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Sintesis

La presente investigacion se realiz6 en el Laboratorio Agropecuaria Il de la
Universidad de Sancti Spiritus José Marti Pérez con muestras de suelo de la CCS
cafetalera Alberto Delgado, municipio Trinidad en el periodo comprendido desde
noviembre 2015 hasta enero del 2016, con el objetivo de aislar cepas de
nematodos entomopatdégenos con un alto grado de establecimiento y virulencia
sobre la broca del café. Se tomaron muestras de suelos y mediante las trampas
con Galleria mellonella se realizd el aislamiento de las cepas de nematodos.
Ademas, se efectud una caracterizacion de los suelos de las &reas prospectadas
con presencia de nematodos y la identificacion genérica y la morfometria de
nematodos aislados, asi como la determinacion del numero de hermafroditas/
ndamero de nematodos por larvas de G. mellonella. Se efectud la determinacion de
la viabilidad de la cepa prospectada y un Test de susceptibilidad de las larvas de
Galleria mellonella. Donde se obtuvo que los suelos donde se realizaron los
aislados las caracteristicas fisicas y quimicas de las muestras donde se
encontraba el platano como cultivo presente mostré los mejores porcentajes de
MO y FE con un mayor numero de 1Js3 hermafroditas. Los nemétodos aislados se
clasificaron como uno perteneciente al género Heterorhabditis (denominada JY-
16) y otro a los Mermithide con valores de viabilidad superiores al 92% en 24
horas y superiores a la cepa P2M.Los porcentajes de mortalidad alcanzados con
esta cepa en comparacion con la P2M fueron inferior con todas las
concentraciones utilizadas.



Synthesis

This research was conducted at the Agricultural Laboratory IIl of the University of
Sancti Spiritus with soil samples from the coffee at the collective farmer Alberto
Delgado, municipality of Trinidad in the period from November 2015 to January
2016, with the aim of to isolate strains entomopathogenic nematode with a high
degree of establishment and virulence on the coffee berry borer. Soil samples were
taken and by the traps with Galleria mellonella isolation of nematode strains was
performed. Moreover, a soil characterization prospected areas with presence of
nematodes and generic identification and morphometry isolated nematodes, as
well as determining the number of hermaphroditic / number of nematodes G.
mellonella larvae was made. determining the viability of the strain and prospected
susceptibility test Galleria mellonella larvae it was performed. Where it was found
that soil isolates were performed where the physical and chemical characteristics
of the samples where banana cultivation as this was showed the best percentages
of organic matter and structural factor with a greater number of [1J3
hermaphrodites. The isolated nematodes were classified as one belonging to the
genus Heterorhabditis (called JY-16) and another to the Mermithide with values
greater than 92% viability at 24 hours and above strain P2M.Los mortality rates
achieved with this strain compared with P2M they were lower with all
concentrations used.
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Introduccién:

A nivel mundial la exposicion de las personas a los productos quimicos en los
alimentos y el ambiente va en ascenso y con mayor frecuencia provienen de los
plaguicidas utilizados en los procesos agricolas. Este hecho ha despertado el
interés en toda la sociedad en especial de cientificos y ecélogos que han
enmarcado sus investigaciones en las evidencias que relacionan el uso
inadecuado de quimicos para el control de plagas, con degradacién de la calidad
de las aguas, contaminaciéon de suelos, aparicion de insecto-resistencia y
problemas de salud en el hombre, asi como el desarrollado técnicas y métodos
ecoldgicas con enfoque conservacionista en la produccion de alimentos (Clavel et
al, 2009).

El empleo de entomdéfagos y entomopatégenos en el manejo de plagas, teniendo
en cuenta el contexto sociocultural, econémico y tecnoldgico de los sistemas
agrarios, constituye una alternativa viable y sostenible para paises en desarrollo.
Los nematodos de las Familias Steinernematidae y Heterorhabditidae (neméatodos
entomopatdgenos), son agentes de control biolégico de amplia utilizacion a escala
mundial, y existen numerosos productos comerciales en América Latina, Europa,

Japoén y Estados Unidos de América (Rodriguez et al., 2012).

Estos neméatodos poseen una combinacion casi Unica de atributos deseables en
los biorreguladores, como su amplia gama de hospedantes y capacidad para
provocar altos indices de mortalidad; son ambientalmente seguros; pueden
producirse a diferentes escalas mediante métodos in vivo e in vitro; los estadios
infectivos (ji 6 ijs) pueden ser formulados y almacenados; el registro de los
productos se requiere en pocos paises; son facilmente aplicables con los equipos
estandares, el riego y humerosas cepas son compatibles con diversos productos

guimicos y otros agentes biorreguladores (Rodriguez et al., 2012).



Su uso en Cuba esta extendido a zonas agricolas en todo el territorio nacional,
donde Heterorhabditis bacteriophora Poinar cepa HC1 se reproduce
artesanalmente en 33 Centros de Reproduccion de Entomoéfagos vy
Entomopatégenos (CREE) y se aplica en decenas de municipios. Heterorhabditis
indica (Poinar, Karunakar & David) cepa P2M se emplea en el manejo de diversas
plagas, con énfasis en Pachnaeuslitus Guer, mientras Heterorhabditis spp. cepas
CIAP-DEY-6 y CIAP DEY-7 se emplearon para Phyllophaga spp. En Cuba, estas
cepas se emplean en el manejo de Plutella xylostella L., Spodoptera frugiperda
Smith, Heliothis spp., y varios representantes de Hemiptera, entre otras (Pozo et
al., 2011).

Cuba posee un nivel medio de desarrollo en los estudios relacionados con NEPS;
sin embargo, la informacion esté dispersa y poco disponible en bases de datos de
internet o revistas de amplia circulacion. Como resultado de ello se conoce poco
en otras latitudes acerca del trabajo de colectivos de investigadores cubanos en el
desarrollo y uso de nematodos entomopatégenos, elementos que son de interés
para la comunidad cientifica y productiva en América Latina (Rodriguez et al.,
2011).

Teniendo en cuenta la aceptacién de los nematodos entomopatégenos por parte
de los productores, se establecen entre otros retos para la tematica en Cuba,
emprender estudios para el desarrollo del cultivo in vitro (por fermentacién liquida)
de neméatodos entomopatogenos, al aprovechar asi las capacidades instaladas y
experiencia acumulada en el pais en la produccion de medios biolégicos de uso
agropecuario, mejorar las formulaciones de neméatodos entomopatdégenos,
continuar estudios relacionados con las aplicaciones en campo como dosis,
frecuencia y momento de aplicacién para cada diana y compatibilidad con otros

productos quimicos y biologicos(Vazquez et al.,2010).



Situacién problemica:

La busqueda de nematodos autéctonos en los lugares donde se realizaran las
aplicaciones, constituye un pilar fundamental en los empefios de cientificos por
elevar la efectividad en el control de plagas, por lo que las prospecciones de cepas
de nematodos entomopatdgenos son estudios que demandan la integracion de

equipos de trabajo multidisciplinarios e inter-institucionales, (Sharma et al., 2011).

