortalidad.

Analisis Estadistico

Para la determinacion del efecto de los
nematodos sobre larvas y adultos de C. sordidus,
se realizo a los datos de las larvas, un analisis de
varianza (ANDEVA) para un nivel de significan-
cia de p=<0,05. Para la separacién de medias se
utilizé LSD FISHER (p=<0,05). El efecto de las
diferentes concentraciones de nematodos sobre
las larvas L5 de C. sordidus en platos petri, se

Agronomia Costarricense 39(3): 47-60. ISSN:0377-9424 / 2015



54 AGRONOMIA COSTARRICENSE

evalué mediante un disefio irrestricto al azar con
5 repeticiones y una unidad experimental de 5
individuos. En la evaluacién de la patogenicidad
de la cepa sobre el estadio L5 del picudo en cor-
mos de banano, se utilizaron 7 repeticiones y una
unidad experimental de 3 individuos. Se realiz6
un analisis de varianza (ANDEVA) para un nivel
de significancia de p<0,05. Para la separacién de
medias se utilizé6 LSD FISHER (p=<0,05). Se uti-
1iz6 el paquete estadistico Infostat (2011).

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de Heterorhabditis atacamensis
CIA-NE-07 sobre larvas y adultos de
Cosmopolites sordidus

El tratamiento inoculado con la cepa CIA-
NE-07 caus6 la muerte del 24% de las larvas al
dia 1, 88% al dia 2 y del 100% al dia 3, diferen-
ciandose del tratamiento control (sin inocular),
los dias 2 y 3, en los que se observé una morta-
lidad de 20% y 28% respectivamente (Figura 4).
Todas las larvas muertas en el tratamiento inocu-
lado presentaron la coloracion roja caracteristica
de la infeccién por Heterorhabditis (Figura 2f), y
su presencia fue corroborada, mediante la técnica

de trampas de White. Asimismo, en ninguno de
los casos la muerte de las larvas en el tratamiento
control se debid a infeccién por H. atacamensis.
El aumento en la mortalidad observado en el con-
trol (8% a 28%), puede deberse a las condiciones
de estrés a las que fueron sometidas las larvas
durante el transporte desde el campo, extraccién
del cormo de banano e incubacidn, al ser expues-
tas a diferentes condiciones de humedad ambien-
tal, disponibilidad de alimento, espacio y luz.

En el caso de los adultos de C. sordidus,
no se encontré diferencia entre la poblacién
inoculada y la utilizada como control. Ambos
grupos se encontraban vivos después de un mes
de realizada la inoculacién. Gold y Messiaen
(2000) senalan que en sustratos himedos el
adulto puede sobrevivir sin alimentarse durante
varios meses. Asi mismo, el adulto del picudo
del banano es uno de los insectos mds resistentes
a los nematodos entomopatégenos, al parecer el
principal factor que determina la susceptibilidad
del picudo es la dificultad de los nematodos para
entrar al hospedero, lo anterior debido a que
el aparato bucal es demasiado estrecho para el
ingreso del nematodo y a que el insecto mantiene
el ano cerrado lo que impide la entrada de los
NEP (Forschler et al. 1990, Treverrow y Bedding
1993, Sanchez 2002). Por otro lado, el adulto a
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Porcentaje de mortalidad de larvas de C. sordidus expuestos a Heterorhabditis atacamensis CIA-NEQ7. Barras con

letras diferentes implican diferencias estadisticamente significativas segtiin LSD p<0,05.
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diferencia de las larvas, presenta una capa de
cuticula muy gruesa que dificulta la entrada del
nemdtodo y aunque Heterorhabditis posee un
diente cuticular que podria penetrar la cuticula,
las articulaciones esqueléticas de este insecto
estdn muy unidas y la membrana interesqueletal
estd poco expuesta (Sirjusingh et al. 1992, Teve-
rrow y Bedding 1993). Otro factor que favorece
la resistencia del adulto a la infeccién por los
NEP son los élitros, estas estructuras cierran el
abdomen de manera que es poco probable que
los nematodos sean capaces de penetrarlos para
llegar a los espiraculos del insecto (Teverrow y
Bedding 1993). Carvajal (2009) evalué la efec-
tividad de H. bacteriophora sobre adultos de C.
sordidus in vitro con 3 distintas concentraciones
de nematodos que permitié alcanzar una morta-
lidad de 35% con la dosis de 1500 JL.adulto! de
picudo, Teverrow y Bedding (1993) obtuvieron
por medio de diferentes cepas de NEP, una mor-
talidad promedio de 38% al dia 8, mientras que
a los 16 dias se incrementd al 94%. Los mismos
autores indican que de 32 cepas de Steinernema
y Heterorhabditis evaluadas, la cepa BW de S.
carpocapsae fue la mds infectiva a C. sordidus
aunque se ocuparon 250 000 JI del nematodo por
trampa para obtener altos nieveles de mortalidad
en adultos. Treverrow (1994) sugiere el uso de
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aditivos que induzcan al adulto a levantar los
élitros mas frecuentemente, aspecto que favorece
el ingreso de NEP. Por su parte, Mwaitulo et al.
(2011) encontraron que 9 aislamientos obtenidos
a partir de plantaciones de banano en Tanzania
causaron la muerte de los estadios larvales, mien-
tras que los adultos fueron resistentes.

