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RESUMEN

Castillo, A. y N. Marban-Mendoza. 1996. Evaluacion en laboratorio de nematodos Steinernematidos
y Heterorhabditidos para el control biolégico de la broca del café, Hypothenemus hampei Ferr. Nema-
trépica 26:101-109.

Se comparé bajo condiciones de laboratorio el efecto de ocho cepas de nematodos pertenecientes
a las familias Steinernematidae y Heterorhabditidae sobre adultos de Hypothenemus hampei Ferr. y su
potencial para utilizarse en contra de la poblacién localizada en frutos del suelo durante el periodo
intercosechas. Se empleé café pergamino infestado, simulando el suelo con arena. Se incluyeron en
esta evaluacion tres cepas nativas de México, cuatro originarias de Costa Rica y una cepa comercial.
Una mortalidad del 10 al 90% se observé al aplicar de 12.5 a 400 juveniles infectivos (JI) por insecto
inoculados sobre la arena conteniendo granos brocados. Cuatro cepas se presentaron con mayor efec-
to patogénico, tres pertenecientes al género Heterorhabditis sp. y la otra fue la cepa comercial de Stein-
ernema carpocapsae. Una CL50 equivalente a 60 IJ por insecto infestado fue observada para la cepa mas
virulenta, LIM-1 Heterorhabditis sp.

Palabras clave: biocontrol, control integrado, entomégenos, Heterorhabditis, infectividad, Steinernema.

ABSTRACT

Castillo, A., and N. Marban-Mendoza. 1996. Laboratory evaluation of Steinernematid and Hetero-
rhabditid nematodes for biological control of the coffee berry borer, Hypothenemus hampei Ferr.
Nematropica 26:101-109.

Eight nonselective insect-parasitic nematodes from two families, Steinernematidae and Hetero-
rhabditidae, were selected for trials under laboratory conditions to determine pathogenicity against
the coffee berry borer, Hypothenemus hampei Ferr. The experimental design was based upon perga-
mine coffee setin sand. Included in the tests were a variety of strains: one Costa Rican and three native
strains of Steinernema spp. from Mexico; one commercial strain of Steinernema carpocapsae; and three
Costa Rican strains of Heterorhabditis sp. Mortality between 10-90% was observed when the nematodes
were applied to the sand at concentrations of 12.5-400 infective juveniles per insect. Four strains dis-
played relatively higher levels of pathogenicity, three of which were Heterorhabditis sp., the other one
was a commercial strain of Steinernema carpocapsae. An LC50 of 60 infective juveniles per insect was ob-
served for the most virulent strain LIM-1 Heterorhabditis sp.

Key words: biocontrol, entomogens, Heterorhahditis, infectivity, integrated control, Steinernema.

INTRODUCCION insecticida mds comunmente usado para

su control es el endosulfan, pero se han

La broca del café (Hypothenemus hampei  encontrado evidencias de resistencia a este
Ferrari) es la principal plaga del cultivo de  producto (Brun et al., 1989). Ademads, las
café en el mundo (Le Pelley, 1968). E1  aplicaciones subsecuentes de este insecti-
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cida sé6lo extienden la proteccién contra la
broca, pero no ayudan a mejorar su
manejo para el siguiente afno (Manmsing,
1991). Lo anterior ha obligado a buscar
métodos alternativos con el fin de reducir
los riesgos que provoca el uso de plaguici-
das en la estabilidad ambiental y la salud
humana (Moore and Prior, 1989).

Aunque se sabe que los frutos caidos
desempenian un papel importante en la
dinamica poblacional de la plaga albergdn-
dola durante la época de escasez de frutos
(Baker, 1984), se ha contribuido poco a la
reduccion de la plaga a nivel del suelo. La
recoleccién de los frutos del suelo después
de la cosecha (‘Pepena’) es un método
efectivo para reducir subsecuentes pobla-
ciones de broca (Bergamin, 1944), pero es
una actividad de trabajo.intensiva.

Los nematodos pertenecientes a los
géneros Steinernema y Heterorhabditis han
mostrado potencial para combatir algunas
plagas relacionadas al suelo o de hdbitos
cripticos (Georgis and Hom, 1992). Un
estudio preliminar ha demostrado la sus-
ceptibilidad de H. hampei al nematodo
Heterorhabditis sp. (Allard and Moore,
1989), sugiriendo la posibilidad de utiliza-
ciéon de estos organismos dentro de un
programa de manejo de la plaga para dis-
minuir la emergencia de adultos de los fru-
tos residuales (Georgis and Hom, 1992).