Problema cientifico: ¢Existen cepas autdctonas de nematodos entomopatégenos

en la CCS cafetalera Alberto Delgado, municipio Trinidad?

Hipotesis: Si se realiza una prospeccion de cepas autéctonas de nematodos
entomopatdgenos en la CCS cafetalera Alberto Delgado, municipio Trinidad, se
podria aislar cepas con un alto grado de establecimiento y virulencia sobre la

broca del café.

Objetivo general: Aislar cepas de neméatodos entomopatégenos en la CCS
cafetalera Alberto Delgado, municipio de Trinidad, con un alto grado de

establecimiento y virulencia sobre la broca del café.

Objetivos especificos:

1. Caracterizar los suelos de las areas prospectadas y su relacion con el
establecimiento de los nematodos entomopatégenos.
2. Determinar genérica y morfométricamente los nematodos aislados.

3. Evaluar la susceptibilidad de estos asilados sobre larvas de Galleria mellonella.



1. Revision bibliogréfica
1.1 Caracteristicas generales de los EPNs:

Los nematodos entomopatégenos se clasifican como nematodos asociados con
bacterias simbiontes y son gusanos cilindricos no segmentados, que poseen una
cuticula exterior acelular bajo la cual se encuentra la epidermis seguida por las
fibras musculares longitudinales, carecen de peritoneo, razon por la cual se
incluyen dentro de los seudocelomados. Tienen sistema excretor, nervioso,
digestivo, reproductivo y muscular, pero sin sistema circulatorio y respiratorio,
caracteristicas que le brindan facil adaptabilidad a diferentes medios y tipos de
suelos (Diaz, 2004).

Los nematodos entomopatdégenos se enmarcan segun (Castro, 2004) dentro del
“Phylum Nemathelminthes (del griego nema, filamento y helmis, gusano); este
grupo comprende un muy rico en especies y variados en sus formas. Ellos
presentan simetria bilateral, tres capas germinales, sin verdadera segmentacion,
apéndices o probdscide, son pequefios, algunos microscopicos con el cuerpo en
forma cilindrica. La pared del cuerpo esta formada por una cuticula resistente lisa
o estriada, a menudo con espinas, escamas, placas, entre otras. En la mayoria, la
cuticula esta sujeta a mudas durante el crecimiento o durante toda la vida y por
debajo de esta presenta una epidermis sinsicial o celular a la que siguen las fibras
musculares. Su cavidad corporal es un seudoceloma y los 6rganos son tubulares,
con sistema digestivo completo, consistente en un tubo recto con boca y ano, casi
siempre los sexos separados, el macho habitualmente mas pequefio que la
hembra y el ciclo de vida puede ser sencillo o complicado, con o sin hospedante

intermediario”.

Fernandez et al. (2011), exponen que dentro de los neméatodos entomopatdégenos
se encuentran algunos de gran importancia, los cuales pueden parasitar insectos

como son los neméatodos pertenecientes a los 6rdenes Mermithida y Rhabditida; o



pueden ser utilizados para controlar fitonematodos como es el caso del orden
Mononchida. Las caracteristicas generales de estos agentes son: presencia de
una cuticula transparente que los protege de la deshidratacion, el aparato bucal no
es igual que el que posee los fitonematodos, son altamente especializados debido
a que tienen un habito de vida diferente al de los nematodos que atacan las
plantas. Ellos tienen gran importancia como reguladores naturales de poblaciones
de insectos, lo cual, a su vez, nos permite que algunos puedan ser utilizados en la

lucha biologica.

Ehlers (2007), plantea que el orden Rhabditida esta constituido por nematodos
pequefios que no tienen ningun estilete bucal, tienen un claro orificio bucal
esclerosado, donde algunas especies se caracterizan por su modo de vida como
pardsitos de insectos. Sus larvas en el tercer estadio (larvas duraderas) pueden
soportar largos periodos de condiciones desfavorables del medio, al garantizar de

esta forma su posterior desarrollo.

Las familias Steinernematidae y Heterorhabditidae constituyen nematodos
entomopatdégenos que se presentan en varias regiones del mundo. Ellos infestan
selectivamente muchos insectos y otros pequefios artropodos, son inocuos al
hombre, a los mamiferos y a las plantas. La relativa rapidez con que causan la
muerte a los insectos hospedantes (24-48 horas) y la alta variabilidad de su accién
ha despertado gran interés en su uso en el control biolégico como agente en el
Manejo Integrado de Plagas (Woodring and Kaya, 1988) y su clasificacion
taxondmica es:

Reino: Animalia

Phylum: Nematoda

Clase: Adenophorea

Subclase: Secernentea

Orden: Rhabditida

Suborden: Rhabditina

Superfamilia: Rhabditoidea



Familias: Steinernematidae y Heterorhabditidae

1.2 Ciclo de vida.

La mayoria de los nematodos tienen un ciclo de vida simple que incluye el huevo,
cuatro fases juveniles (separadas por mudas) y el adulto. La fase infectiva es el
estado juvenil j3. Los infectivos juveniles (ijs) son particularmente resistentes a las
condiciones desfavorables ambientales. Los ijz tienen células vivas de las
bacterias simbiontes en su intestino y llevan la bacteria de hospedante a
hospedante. Los infectivos generalmente son envainados dentro de la cuticula del
j2 que no se desprendi6 de la misma al pasar al ijs, pero esta separado e intacto de
esta segunda pared. Los ijs son los unicos de vida libre (fuera del hospedante) y
contienen reservas de energia en carbohidratos, no se alimentan y pueden
sobrevivir cuando las condiciones son desfavorables (humedad temperatura
apropiada y oxigeno disponible) y miden de 400 a 1500 micras dependiendo del

largo de las especies (Georgis y Hague, 2009).

Steinernema presenta sexos separados en todas las generaciones, de las cuales
las hembras son consideradas gigantes y los machos pequefios con produccion
de progenie, donde la primera generacion esta compuesta por hembras, adultos
gigantes que producen la generacién subsiguiente, condicion que se ha creido sea
debido a la abundancia de alimentos. La progenie de la préxima generacion en
muchos casos se alimenta de los suplementos vacios formando un nuevo infectivo
juvenil. Se completa una tercera generacion cuando las condiciones son
beneficiosas y existe alimento disponible. Los ijs salen fuera del hospedante para
buscar un nuevo hospedante. El ciclo descrito requiere de 10-14 dias para S.
feltiae, en los dltimos instares de Galleria mellonella. En pequefios insectos puede

permitir una generacion (Woodring and Kaya, 1988).

El ciclo de vida de Heterorhabditis es esencialmente igual al de Steinernema, ya
que ellos entran al hospedante ademas de las aberturas naturales del cuerpo, por

otras aberturas y cuticula de la membrana intersegmental mas suave, pues



poseen un diente que les permite entrar directamente. La primera generacion que
se desarrolla es hermafrodita y una generacion a partir de esta produce adultos

sexuados que producen a su vez los ijz (Certis, 2003).