En el caso de los adultos podria utilizarse
la combinacién con otros métodos de control bio-
16gico como el uso de B. bassiana la cual se ha
observado que alcanza mortalidades cercanas al
80% de control de adultos en plantaciones comer-
ciales (Navas 2011).

Efecto de 5 concentraciones de la cepa
Heterorhabditis sp. CIA-NEO07 sobre larvas
LS de Cosmopolites sordidus en condiciones
de laboratorio

Como se observa en la Figura 5, las larvas
del estadio L5 de C. sordidus fueron susceptibles
a las diferentes concentraciones de H. acatamen-
sis utilizadas, como las dosis mds altas y que cau-
saron la mayor mortalidad. Las concentraciones
de 100, 500 y 1000 JL.larva™! (9, 44 y 88 JL.cm™)
presentaron un porcentaje de mortalidad de 60%,
80%, y 84%, respectivamente y se diferenciaron
significativamente del tratamiento O JI.larva’

C

+

25 50

100 500 1000

Concentracién (nematodos.larva™)

Fig. 5.

Mortalidad del estadio L5 de C. sordidus expuestos a Heterorhabditis atacamensis CIA-NEO7 en platos petri 1 ddi.

Barras con letras diferentes implican diferencias estadisticamente significativas segtin LSD p<0,05.
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donde las dosis de 500 y 1000 J1.larva presenta-
ron el mayor efecto sobre C. sordidus.

El tratamiento control (0 JI.larva™), pre-
senté una mortalidad no debida a NEP de 24%
sin que ninguna de las larvas presentara sintomas
de infeccién por Heterorhabditis, ni se detectd
la presencia de nematodos adultos en su interior
al observarlas al estereoscopio. Este valor fue
mayor al observado en el experimento anterior,
probablemente porque el espacio para cada larva
fue mds limitado al colocar las separaciones en
las placas.

Padilla et al. (2010) en estudios in vitro
realizados con cepas de H. bacteriophora y S.
feltiae aisladas en las Islas Canarias, encontraron
que a los 5 dias la mayor mortalidad fue obtenida

120
100

y = 29,093x
r2=0,99

80 4
60 -
40 A

20

Porcentaje de mortalidad (%)

con la concentracién 25 JI.cm™ para Steinernema
(85%) y 5 Il.cm™ para Heterorhabditis (100%), a
los 10 dias todos los tratamientos (2,5, 5, 25, 50
y 100 IJL.em™?) de ambas especies causaron la
mortalidad de las larvas.

La DL, para este estadio en condiciones
de laboratorio al ddi 1 fue de 52 JL.larva™; la cual
se obtuvo con base en la ecuacién de la curva de
regresion presentada en la Figura 6. Los resulta-
dos indican que esta cepa fue capaz de infectar y
provocar la muerte de las larvas de C. sordidus,
lo que concuerda con lo expuesto por Ardon y
Kurt (2003), quien afirma que para el caso de los
coledpteros, los nematodos del género Heteror-
habditis son altamente infectivos.

0@ . :
0

2 25 3 3,5

Logaritmo concentracién de nematodos.larva™!

Fig. 6.

Curva de mortalidad del estadio L5 de C. sordidus expuestos a Heterorhabditis atacamensis CIA-NE07 1 dia

después de la inoculacion. Las barras corresponden a la desviacion estandard.

Efecto de cuatro concentraciones de la cepa
H. atacamensis CIA-NE(07 sobre larvas L5 de
C. sordidus en cormos de banano

Cuando se evalu6 el efecto de los trata-
mientos sobre la mortalidad de las larvas L5 de
C. sordidus debida a Heterorhabditis, se encontrd
que los tratamientos inoculados con una concen-
tracién mayor o igual a 500 JI.larva™! aumentaron
significativamente el porcentaje de mortalidad
debida a NEP con respecto al tratamiento O
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JLlarva! (Figura 7). Segtn el anlisis de la curva
de regresion presentada en la Figura 8, la DL,
para las larvas L5 del picudo correspondié a 375
JLlarva, (12444 J1.m), menor que la DL, de
425 Jllarva! encontrada por Rodriguez et 4l.
(2009) por medio de la misma cepa de nema-
todo para controlar larvas L2 de P. elenans en
condiciones de invernadero, lo que indica que las
larvas de Cosmopolites fueron més susceptibles
a los nematodos que las de P. elenans a pesar
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Fig. 7. Mortalidad del estadio L5 de C. sordidus expuestos a Heterorhabditis atacamensis CIA-NEO7 en cormos de banano
10 dias después de la inoculacién. Barras con letras diferentes implican diferencias estadisticamente significativas
seguin LSD p<0,05.
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Fig. 8. Porcentaje de mortalidad del estadio LS5 de Cosmopolites sordidus expuestos a diferentes concentraciones de

Heterorhabditis atacamensis CIA-NEQ7. Las barras corresponden a la desviacién estandar.

de que se encontraban dentro de los cormos. La
concentracién para alcanzar la mayor mortalidad
posible corresponderia, segin la primera deriva-
da de la ecuacién (Figura 8) a 1523 JLlarva™ (5,0
x 10* JL.m?).