El objetivo de este trabajo es comparar
la efectividad de algunas cepas de Steiner-
nematidos y Heterorhabditidos en contra
de H. hampei bajo condiciones de laborato-
rio, con el fin de seleccionar las cepas con
mayor potencial para combatir a esta plaga
en los frutos del suelo durante los perio-
dos intercosechas.

MATERIALES Y METODOS

Una cepa comercial de Steinernema car-
pocapsae fue proporcionada por la compa-
nia de control biolégico Biosys en Palo Alto,

California, EE.UU. Tres cepas de Heterorhab-
ditis sp. y una de Steinernema sp. nativas de
Costa Rica fueron proporcionadas por el
laboratorio de entompatégenos del Centro
Agronémico Tropical de Investigacién y
Ensenanza; y tres cepas de Steinernema sp.
nativas de México fueron localizadas en la
region del Soconusco, Chiapas. Todas fue-
ron reproducidas usando larvas de G. mello-
nella y almacenadas usando la metodologia
convencional (Woodring and Kaya, 1988).

Se utilizaron ejemplares de broca de
tres meses de edad provenientes de una
cria en dieta (Villacorta and Barrera, 1993).
Los experimentos se efectuaron dentro de
recipientes conteniendo solucioén C con 0.6
de cloro libre, que condicioné una hume-
dad relativa de 95 + 5%, colocados dentro
de una camara climatica a temperatura de
27 £1°Cy obscuridad constante.

Pruebas de patogenicidad: Tres tipos de
pruebas de patogenicidad fueron realizadas
en forma independiente usando dieta, fru-
tos frescos y café pergamino como alimento
de la broca, un periodo de infestacién pre-
vio de tres dias fue necesario para los dos
dltimos sustratos mencionados. El niimero
de individuos utilizados por cepa de nema-
todo fue de 100 brocas en grupos de diez,
con excepciéon de las pruebas en dieta
donde se usaron grupos de 20 brocas. Se
compar6 la patogenicidad de las ocho
cepas de nematodos mediante la aplicacién
de 2000 JI/0.5 ml de agua destilada estéril.

La prueba con dieta se efectué en cajas
Petri de 6 cm de didmetro dentro de las
cuales se colocaron brocas sobre un papel
humedecido con 0.5 ml de agua estéril.
Previo a la aplicacién de nematodos se
agregaron 0.2 g de dieta dishidratada
como alimento de broca.

Arena tamizada (200-400 mallas/pul-
gada cuadrada) y estéril fue empleada en
los ensayos con frutos infestados para per-
mitir un medio propicio de dispersion de
los nematodos.
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En la prueba con frutos frescos se
emplearon cerezas color verde-amarillas
recién recolectadas. Después de infesta-
dos con una broca, cada fruto fue colo-
cado sobre 25 g de arena humedecida
dentro cajas Petri de 6 cm de diam.

Los ensayos con café pergamino se rea-
lizaron en cajas seroldgicas (2 X 2 cm),
dentro de las cuales se colocaron los gra-
nos de café infestados con diez brocas
sobre 5 g de arena con 5% de humedad.
En el testigo se aplic6 agua destilada estéril
en lugar de la suspensién de nematodos.
La mortalidad de la broca se evalué a los
seis dias de la inoculacién.

Tiempo letal medio (TL50): Se evalué la
mortalidad de H. hampei provocada al apli-
car 200 JI/huesped después de diferentes
tiempos de exposicién a cepas que mostra-
ron mayor efecto en las pruebas de patoge-
nicidad.

Durante diez dias contados a partir del
momento de la inoculacién se evalué dia-
riamente la mortalidad de la broca. La uni-
dad experimental correspondié a un grano
de café pergamino infestado con 10 brocas.
Se evalué la mortalidad de H. hampei en
cada periodo después de realizada la inocu-
lacién con cinco repeticiones. Mediante un
andlisis de varianza se comparé la mortali-
dad ocurrida en los diferentes tiempos de
exposicién independientemente de cada
nematodo.

Concentracion letal media (CL50): Se eva-
lué6 la mortalidad de H. hampei causada por
diferentes concentraciones de juveniles
infectivos de las cepas que mostraron
mayor efecto sobre la mortalidad de broca
en la pruebas de patogenicidad. La con-
centracién efectiva de cada cepa fue eva-
luada colocando sobre la superficie de la
arena diferentes cantidades de juveniles
infectivos aplicados en 0.5 ml de agua por
grano.

Se usaron concentraciones de 12.5, 25,
50, 100, 200 y 400 JI/huésped, con dos

valores intermedios entre cada uno, las
cuales sumaron 16 concentraciones por
cepa de nematodo. Se us6 un disefio com-
pletamente aleatorizado con diez repeticio-
nes. La mortalidad de H. hampei provocada
por cada concentracién fue evaluada a los
siete dias de realizada la inoculacién de
nematodos.