1.2.1 Busqueday Penetracién.

Estos neméatodos poseen dos estrategias basicas para encontrar al hospedante.
Algunas especies manifiestan el tipo de “espera pasiva” (ambusher) en la que los
individuos permanecen cerca o en la superficie del suelo e infestan a los insectos
moviles que se alimentan en la interfase del suelo y los que tienen una estrategia
de “busqueda activa” (cruiser) como ocurre en H. bacteriophora que tienden a ser
muy moviles y responden a las emanaciones quimicas de los hospedantes,
infestando fundamentalmente a los insectos menos moviles. Los nematodos
penetran en el hospedante por las aberturas naturales (boca, ano o espiraculos) y
en el caso de Heterorhabditis también pueden penetrar directamente a través del

tegumento intersegmental (Castro, 2004).

Esta atraccion de los nematodos a estimulos quimicos es atribuida a menudo a la
orientacion Klinotactica. Segun (Gaugler, 2004) los juveniles infectivos de
Steinernema carpocapse. Los nematodos penetran en el hospedante por las
aberturas naturales (boca, ano o espiraculos) y en el caso de Heterorhabditis
también pueden penetrar directamente a través del tegumento intersegmental
(Cruz, 2007).

1.2.2Proceso de infeccion.

Una vez que el nematodo se instala en el hemocele, libera las células de la
bacteria a través del ano, las que proliferan y matan al insecto a partir de las
primeras 24 h, modificando los tejidos y creando condiciones para permitir el
desarrollo de los nematodos, que se alimentan tanto de los tejidos

semidegradados como de las propias células bacterianas. Rapidamente ocurre el



paso al cuarto estadio los que daran origen a adultos hermafroditas
(Heterorhabditis) o machos y hembras (Steinernema). Una 0 mas generaciones
anfimicticas pueden ocurrir en el hospedante hasta que escasea el alimento,
momento en que los juveniles infestivos abandonan el cadaver y buscan de un

nuevo insecto (Gaugler ,2004).

Segun (Diaz, 2004) infestan selectivamente muchos insectos y otros pequefios
artrépodos, son inocuos al hombre, a los mamiferos y a las plantas. Dentro de sus
potencialidades se destacan la relativa rapidez con que causan la muerte a los
insectos hospedantes (24-48 horas) y la alta variabilidad de su accion, asi como
sus habilidades de desplazarse en la busqueda de los patégenos, lo cual
constituye un elemento a tener en cuenta en la utilizacién como medios bioldgicos

y biorreguladores en la produccién agricola.

1.2.3 Bacterias asociadas.

(Woodring y Kaya ,1988) exponen que la bacteria asociada al mutualismo con
Steinernema y Heterorhabditis pertenece al género Xenorhabdus y son mdviles
con flagelos peritricos, Gram negativas y anaerobias facultativas. Estos autores
reconocen dos especies como X. nematophilus para Steinernema y X.
luminescens para Heterorhabditis, pero (Pozo et al.,2003) describen la
transferencia del género Xenorhabdus a Photorhabdus, ubicAndose actualmente
para los nematodos del género Steinernema las bacterias del género

Xenorhabdus y para Heterorhabditis el género Photorhabdus.

(Fisher-le Saux et al, 1998) en pruebas de PCR amplificado demostraron la
existencia de cinco especies de Xenorhabdus asociadas a Steinernema de la
region del Caribe y son ellas: X. nematophilus, X. poinare, X. bovienii, X. beddingii
y X. japonicus y una sola especie de Photorhabdus que es P. luminescens para

las especies del género Heterorhabditis.



La interrelacién entre el nematodo y la bacteria se considera simbiotica porque el
nematodo no se puede reproducir dentro del hospedante sin la accion de la
bacteria y esta no puede penetrar a la hemolinfa del insecto para reproducirse y
causar la infeccion si el nematodo no la transporta ya que se ha demostrado que
no es patdégena cuando se ingiere directamente. En la simbiosis, el neméatodo
posibilita la proteccion de la bacteria no solo ambiental sino incluso, es capaz de
destruir el sistema inmune del insecto con la produccion de toxinas extracelulares
garantizando de esta forma el desarrollo bacteriano. Ademas, facilita el transporte
de la bacteria desde un cadaver a otro organismo hospedante (K. Divya and M.
Sankar, 2009).

Cada especie de nematodo tiene una asociacion natural con una sola especie de
bacteria, mientras que una especie de bacteria puede asociarse con mas de un
tipo de nematodo. Estos géneros de microorganismos producen antibiéticos como
caracteristica primordial para la actividad bioldégica puesto que representa un
mecanismo de minimizacion de la competicion de otros organismos por los
nutrientes lo cual ha de garantizar al nematodo su maximo potencial de

reproduccion (Lewis et al., 2003).

Estas especies de bacterias son notoriamente proteoliticas, como se ha de
esperar para organismos que viven en medios altamente enriquecidos con
proteinas tal como es la hemolinfa de los insectos. Las proteasas ayudan a
degradar los tejidos hemolinfaticos y hacerlos asequibles al nematodo, pero
ademas se ha determinado que juegan un importante papel en la inactivacion del
sistema de defensa de los insectos al igual que las quitinas (K. Divya and M.
Sankar, 2009)

1.2.4 Métodos de obtencidén, Seguridad y Registro.
Estos nematodos son de facil obtencidon, pues Rabditis especiales de los géneros
Steinernema (Naeoplectana) y Heterorhabditis se pueden criar en condiciones de

laboratorio en polillas de la cera (Galleria mellonella) o en medios artificiales, lo



que permite utilizarlos como medios de control bioldgico de diferentes plagas; sus
simbiontes son seguros y no muestran evidencia de patogenisidad a los
mamiferos, ademas de lo que ha sido publicado en la literatura cientifica, han sido
conducidas pruebas de seguridad por el Instituto Pasteur y compaiiias
comerciales. Ningun atributo de los neméatodos pudo ser identificado como
prohibitivo para el uso en el biocontrol (Ehlers, 2007).

Todas las evidencias cientificas disponibles apoyan a la conclusiéon: los
nematodos entomopatdgenos son seguros para el entorno, asi como también la
produccién y el personal de aplicacion, para el pueblo en general y para los
consumidores de los productos agricolas tratados con NEPs. Sélo un poco de los
riesgos muy remotos pudiera ser identificado, ya que estos son animales
beneficiosos y aunque estan asociados con bacterias, en la mayoria de los paises
no se colocan en la categoria de microorganismos para el control de plagas
(Ehlers, 2007).

1.2.5 Permanencia de los NEPs en el suelo y mecanismos de supervivencia.

Segun (Blanca et al., 2004) el suelo es un medio de cultivo y en el viven
organismos que realizan un conjunto de procesos necesarios para la continuacién
de la vida, donde los nematodos entomopatdégenos parte de este grupo de
organismos, muy importantes en la lucha biol6gica, destacandose el género
Heterrhabditis, el cual es de gran importancia en el control de plagas e integrante

de la fase biolégica del suelo.