En los cormos, la DL50 fue de 375
JLlarva! a los 10 ddi; mientras que en platos

petri fue de 52 Jllarva! al 1 ddi. Lo anterior
evidencia un aumento de 7,2 veces el nimero de
nematodos necesarios para infectar y matar a las
larvas de picudo dentro del cormo; fenémeno que
también fue descrito por Tavares et 4l. (2007),
al evaluar el efecto de 2 especies de nematodos
entomopatdgenos sobre las larvas del gorgojo de
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la cafa de azicar y atribuy$ este aumento en la
dosis de nematodos necesaria para infectar, a la
posibilidad de las larvas de desplazarse a través
del tallo para huir del nematodo, en este ensayo
las larvas cuentan con el interior del cormo para
alimentarse y desplazarse, no asi en el plato petri,
en el que en una superficie de 56,7 cm? se coloca-
ron 5 larvas, mientras que en el ensayo con cor-
mos, los nematodos tuvieron que desplazarse en
el suelo en un drea mayor (904 cm?), enfrentarse
a factores abidticos del suelo y encontrar sitios
vulnerables en el cormo para poder penetrar a
su interior y una vez adentro, localizar al insecto
para infectarlo; todos éstos aspectos contribuye-
ron a que el nimero de nematodos que entran
en contacto con las larvas de picudo sea menor
al inoculado. La posible mayor susceptibilidad
de las larvas a los NEP en los platos Petri pudo
también contribuir a esta diferencia.

El porcentaje de mortalidad no debida a
NEP de las larvas del tratamiento 0 Jl.larva™!
fue de 24% a los 10 ddi, menor que lo observa-
do en los ensayos en platos petri; esto se debe
probablemente a que las larvas dentro del cormo
se encuentran en su hdbitat, al respecto, Gold y
Messiaen (2000), sefialan que el picudo es mas
activo en condiciones de oscuridad y es altamente
susceptible a la desecacion.

Un factor a considerar es que se utilizé
suelo autoclavado con el fin de eliminar los
depredadores del nematodo y de las larvas de
picudo, ademds de eliminar insectos que pudie-
ran ser infectados por el NEP disminuyendo la
cantidad de nematodos disponibles para afectar al
picudo, sin embargo a nivel de campo el nemato-
do debe enfrentarse a condiciones adversas como
la presencia de depredadores, competencia con
otros nematodos, aplicaciéon de agroquimicos,
riego y precipitacion; que aumentarian el nimero
de nematodos necesarios para controlar el picudo
(Kaya y Gaugler 1993).

Este estudio permiti6 determinar las DL,
de H. atacamensis CIA-NEQ7 para el estadio L5
de C. sordidus y comprobar que el nematodo es
capaz de infectar y matar a uno de los estadios
larvales mas desarrollados (L5) atin cuando las
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larvas se encuentran dentro del cormo de bana-
no. Los resultados de este trabajo concuerdan
con lo encontrado Mwaitulo et 4l. (2011) quienes
observaron un aumento en la mortalidad de las
larvas al aumentar la dosis de nematodo y que
estos fueron capaces de penetrar y establecerse
en las larvas de picudo de banano. Cabe enfatizar
la importancia del efecto adverso de los JI hacia
las larvas de C. sordidus, al ser la fase larval la
que cava tdneles longitudinales en la superficie
de la planta para luego penetrar hacia su interior
(Ardon y Kurt 2003), sin embargo antes de la uti-
lizacién de estos nematodos como controladores
bioldgicos es necesario un estudio en campo que
corrobore los resultados obtenidos en esta inves-
tigacién. Por tltimo es importante destacar que el
adulto de C. sordidus, el cual es el foco de infes-
tacidn presenta una alta resistencia a la infeccion
del nematodo (Sirjusingh et al. 1992, Carvajal
2009, Sanchez 2002, Mwaitulo et al. 2011), por
lo que es necesario combinar el uso de los NEP
con otras técnicas como trampas de pseudotallo,
empleo de semilla sana y hongos entomopat6-
genos como parte de un manejo integrado del
picudo del banano (Gold et 4l. 2001, Sirjusingh et
al. 1992, Treverrow y Bedding 1993).
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