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RESUMEN 
Tecia solanivora se ha constituido en uno de los insectos plaga de mayor 
importancia en la producción de papa en las provincias del Carchi, Cotopaxi, 
Chimborazo y Tungurahua. Las once poblaciones de nemátodos 
entomopatógenos del género Steinernema y Heterorabditis que mostraron 
porcentajes de mortalidad superiores al 90 % de larvas de Galleria mellonella 
fueron evaluados sobre larvas del cuarto instar de T. solanivora, utilizando los 
métodos “Five on One” (Heterorhabditis) y “One on One” (Steinernema). Five on 
One mostró porcentajes de mortalidad del 77,77 ± 4,00 y 62,20 ± 1,10 % y One 
on One el 33,90 ± 1,47 y 32,77 ± 3,65 % a las 72 horas de aplicación del inóculo. 
Los aislamientos que presentaron mayor virulencia fueron evaluados a 
concentraciones de 0, 1, 2, 4, 8 y 16  IJs sobre larvas de T. solanivora. Los 
resultados obtenidos fueron sometidos a análisis Probit, en la que se 
determinó una dosis letal media (DL50

 

) de 2,4 y 1,8 IJs/larva para el 
aislamiento H01T y CC01, respectivamente. 

Palabras Claves.- Five on One, One on One, Galleria mellonella, Premnotrypes 
vorax, dosis letal media, análisis probit. 
 

ABSTRACT 
Tecia solanivora has become one of the most important pathogen in potato 
production in the provinces of Carchi, Cotopaxi, Chimborazo and 
Tungurahua. The pathogenicity of the eleven populations of 
entomopathogenic nematodes of the genus Steinernema and Heterorabditis 
with mortality rates above 90 % in larvae of  Galleria mellonella were evaluated 
on the fourth instar larva of T. solanivora, using methods five on one 
(Heterorhabditis) and one on one (Steinernema). The five on one method 
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showed mortality rates of 77.77 ± 4.00 and 62.20 ± 1.10 % and the one on one 
method rates of 33.90 ± 1.47 and 32.77 ± 3.65 %, after 72 hours of inoculums.  
The isolates with higher virulence were evaluated to concentrations of 0, 1, 2, 
4, 8 and 16 IJs on larvae of T. solanivora. To determine the median lethal dose 
(LD50

Los NEPs parásitos de insectos han sido conocidos desde el siglo 17, pero 
solamente a comienzos de 1930, se inicia su investigación como posibles 
agentes controladores de insectos, convirtiéndose en la última década en el 
área de la entomología con mayor dinámica e innovación en el control 
biológico (Gaugler & Cambell, citado por Caicedo, 2003). En la actualidad la 
investigación se ha centrado en los nemátodos entomopatógenos del género 
Steinernema y Heterorhabditis, que a diferencia de otros géneros, han 
desarrollado la habilidad de presentar una asociación mutualista con 
bacterias del género Xenorhabdus y Photorhabdus, las cuales son transportadas 
en el intestino del nematodo y posteriormente liberadas en el hemocele del 
hospedero (Woodring & Kaya, 1988; Gaugler & Cambell, 1988 citado por 
Caicedo, 2003), multiplicándose rápidamente y matándole por septicemia; 

) of isolation H01T and CC01 a probit analysis was used, showing 2.4 
and 1.8 IJs / larva respectively. 
 
Key words: Five on One, One on One, Galleria mellonella, Premnotrypes vorax, 
median lethal dose, analysis probit. 
ISSN 1390-3004   Recibido: 19-04-2010 Aceptado: 19-06-2010 

 
INTRODUCCIÓN 

La polilla guatemalteca (Tecia solanivora) es considerada como una de las 
plagas más perjudiciales del cultivo de papa tanto en campo como en 
almacén; ingresa al tubérculo haciendo galerías profundas y superficiales, 
causando su pudrición y afectando la calidad del producto a medida que se 
alimenta y se desarrolla; en la galería se encuentran excrementos, residuos de 
alimento, exuvias larvales, pudiendo ocasionar pérdidas de hasta el 100 % de 
la producción si las condiciones ambientales y el manejo del cultivo son 
favorables (Hilje, citado por Niño, 2004).  
 
Debido a la importancia económica, por los daños causados por T. solanivora 
en estado larval y sus dificultades para el control, el método más utilizado, es 
el uso de plaguicidas químicos, en la mayoría de los casos aplicados sin 
justificación técnica y sólo con el criterio de proteger la cosecha contra el 
eventual ataque de plagas. Está actitud afecta la salud del hombre, 
destrucción de la fauna y microfauna nativa, contaminación de aguas, suelo, 
resistencia de las plagas a los insecticidas. Debido a los daños ocasionados por 
los plaguicidas e insecticidas existe el interés para el uso de métodos 
alternativos de control, entre los que se encuentran los nemátodos 
entomopatógenos (NEPs), los que a futuro pueden constituirse en una 
perspectiva promisoria como agentes de control biológico para el control de 
plagas en cultivos agrícolas. 
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aunque la bacteria es la responsable de la muerte de la mayoría de los insectos 
plaga, el nematodo también produce una toxina letal para el insecto (Smart, 
1995).  
 