Se ha demostrado que la mayor cantidad de nematodos en el suelo se encuentra
a unos 10 cm de profundidad aproximadamente, apreciandose una diferencia a los
cinco y 15 cm. El hecho de que los mejores resultados se hayan obtenidos a los
10 cm de profundidad tiene su fundamentacién biolégica en que estos organismos
descienden buscando la humedad y a una profundidad de cinco cm hay menor
permanencia de estos debido a la influencia de las altas temperaturas y una

elevada incidencia de los rayos solares que provocan que los nematodos se
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deshidraten y mueran, en tanto a los 15 cm de profundidad existe un déficit de
oxigeno, por lo cual las poblaciones de nematodos disminuyen (Blanca et
al.,2004).

Debido a que estos nematodos son muy susceptibles a condiciones ambientales
extremas han desarrollado los siguientes mecanismos de supervivencia
(Rodriguez et al., 2012).

1- Agregacion: Ocurre comunmente en muchas especies de nematodos y les
permite proteccion contra la desecacion y radicacion solar. En este caso los
nematodos de la periferia mueren y actlan como una barrera que protege contra

factores ambientales adversos a los individuos ubicados en el centro.

2- Inactividad: Si bien la movilidad constituye una ventaja en la blusqueda activa
de los hospedantes la inactividad que pueden desarrollar se convierte en una
ventaja para su supervivencia al reducir el uso de sus reservas energéticas y no
resultar atractivos para sus depredadores, reduciéndose las probabilidades de ser

encontrados por sus enemigos.

3- Deshidratacion: La pérdida de gran parte del contenido del agua de su
organismo hasta el punto donde el metabolismo es completamente detenido da
como resultado un estado de suspension total de la animacion denominado
criptobiosis anhidrobiotica. Esta puede desarrollarse tanto en ambiente natural

como en condiciones de laboratorio.

1.2.6 Rango de hospedantes.

Méas de 1000 especies de insectos pertenecientes a los 6rdenes Coledptera,
Diptera, Himendptera, Lepidoptera, Ortéptera, Iséptera, Thysanoptera, Homoptera
y Hemiptera, entre otros han resultado ser hospedantes de los nematodos
entomopatdégenos en condiciones de laboratorio y campo. A pesar de que se

considera que practicamente no existen especies de insectos que no sean
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susceptibles a estos entomopatégenos, lo cierto es que las barreras de
comportamiento provocan una reduccion de la eficacia de los nematodos para
seleccionar pocos hospedantes o grupos de ellos, de ahi que una vez que son
aplicados (al suelo o follaje) en condiciones de campo, las especies (aislamientos)

se comporten de manera diferente (Hernandez ,2010).

En experimentos de campo muchas plagas han sido controladas con éxito, entre
las que se encuentran, Cylas formicarius L. (Tetuan del boniato); Plutella xillostela
L. (polilla de la col); Spodoptera frugiperda y otras. (Castellanos ,2000) estudi6 en
condiciones de laboratorio el parasitismo de los nematodos entomopatégenos H.
bacteriophora (HC1) y Steinernema spp. (SCi) sobre varias especies del Orden
Homoptera: Coccus viridis Green (Coccidae), Aphis gossyppii (Aphididae),
Aleuroglandulus malangae y Bemisia tabaci (Aleyrodidae). En la evaluacion
realizada a las 72 horas se determind que H. bacteriophora resulto mas eficiente
que Steinernema spp. sobre las especies de insectos evaluadas con mas de 80 %
de mortalidad en todas las especies excepto en tabaci con un 38,9 %.

Los neméatodos entomopatdogenos son utilizados en Cuba desde finales del
pasado siglo y diversos colectivos de investigacion han abordado su estudio, los
que fueron iniciados por Magda Montes, pionera de la tematica en Cuba. Los
trabajos iniciados por la pionera de esta tematica en Cuba, no fueron de
prospeccion y el descubrimiento de la cepa P2M de Heterorhabditis indica (Poinar,
Karunakar & David) fue un hecho fortuito y se produjo cuando la autora estudiaba
la biologia del picudo verde azul de los citricos (Pachnaeuslitus Germar) en

campos de La Habana, (Rodriguez et al., 2012).

En la década de los afios noventa, la reproduccion masiva de nematodos recibio
un impulso ostensible con la introduccion de estos organismos en los Centro de
Reproducciéon de Entomdéfagos y Entomopatégenos (CREE) del Ministerio del
Azulcar, donde la cepa HC1 de H. bacteriophora y las instrucciones basicas para

producirla sobre G. mellonella fueron introducidas en 1994 en el Centro de
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Referencia de Control Biologico de Quivican por el Centro Nacional de Sanidad
Agropecuaria (CENSA) (Sanchez, 2003).

Segun la informacion consultada, el primer estudio de prospeccion lo desarrollé un
grupo del Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA), liderado por la Dra.
Lourdes S&nchez a inicios de los afios 90. En él se colectaron y analizaron 251
muestras en 27 tipos de cultivos de 9 provincias y se hallaron 7 aislados de
nematodos entomopatégenos (6 de Heterorhabditis spp. y 1 de Steinernema spp.).
Los aislados provinieron de campos de citricos (Citrus spp.), cafeto (Coffea spp.) y
guayabo (Psidium guajava L.), lo que represent6 un 2,79 % de muestras positivas
(Rodriguez et al., 2012).

En Villa Clara, desarrollaron posteriormente otro estudio de prospeccién, en
cultivos de boniato (Ipomoea batatas L.), arroz (Oriza sativa L.), banano (Musa
spp.) y sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench), y encontraron dos aislamientos del
género Heterorhabditis en el dltimo cultivo, que denominaron CIAP-DEY-6 y JY-16
(Pozo et al., 2003)

Para lograr el éxito en las aplicaciones de nematodos entomopatégenos en el
control de la broca del café se requiere del establecimiento y supervivencia del
nematodo en el suelo. Para suplir estas demandas se emplean dosis altas en
manejo de las plagas incurriendo en grandes gastos econdmicos, por tanto,
constar con cepas autoctonas de las areas cafetaleras en las condiciones
edafoclimaticas de las zonas montafiosas de la region central del pais en las
provincias de Cienfuegos, Villa Clara y Sancti Spiritus sigue siendo una deuda
pendiente en el manejo de plagas, que econdmicamente causan grandes dafios a

los rendimientos del cultivo.

13



1.2.7 Reproduccién Masiva in vivo y estrategias de aplicacion en plagas
agricolas.

En este tipo de reproducciéon se utiliza a los insectos como pequefios reactores
biologicos y generalmente se emplean larva de Galleria mellonella, lepidoptero
conocido como polilla de la cera o de los apiarios, debido a su disponibilidad
comercial. Tanto el inéculo como el producto del proceso son los estadios
juveniles. Generaciones de nematodos se desarrollan dentro del cuerpo de las
larvas del insecto a temperaturas entre 20 y 25 °C, durante unos 10 dias y son
colectados empleando las denominadas ~ Trampas White". Segun estos autores,
los rendimientos promedios que se obtienen oscilan entre 30 000 y 50 000
juveniles /larva; (Woodring y Kaya ,1988).