Analisis estadistico: E1 andlisis de varianza
fue realizado con datos normalizados
usando la transformacién arcsenvV%. Para
calcular el valor de C150 (el nimero de
nematodos requeridos para matar al 50%
de insectos) de cada cepa se realiz6 un ana-
lisis probit usando la mortalidad corregida
con la féormula de Abbot (1925).

RESULTADOS

Los datos presentados en el cuadro 1
muestran que la mortalidad provocada por
las ocho cepas de nematodos no fue evi-
dente en la prueba con frutos frescos. Sin
embargo, en la prueba con dieta y en el
café pergamino se observé una diferencia
significativa en la mortalidad ocurrida
entre los tratamientos y el testigo
(P<0.05). En ambas pruebas se observaron
a las cepas LIM-1, BIOSYS, DOM-8 y PC-3
dentro del grupo que caus6 mayor mortali-
dad de broca y a las cepas RAY, ZAPOTE y
RINCON dentro del grupo de menor
efecto. Considerando la sensibilidad que
mostro la prueba con café pergamino para
evaluar el potencial de uso de estos nema-
todos sobre frutos infestados, se utilizé a
este sistema como modelo de evaluacién
de las fases posteriores de este trabajo. Las
cuatro cepas que destacaron en la prueba
de café pergamino provocaron mortalidad
arriba del 50% (BIOSYS, LIM-1, PC-3 y
DOM-8), criterio que se tomé6 en conside-
racién para la eliminacién del resto de las
cepas de los posteriores ensayos.

La mortalidad causada por las cuatro
cepas de nematodos evaluadas durante un
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periodo de diez dias mostr6 una tendencia
a incrementarse durante este tiempo. En
todas las cepas evaluadas no se observo
diferencia significativa en la mortalidad de
la broca a partir del tercer dia de realizada
la inoculacién. En base a esta observacion
se aplico el criterio de utilizar el tiempo
promedio de las mads altas mortalidades
observadas en este experimento como
valor de tiempo letal, la cual fue de siete
dias posteriores a la inoculacién de los
juveniles infectivos (Fig. 1).

105

El cuadro 2 exhibe los valores de CL50,
limites fiduciales y la ecuacién de regre-
sién de los cuatro nematodos que fueron
incluidos en la prueba para encontrar la
dosis efectiva para matar a la broca. Cada
cepa esta ubicada en orden ascendente de
acuerdo a su respectiva CL50. La cepa
LIM-] presenta la CL50 mas baja, le siguen
en orden descendente PC-3 y DOM-8 sp. y
la cepa comercial.

Rectas de regresion fueron calculadas
para estas mismas cuatro cepas usando el
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Fig. 1. Mortalidad de adultos de H. hampei causada por la aplicacién de 200 juveniles infectivos/insectos de cuatro

cepas de nematodos.
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Cuadro 2. Valores de CL50, limites fiduciales y ecuacién de regresién de cuatro cepas de nematodos de los géne-
ros Heterorhabditis y Steinernema evaluadas sobre la broca del café Hypothenemus hampei.

CL50 Limites fiduciales Ecuacién de
Clave Nematodo (JI/insecto) (95%) regresion
Lim-1 Heterorhabditis sp. 59.9 54.5-65.7 Y=0.231+171X
Pc-3 Heterorhabditis sp. 89.0 80.9-98.2 Y=0.169+1.63X
Dom-8 Heterorhabditis sp. 116.8 105.2-130.5 Y=0.304+153X
Biosys Steinernema carpocapsae 134.5 120.8-151.3 Y=0233+152X

valor probit de la mortalidad de la broca
con el logaritmo del niimero de JI/grano
de pergamino cada uno infestado con diez
brocas (Fig. 2).

DISCUSION

La drastica diferencia en los resultados
de las pruebas de patogenicidad donde se
usaron frutos como sustrato alimenticio,
indica que se necesitan ciertas condiciones
del fruto infestado para facilitar un efecto
patogénico sobre la broca, lo que sugiere
la sensibilidad del café pergamino infes-
tado para evaluar este efecto.

En esta prueba se revela la capacidad
de los nematodos para infectar a H. hampei
bajo condiciones parecidas a las que tienen
los frutos del suelo durante los periodos
intercosecha. La efectividad de los nemato-
dos para matar a la broca en las pruebas
con café pergamino, también muestra indi-
rectamente su capacidad para alcanzar a la
poblacion de broca dentro del grano de
café.

Un aspecto importante a considerar en
el resultado obtenido con frutos infestados
es que la concentracién de nematodos por
volumen de arena fue de 100 JI/ml en la
prueba con fruto fresco y de 500 JI/ml en
el café pergamino. Este hecho confiere
mayor oportunidad para producirse un
encuentro nematodo-broca en la prueba

con café pergamino, lo que pudo haber
causado la diferencia en ambas pruebas.