Los nematodos entomopatdgenos son compatibles con algunos insecticidas
clorinados, carbamatos y organo fosforados en solucion acuosa. Ciertos
funguicidas, acaricidas, insecticidas y herbicidas no afectan o tiene poco efecto
sobre los infestivos juveniles, potencialmente es factible su aplicacibn combinada,
como lo demuestran los resultados de (Head et al, 2000). En cuanto a los medios
bioldgicos, estos autores en 1989, descubrieron que Bacillus thuringiensis (Bt)
también puede ser combinado con los nematodos entomopatégenos, ellos
observaron que los infestivos juveniles de Steinernema carpocapsae penetraron
igualmente insectos infestados por Bt que los sanos, pero que los primeros

murieron mas rapido.
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2. Materiales y métodos:

El trabajo se realizd en el Laboratorio Agropecuaria Ill de la UNISS y en la CCS
cafetalera Alberto Delgado, municipio Trinidad. Los suelos para la prospeccion se
tomaron en horario de la mafiana de 10 al5 centimetros de profundidad y a una
distancia de 20m entre las muestras dentro de una misma locacion. El total de
muestras tomadas por cada sitio de prospeccion estuvo en dependencia del area

total y de los cultivos, asi como de las condiciones edaficas del mismo.

2.1 Aislamiento de nematodos entomopatdégenos:

Las muestras de suelo se tomaran en porciones pesadas de un kg + 0.2 kg, se
colocaron en bolsas de polietileno (PVC) y selladas para evitar la pérdida de
humedad. En cada punto de muestreo se tomaron dos muestras 0 mas y se
anotaron el estado de los suelos respecto a estar o no cultivado, roturado y edad o
fenologia del cultivo, cercania con afluentes y en el laboratorio se le agregé agua
estéril cada 24 horas para mantener el suelo con la humedad requerida, hasta la
colocacion de las larvas de G. mellonella del dltimo instar, segun la metodologia

propuesta por (Bedding y Akhurst ,1975) de la “Trampa de Galleria”.

Las muestras se enumeraron y colocaran en bandejas de 31cm de largo por 24cm
de ancho y 6,5cm de alto, se homogenizé6 el suelo y en los casos necesarios se
aplic6 agua destilada y estéril para corregir la humedad del suelo segun la
metodologia de (Gaugler ,1999). En las bandejas se colocaron 10 larvas de G.
mellonella y se realizaron observaciones cada 24 horas durante 10 dias y se
anotaron el numero de larvas muertas por dia, y los cadaveres se retiraron a una
placa estéril de 7 cm de didmetro, con papel de filtro esterilizado y se les aplicaran
hipoclorito de sodio al 1 % por un minuto, con el fin de esterilizar su cuerpo
externamente y poder aislar sin contaminacion los nematodos entomopatogenos.
Transcurridos de tres a cinco dias posterior a la muerte de las larvas se realiz6 en
el sistema White o Puente y para discernir entre nematodos parasitos o saprofitos

fueron aplicados los postulados de Koch (Poinar, 1990).
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Las muestras de suelo una vez terminado el proceso de prospeccion seran
llevadas a los laboratorios de fisica de suelo del Centro de Investigaciones
Agropecuarias de la Universidad Central “Marta Abreu” de las Villas, para su

identificacion.

2.2Caracterizacion de los suelos de las &reas prospectadas de nematodos

entomopatdgenos:

> Analisis quimico del suelo
Se realizé utilizando los siguientes métodos:

pH (H20) y pH (KCL): Mediante el potenciometro. Relacion suelo: solucion

> Analisis Fisicos del Suelo
Se realizé utilizando los siguientes métodos:
Factor de Estructura (FE): A través de la determinacion de arcilla sin dispersar
(b) y arcilla previamente dispersada, de acuerdo con el andlisis mecanico (a)
segun la férmula de Vageler y Alten citado por (Cairo ,2003).

a->b

a-100

FE =

Materia organica (M.O.) (%): Se realizo por el método de Wualkley y Black para
lo cual fue utilizado dicromato de potasio y acido sulfurico concentrado. El pH en
agua (pH H20) y en cloruro de potasio (pH KCI), potenciométricamente, en
relacion suelo - soluciéon 1:2,5. (Cairo, 2000)

2.3 ldentificacion genérica de los nematodos entomopatdgenos:

Para identificar los neméatodos entomopatégenos y conocer a cual género
pertenecen los nematodos aislados de las larvas muertas se inocularon de nuevo
en larvas de G. mellonella y después de obtenidos los nematodos
entomopatdégenos se determind el género de los mismos por las tonalidades y

coloraciones adquiridas por las larvas cuando mueren. Segun el color, se
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caracterizan si corresponden a Steinernema (sin cambio de color) o
Heterorhabditis (cambio a rojizo) y se montaron en preparaciones fijas con lugol en
un portaobjetos, cubierto por un cubre objetos y observados para su medicion y

toma de valores cuantitativos en un microscopio clinico a 100 x inmersion.

2.4 Morfometria de neméatodos aislados y determinacién del numero de
hermafroditas/ numero de neméatodos por larvas de G. mellonella:

Se realizaron las mediciones a nematodos colectados tomando la primera
generacion de infectivos juveniles conservados a 25 °C. Los aislados positivos
fueron montados en preparaciones fijas con una solucién de lactofenol y
posteriormente se le afadid glicerina anhidra que sirvi6 para deshidratar al
organismo y como soporte en el cubreobjetos para evitar el aplastamiento de los
especimenes; luego se observaron para su medicibn y toma de valores

cuantitativos en un microscopio clinico a 100 x inmersion.

2.5 Determinacién de la viabilidad de la cepa prospectada:

La cepa aislada se conservo a temperatura ambiente en un frasco especial, de
cultivo de microorganismos empleados también en el almacenamiento de estos
organismos por autores como (Pozo, 2010) y para el calculo de la viabilidad se
tomd un mililitro de la solucion final de los tratamientos y se realizaron N cantidad
de disoluciones (1ml en 10ml) hasta que se pudieran cuantificar los individuos
vivos y muertos por cada gota. Se realiza la sumatoria se calcula el porcentaje de
viabilidad mediante las formulas siguientes propuesta por (Woodring y Kaya,

1988), Una vez determinada la viabilidad de esta cepa fue comparada con la cepa

JqV==———
Donde: > Tic
JiV= Porcentaje de ijs Vivos
TJive= Sumatoria de ijs vivos contados

TJic= Sumatoria de ijs contados
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2.6 Test de susceptibilidad de las larvas de Galleria mellonella:

Se realizaron pruebas de inoculaciéon y recuperacion con larvas de G. mellonella a
inoculacién de cinco concentraciones, las cuales se compararon los jis cosechados
con los jiz cosechados de la cepa control en este caso la identificada para Cuba
por (Fisher Le-Soux et al ,1998), en el Centro Internacional de Nematologia del
Caribe como Heterorhabditis indica Poinar P2M, y se realizaron los analisis

estadisticos para la comparacion entre las mismas:

1. 20 individuos juveniles infestiles (ijs)/ larva en 1ml/ placa
2. 45 individuos juveniles infestiles (ijs3)/ larva en 1ml/ placa
3. 75 individuos juveniles infestiles (ij3)/ larva en 1ml/ placa
4. 100 individuos juveniles infestiles (ijs)/ larva en 1ml/ placa
5. 200 individuos juveniles infestiles (ij3)/ larva en 1ml/ placa

Para el céalculo de las concentraciones del nematodo se utilizaron las formulas
propuesta por de (Woodring y Kaya ,1988): S = N - % -(x+1)

Donde:

N= Numero de nematodos observados por conteo bajo el microscopio.
M= Numero de mililitros en que se llevé a cabo el conteo.

X+1= Factor de dilusion.

S= Concentracién (neméatodos/ml.) de la solucién inicial.

2.7 Procesamiento estadistico

Para la interpretacion de los resultados del porcentaje de mortalidad de las larvas
se realiz0 un analisis de varianza simple y comparacion de las medias, previa
comprobacién del supuesto de normalidad por Kolmogorov Smirnov vy
homogeneidad de varianzas por la prueba de Levene, estos analisis se realizaron
en el paquete estadistico SPSS version 11.5 para Windows para las variables
viabilidad y susceptibilidad. Estos resultados fueron graficados y tabulados para la

discusion.
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3. Resultados y discusion.

3.1 Descripcion de los suelos prospectados y composicion quimico y fisico
En el anexo 1 se muestra la descripcion del lugar donde se realiz6 la prospeccion
de y se observa que en los suelos de la finca Castellano se logré aislar muestras
de nematodos entomopatdgenos. Este suelo tiene la caracteristica de ser un suelo
con limitaciones productivas como ligera pendiente y pedregosidad, pero con
buenas caracteristicas fisicas y quimicas como se observa en la tabla 1, ademas
de un sistema de riego implementado, lo cual favorece el nivel de neméatodo en el
suelo segun (Blanca et al.,2004)el suelo es un medio de cultivo, donde los
organismos realizan un conjunto de procesos necesarios y en el cual se desarrolla
los nematodos entomopatdgenos los cuales necesitan de determinados niveles de

agua para su desplazamiento y movilidad en el medio.

En este suelo se aislaron dos cepas de nematodos, uno perteneciente al género
Heterorhabditis y otro a los Mermithide esto se debe a la influencia del sistema de
riego, las precipitaciones y la temperatura durante el periodo de prospeccion los
cuales favorecieron e influyeron en la metodologia del aislamiento como se
describe en el anexo 2. Segun (Cairo et al., 2007) En la medida que se intensifican
las labores producto de la actividad antropica y sin evaluar el proceso que esta
ocurriendo trae consigo un cambio en las propiedades que se manifiesta a través

de un deterioro del agroecosistema.

Estos resultados refutan lo planteado por autores como (Hernandez et al., 2006),
quienes afirman que se ha visto que en los suelos Ferraliticos Rojos Lixiviados la
mineralizacion de la materia organica del suelo, conlleva a la pérdida de la
actividad biolégica (Morell et al., 2007), asi como parte del almacén de agua en
estos suelos (Borges et al., 2006). La tabla 1 muestra la caracterizacién del suelo
donde se encontraron las cepas de nematodos, donde el valor del pH en KCI fue
mayor la muestra 12, catalogado como medianamente &cido (4,78) ademas de
presentar diferencias estadisticas con el resto que se hallaron dentro del rango de

acido.

19



Autores como (Jaramillo ,2002) y (Tandron et al. ,2005) han encontrado valores de
pH en KCl entre 3,7-4,0 y 3-4,4 respectivamente en este tipo de suelo. Los valores
de pH en agua de estos suelos mostraron la muestra 10 se sitia en el rango de
medianamente acido mientras que la M-6 y M-9 como &cido, existiendo
discrepancias estadisticas entre ellas, lo que explica lo obtenido anteriormente en
el factor estructura debido a que en la medida que al aumentar la acidez trae como
resultado la dispersion de las arcillas, las cuales tienen una accion directa en el
namero de agregados y este a su vez con el factor estructura segun corrobora
(Cairo y Fundora ,1994).

En la tabla 1 se observa que los porcentajes de factor estructura para la M-12 y M-
10 estuvieron entre 75,68 y 77,21 (Tabla 1) los cuales son valores catalogados
como buenos, con diferencia estadistica con el resto de las areas. El menor valor
lo presenté la M-10 (a pesar de encontrarse dentro del rango de bueno) con
diferencia estadistica del resto. En los sistemas se evidenciaron valores de
mediano contenido de M.O., lo que concuerda con (Cairo et al., 2007) cuando

relacionan a este tipo de suelo con tenores medios de materia organica.

Tabla 1: Propiedades fisicas y quimicas de la finca Castellano

Suelos Quimicos Fisicos

pH (H20) pH (KCL) FE MO (%)
6 (Platano) 4.21 ab 5.56 b 71.03 b 4.63 a
9 (Frijol) 3.48d 4.78 d 68.42 ¢ 4.57 ab
10 (Platano) 3.80c 5.48c 77.21 a 4.65 a
12 (Frijol) 4.78 a 5.92 a 75.68 a 3.69¢c
14 (Frijol) 3.94b 5.48 ¢ 71.67b 4.05b
EE (x) 0.94 0.90 0.82 0.70
CV % 10.70 12.30 13.00 13.20
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3.2 Identificacion, morfometria de la cepa aislada

Los nematodos aislados fueron descritos por el Laboratorio de Patologia de
insectos del Centro de Investigaciones Agropecuarias de la Universidad Central
Marta Abreu de Las Villas y clasificados como uno perteneciente al género
Heterorhabditis (denominada JY-16) y otro a los Mermithide. Segun lo informado
por (Kaya y Stock,2007), la sintomatologia que producen los nematodos puede
variar, inclusive, entre aislamientos de una misma especie y esta relacionada con
el color que toma el hospedante, el que puede ser rojo, marron, parpura, naranja,
amarillo y algunas veces verde. Al respecto, plantea, que los insectos parasitados
por Heterorhabditis, provocan una coloracion roja y los tejidos asumen una
consistencia untuosa. Por otra parte, Bertolotti y Doucet reportan una coloracion
violacea para las larvas de insectos parasitadas por aislamientos de H.
bacteriophora procedentes de Cérdoba, Argentina. En este caso se multiplicaron

sobre larvas de G. mellonella y los cambios de coloracién fueron evidentes.

Estos cambios de coloracion que se producen en el periodo post-inoculacion,
pueden estar dados por todo el proceso que ocurre desde la entrada del nematodo
al insecto, hasta la salida de los juveniles infectivos en la blUsqueda de nuevos
hospedantes. Después de invadir la hemolinfa, el nematodo segrega proteasas
gue inhiben la actividad del sistema inmune del insecto. De una forma simbidtica la
bacteria crea condiciones favorables en el interior del cadaver, para el desarrollo
del nematodo, mediante la degradacion de la hemolinfa (Alatorre y Hernandez,
2000)

En esta clasificacion se determind ademas el nimero juveniles infectivos por cada
larva de hermafroditas emergidos de las larvas de G. mellonella (Gm) (Figura 1).
Tomando en cuenta que cada juvenil proveniente de Heterorhabditis que penetra
en el insecto tiene potencialidades para la reproduccion porque éste se desarrolla
en un hermafrodita adulto, se puede inferir el nUmero de nematodos que penetré
en el insecto mediante el conteo de los hermafroditas formados entre los 4 y los 8

dias pos inoculacion. Los huevos que libera el hermafrodita en el cadaver se
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convierten en adultos que realizan otro ciclo reproductivo y los que retiene dentro,

se desarrollan en juveniles infectivos.