Con una broca por fruto, el fruto fresco
se asemeja a frutos infestados al inicio de la
fructificacién. En estas condiciones la broca
emergi6 del fruto, quedando confinada en
la arena donde no mostré ser afectada
durante los seis dias que dur6 el ensayo, atin
cuando una revisiéon realizada a la arena
infestada mostré poca mortalidad de nema-
todos. Contrariamente, en el ensayo con
café pergamino la broca se mantuvo mayor-
mente agregada dentro del fruto, permi-
tiendo una actividad mas parecida a la de los
frutos residuales en la época intercosechas.

Las cepas nativas causaron en las tres
pruebas el mas bajo porcentaje de mortali-
dad de broca probablemente porque a
diferencia de las cepas LIM-1, PC-3 y DOM-
8 las cuales fueron elegidas por su efecto
sobre larvas de Phylophaga sp., estas no fue-
ron preseleccionadas por tratarse de solo
tres cepas.

La CL50 representa el nimero de
nematodos con que se puede matar al 50%
de la poblacién de la broca. El valor mas
bajo de CL50 de la cepa LIM-1 Heterorhabdi-
tis spp. indica que es la mas virulenta de
cepas evaluadas. Le siguen en orden des-
cendente las cepas Heterorhabditis sp. PC-3 y
Heterorhabditis sp. Dom-8 y la cepa comer-
cial de S. carpocapsae. Aunque se pueden
considerar iguales a las dos tltimas cepas,
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Fig. 2. Rectas de regresion del valor probit de la mortalidad y logaritmo del nimero de IJ/grano de café, corres-
pondientes a Heterorhabditis sp. LIM-1 (B), Heterorhabditis sp. PC-3 () Heterorhabditis sp. DOM-8 (%) y Steinernema

carpocapsae () sobre Hypothenemus hampei.

ya que sus limites fiduciales se traslapan.
Por el contrario las cepas Heterorhabditis
sp., PC-3 son estadisticamente diferentes
porque sus limites fiduciales no se trasla-
pan. Los resultados muestran que LIM-l
presenta su CL50 dos veces mads baja que la
cepa DOM-8 y la cepa comercial de S. car-
pocapsae (1052 y 1345, respectivamente),
que le imponen mejores expectativas para
usarse dentro de un programa de control
biolégico de la broca.

El valor de la pendiente estd relacio-
nado positivamente con la homogeneidad
de respuesta. De acuerdo a ésto podemos
observar la cepa LIM-l mostrando el valor
de la pendiente mds alta (1.74). Le siguen
en orden descendente Dom.8, PC-3 y S.
carpocapsae con pendientes de 1.6, 1.54 y
1.5, respectivamente. En nuestro caso el
valor de las cuatro pendientes tiene dife-
rencias pequenas que nos hace considerar
que no existe diferencia entre la homoge-
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neidad de respuesta entre estas cuatro
cepas.

La mortalidad de broca causada por las
ocho cepas incluidas en este trabajo implico
evaluarles indirectamente su capacidad de
introducirse a las galerias hechas por la
broca, localizarla e infectarla. De las ocho
cepas fueron tres Heterorhabditidos los que
mostraron mayor capacidad infectiva en H.
hampei y solo un Steinernematido. Estos
resultados apoyan lo encontrado por otros
autores quienes observaron que la capaci-
dad de busqueda de los Heterorhabditidos
es mayor que la de Steinernematidos (Choo
et al., 1989).

La cepa LIM-1 mostr6 ser la mejor can-
didata para usarse en un posible control de
broca, pero es preferible confirmar la pre-
sencia de nematodos nativos de la region
del Soconusco con caracteristicas iguales o
mejores que LIM-1 antes de tratar de liberar
nematodos exéticos que impliquen riesgos
de causar alteraciones no deseadas en la
poblacién nativa de otros organismos.

Los resultados obtenidos arrojan indi-
caciones sobre la potencialidad de estos
organismos para controlar las poblaciones
de broca. Sin embargo, es obvio la necesi-
dad de corroborar ésto bajo condiciones
de campo donde la variabilidad de factores
fisicos y biolégicos podrian interferir con
lo observado en laboratorio.

Finalmente, aunque exista una espe-
ranza de utilizacién de estos nematodos en
contra de la broca, atin no podriamos
incluirlos dentro de un programa de con-
trol biolégico, sin antes evaluar su efecto
sobre otros organismos, especialmente
sobre la fauna benéfica, como los parasitoi-
des de la broca cuya efectividad en campo
se ha comprobado (Barrera et al., 1990).
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