La figura 1 muestra el resultado del nimero de hermafroditas entre los dias cuatro
y ocho pos inoculacion, donde se observan que los mayores valores se alcanzan a
los cuatro dias con menor nimero de neméatodos por larva. Esta caracteristica es
de vital importancia debido a que ilustra el alto potencial de esta cepa quien puede

reproducirse de forma rapida y con un niumero alto de hermafroditas.
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Figura 1: Numero de ijs hermafroditas por nimero de larvas de G. mellonella

En trabajos realizados por (Kaya y Stock, 2007) empleando las cepas MC-2 y MC-
3 estos valores fueron superiores a 25, o que no se correspondid con los mayores
recobrados de juveniles infectivos. Este comportamiento puede ser atribuido a
caracteristicas intrinsecas, de estos aislados, que pueden presentar un potencial
reproductivo menor que el resto. Por el contrario, pudiera ser expresion de una
mayor capacidad de busqueda del hospedante, lo que traeria como consecuencia
una alta densidad de individuos en las sucesivas generaciones, para los cuales
resultaria insuficiente la cantidad de alimento disponible para completar su ciclo

bioldgico.
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Al respecto, (Kaya y Stock ,2007) recomiendan de 20 JI/Gm como indculo inicial
para obtener la maxima eficiencia en el proceso de reproduccién in vivo, sin
embargo, (Sanchez et al., 2003) (inédito)1 informan de resultados satisfactorios
para la cepa HC1 empleando 40 JI/Gm, por lo que fue utilizado este nivel en el
trabajo, considerando ademas lo planteado por (Zervos et al.,, 1991) quienes

obtuvieron un mayor rendimiento con dosis de hasta 50 Jl/huésped.

Todo lo anterior confirma que la seleccion del nivel de inoculo inicial estara en
dependencia de las caracteristicas inherentes a cada aislado. En la literatura se
plantea que los rendimientos alcanzados por H. indica pueden alcanzar 50 000 —
400 000 Jl/Larvas de Galleria (Zervos et al., 1991). Los rendimientos de ijs/larva
obtenidos en este estudio, para cada una de las cepas se encuentran

comprendidos en este rango.

(Glazer et al., 2000), compararon el potencial reproductivo de la cepa HP-88 a
diferentes temperaturas de incubacion, obteniendo a los 25 °C un rendimiento de
alrededor de 90 000 Jl/larva de G. mellonella, mientras que a los 30 y 33 °C se
produce un brusco descenso del rendimiento a menos de 20 000 Jl/larva. De
acuerdo a lo anteriormente planteado podemos decir que el nicho térmico para
esta cepa se encuentra comprendido en el rango de 25-30° C para el cual se
obtienen los mejores rendimientos de Jl. En este estudio, a 28 °C, el rendimiento
de HP-88 fue de 155625 Jl/larva, lo cual confirma el alto potencial reproductivo de

esta cepa a esta temperatura.

3.3 Determinacion de la viabilidad

La tabla 2 muestra el resultado de la viabilidad de las cepas en estudios, donde en
un primer momento los resultados obtenidos a partir de la cepa H. indica cepa P2M
fueron inferiores a los obtenidos por la cepa JY-16 mostrdndose el menor
porcentaje de viabilidad a los 21 dias en ambas cepas. Estos valores porcentuales

inferiores en la cepa P2M estan dados por la disminucion del oxigeno en el medio,
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el aumento de la temperatura, a pesar de haber sido expuestos en una solucién de
agua destilada en funcion de la adaptabilidad del organismo en cuestion.

Tabla .2 Viabilidad de las cepas P2M y JY-16 de H. indica

24 48 72 7 14 21
Tratamientos horas horas horas  dias dias dias
P2M 72.5 67.35 55.3 36.5 30.7 25.2
JY-16 94.9 82.41 80.5 72.75 66.35 39.70

Esto se debe a su conducta y su alta demanda de oxigeno. Por sus caracteristicas
de agregamiento se protegen de las radiaciones solares, la intensidad luminosa y
la falta de oxigeno. (Sanchez, 2003), plantea que la H. indica, tienen una
considerable supervivencia (por encima de cinco meses), su estabilidad depende
de las dimensiones del empaque, la especie de nematodo y el nimero de ellos.
Para obtener dichos resultados se utilizo la formula de (Woodring y Kaya ,1988).

Estos resultados coinciden con los obtenidos por (Pozo ,2000), en un experimento
donde utilizaron varias especies de nematodos sometidas a diferentes rangos de
temperatura y humedad alcanzando valores de viabilidad superiores al 20 % en 60
dias, donde los juveniles infectivos deshidratados de Steinernema feltiae lograron
matar, en 18 horas, a todas las hembras y machos de Vespula pensylvanica, tras

una hora de exposicién a altas temperaturas y humedad.

En otras investigaciones realizadas por (Woodring y Kaya, 1988) quienes
obtuvieron generaciones de nematodos una vez fuera del cuerpo de las larvas del
insecto a temperaturas entre 20 y 25°C, durante unos 20 dias antes de que
comenzaran a morir y disminuir su movilidad se demuestra la coincidencia de los

resultados obtenidos.

(Connick et al.,, 1994) lograron un producto granular con los nematodos

uniformemente distribuidos en una matriz de trigo glutenado al que designaron
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como Pesta. Con esta formulacion lograron almacenar nematodos durante 20
semanas a 21°C, que fueron capaces de causar un 100% de mortalidad en larvas
de G. mellonella, ademas, hizo que disminuyera la emergencia de adultos de dos
plagas importantes del maiz y la papa. Sin embargo, no tuvo éxito, pues el calor
suministrado a los mismos para su secado, afectd la supervivencia de los
nematodos y los granulos quedaron muy duros por lo que se dificultd su disolucién

en el momento de la aplicacion.

Segun (Pozo ,2000) previo a la formulacién, son usualmente almacenados bajo
refrigeracidbn en suspensiones acuosas aereadas o0 en esponjas teniendo en
cuenta la inmovilizaciéon de los nematodos (12-15°C) y la oxigenacién ajustando la

lamina de agua.

3.4 Susceptibilidad de los asilados sobre Galleria mellonella:

Los valores en el porcentaje de mortalidad alcanzados a las 24 horas de evaluado
el efecto sobre G. mellonella se muestran en la tabla 3 donde, se alcanzan valores
superiores al 50% con todas las concentraciones empleadas, lo cual coincide con
lo planteado por (Ferndndez et al,2011) quien refiere la habilidad para buscar e
introducir sus bacterias simbiéticas dentro del cuerpo del insecto, causando la
muerte por septicemia dentro de las 24 a 72 horas, aunque segun en insectos
pequefios, la mortalidad del hospedero puede ocurrir en minutos. Durante las tres
evaluaciones la concentracion de 100 ljs/adulto fue la mejor con diferencias

estadisticas con las de 20, 45 y 75ljs/adulto en las primeras 24 horas.

Estos resultados destacan la relativa rapidez con que causan la muerte a los
insectos hospedantes entre 24 - 48 horas. Por este motivo ademas de la alta
variabilidad de su accion ha despertado gran interés en su uso como control

bioldgico en el manejo integrado de plagas lo cual coincide con (Certis ,2003).

Los efectos de los nematodos en el control de plagas han sido reportados en
experimentos de campo por diferentes autores, como (Jansson ,1991)
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;(Castellanos ,2000) y (Marrero ,2003), donde los valores obtenidos en el
porcentaje de mortalidad en esta investigacion coinciden con sus resultados en el
control de coledpteros, Cosmopolites sodidus (picudo negro del platano) y Cylas
formicarius (tetuan del boniato).

Resultados similares son referido por (Castellanos ,2000), quien en trabajos
realizados en el control de insectos con nematodos entomopatdgenos de las
especies Heterorhabditis spp. y Steinernema spp. en condiciones de laboratorio

obtuvo valores porcentuales superiores al 80% a las 72 horas.

Estos resultados se deben a que segun (Ehlers, 2007) los nemétodos
entomopatdégenos son seguros al ambiente y a su aplicador, presentan gran
diversidad de hospedantes y presentan la ventaja de que buscan a su hospedante,
lo localizan y penetran a través del integumento y partes abiertas de su cuerpo
para causarles la muerte, lo cual explica estos porcentajes de mortalidad, ya que
el experimento fue expuesto directamente y la accién del neméatodo se ve

beneficiada.

Tabla 3. Efecto de la cepa H. indica P2M. Sobre el porcentaje de mortalidad de las

larvas de Galleria.

Tratamientos 24 horas 48 horas 72 horas
20 ljs/adulto 84.67 b 88.20 ab 94.70 ab
45 ljz/adulto 85.13 b 93.20 ab 94.60 ab
75 ljs/adulto 84.89 b 97.01 a 98.30 a
100 ljs/adulto 9241 a 96.13 a 97.38 a
200 ljs/adulto 90.34 ab 90.00 b 94.60 ab
EE (x) * 0.87 0.76 0.65

Cv = 8.70 9.31 7.20

* Letras no comunes en las columnas difieren segun Tukey (p< 0.05).
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Por su parte cuando se aplicaron estas concentraciones con la cepa de H. spp.
aislada, los valores porcentuales de mortalidad de las larvas de G. mellonella son
inferiores en las primeras 24 horas como se muestra en la tabla 4. Unos andlisis
mas detenidos de estos resultados permiten establecer una diferencia entre estas
cepas, puesto que a diferencia de la indica JY-16 no alcanza valores superiores al
90% transcurrido 72 horas del experimento.

En trabajos realizados por (Marrero ,2003) en el control de Plutella xillostela L.
(polilla de la col) con neméatodos entomopatégenos obtuvo un 87% de mortalidad a
los cinco dias. Ademas, plantea que las larvas de Heliothis virescen (cogollero del
tabaco) fueron mas susceptibles a H. indica que los adultos de esta especie, lo
cual coincide con lo expuesto por (Gémez ,1981) y consultado por (Marrero ,2003)
que expone “las larvas jévenes resultan mas susceptibles que las larvas viejas y

los adultos a la accion de los patégenos”.

En evaluaciones realizadas por (Marrero, 2003) con cepas Heterorhabditis spp en
el control de Spodoptera frugiperda (Smith) (palomilla del maiz) demostré que la
cepa P2M fue la de mayor porcentaje de mortalidad de las larvas a las 72 horas.
Los valores de mortalidad de las larvas del insecto inferiores a de los adultos
demuestra lo planteado por (Giblen-Davis et al.,1996), quienes afirman que es
mas efectivo el control de adultos que las larvas por sus caracteristicas de
basqueda e infeccion del patdgeno y en este caso especifico se garantiza el factor

encuentro entre el neméatodo e insecto.
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Tabla 4. Efecto de la cepa H. spp. JY. Sobre el porcentaje de mortalidad de las

larvas de Galleria.

Tratamientos 24 horas 48 horas 72 horas
20 ljs/adulto 23.28 c 35.42¢c 41.85c¢c
45 ljs/adulto 58.85b 64.57 b 75.00 b
75 ljs/adulto 73.00 a 75.00 a 86.28 a
100 ljs/adulto 75.00 a 77.00 a 84.85 ab
200 ljs/adulto 79.71a 82.57 a 84.14 ab
EE (x)* 0.77 0.80 0.96

CV % 9.31 7.73 6.24

Letras no comunes en la columna difieren segun Tukey (p< 0.05).
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Conclusiones:

Los suelos donde se realizaron los aislados las caracteristicas fisicas y quimicas
de las muestras donde se encontraba el platano como cultivo presente mostro los
mejores porcentajes de MO y FE con un mayor namero de 1J3 hermafroditas.

Lo nematodos aislados se clasificaron pertenecientes al género Heterorhabditis
(denominada JY-16) y otro a los Mermithide con valores de viabilidad superiores al
92% en 24 horas y superiores a la cepa P2M.

Los porcentajes de mortalidad alcanzados con la cepa JY-16 en comparacion con
la P2M fueron inferior con todas las concentraciones utilizadas con diferencias

estadisticas.
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Recomendaciones:

Realizar nuevas prospecciones en otros tipos de suelos en el municipio de
Trinidad que permitan valorar el comportamiento de los neméatodos como agentes

de control biologico.
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Anexo 1: Descripcion del lugar de los muestreos:

Régimen de
Categoria riego  y/o|Cultivo
Tipo de posicion actual 0
Suelo respecto a|precedente
reservas de
Muestreo |Lugar agroproductiva | agua
Fecha:22/11/2015
1 Sin sistema | Café
5 de riego Platano
Apto con _
3 limitaciones frijol
4 Finca  1:|Pardos sin
5 Olivas carbonato
Fecha:14/12/2015
6 Ferralitico Platano
7 Rojo Apto con|Riego  por | Frijol
3 limitaciones gravedad
9
10
11
12
13
14
15
16 Finca2:
17 Castellanos
Fecha: 24/1/2016
18 Sin sistema | Platano
19 Apto con | de riego Barbecho
20 limitaciones
21
22 Finca  3:|Ferraliticos
Borge Rojos
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Anexo 2: Comportamiento de las variables temperatura y precipitaciones durante
el periodo de investigacion

Decenales |Nov.(2015) |Dic.(2015) [Ener.(2016)
1

T 27.0 25.3 241

H 77 83 79

2

T 26.5 25.3 24.0

H 77 77 73

3

T 24.7 28.8 24.8

H 76 82 78
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