Entre los atributos de los nemátodos entomopatógenos como agentes de 
control biológico, se destacan un amplio rango de insectos hospedantes; 
habilidad para buscar insectos plagas, rápida mortalidad del hospedante, 
facilidad para su reproducción masiva y para la aplicación, compatibilidad 
con la mayoría de los químicos utilizados en la agricultura, seguridad para el 
medio ambiente y los organismos que no son su objetivo (Gaugler & Kaya, 
1990; Georgis, 1992; Gaugler & Kaya citado por Georgis & Manweiler, 1994). 
 
Por lo expuesto, el objetivo de esta investigación fue evaluar la patogenicidad 
y virulencia de nemátodos entomopatógenos del género Steinernema y 
Heterorhabditis sobre larvas de Tecia solanivora (polilla de la papa) en Ecuador. 

 
MÉTODOS 

Ensayos de patogenicidad sobre T. solanivora.- Se seleccionaron siete 
aislamientos del género Steinernema y cuatro del género Heterorhabditis que 
mostraron porcentajes de mortalidad superiores al 90 % sobre larvas de G. 
mellonella. Se utilizó la metodología propuesta por Kaya & Stock (1997), para 
aislamientos del género Steinernema se utilizó ensayos One on One y para 
Heterorhabditis ensayos Five on One 
 
Se utilizaron seis placas multiwell de veinte pocillos (n= 120 larvas), en cada 
pocillo se colocó papel filtro humedecido con 50 μl de agua destilada estéril 
(ADE), sobre el papel filtro se inoculó un infectivo juvenil (IJ) perteneciente al 
género Steinernema y una larva de Tecia solanivora. En los ensayos Five on One 
para nemátodos el género Heterorhabditis se utilizó 120 tubos Eppendorf (n= 
120 larvas) de 1,5 ml con arena estéril humedecida con 100 μl de ADE, sobre 
la cual se depósito una larva de T. solanivora (Kaya & Sotck, 1997). Los testigos 
fueron inoculados con ADE.  
 
Para cada aislamiento se utilizó 120 larvas de T. solanivora con tres 
repeticiones de 40 larvas c/u. Las placas y los tubos fueron incubadas a 20 ± 1 
ºC por 5 días en una funda plástica para evitar la pérdida de humedad. La 
mortalidad se registró a las 24, 48, 96 y 72 horas de la inoculación. Las larvas 
fueron disectadas en suero fisiológico bajo un estéreo microscopio para 
verificar la presencia de los IJs que penetraron al hemocele del hospedero. Las 
placas multiwell, tubos Eppendorf, arena y agua destilada fueron esterilizaron 
por 20' a 121 ºC y 15 PSI.  
 
Dosis letal media (DL50).- Se seleccionaron las poblaciones de NEPs que 
mostraron mayor porcentaje de mortalidad sobre larvas de T. solanivora. Se 
evaluaron las concentraciones de 0 (control), 1, 2, 4, 8 y 16 infectivos juveniles 
(IJs)/larva. Sesenta tubos Eppendorf (n= 60 larvas) de 1,5 ml por concentración, 
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con tres repeticiones de 20 tubos. Las muestras fueron incubadas a 20 ± 1  ºC 
en una funda plástica para evitar la pérdida de humedad. La mortalidad se 
registro a las 24, 48, 96 y 120 horas después de la inoculación. Para confirmar 
la mortalidad las larvas se disectaron en suero fisiológico, bajo un estéreo 
microscopio. Los tubos, arena y agua destilada se esterilizaron por 20' a 121 ºC 
y 15 PSI. (Woodring & Kaya (1988). 
 
Análisis estadísticos.- Para determinar la patogenicidad sobre larvas de T. 
solanivora, se aplicó un Diseño Completamente al Azar (DCA) con tres 
observaciones. El número de tratamientos evaluados fueron once, 
correspondientes a las poblaciones de NEPs en combinación con los niveles 
del factor inóculo. La unidad experimental fue una placa multiwells de 20 
celdas con una larva del cuarto instar de T. solanivora por celda para 
nemátodos del género Steirnernema, y tubos Eppendorf con una larva de cuarto 
instar de T. solanivora por tubo (20 larvas en total) para Heterorhabditis. Las 
diferencias significativas se discriminaron mediante Tukey (P≤0,05). Los datos 
de mortalidad que no cumplieron con los supuestos del análisis de varianza 
fueron transformados mediante logaritmo de base diez.  
 
El cálculo de regresión entre los niveles de población y el porcentaje de 
mortalidad para determinar la concentración letal media (DL50) y los límites 
fiduciales (intervalos de confianza), se realizó mediante el análisis PROBIT 
(STATCIP, 2005). Se evaluaron las concentraciones de 0 (control), 1, 2, 4, 8 y 16 
IJs/larva de T. solanivora. La unidad experimental estuvo representada por 
tubos Eppendorf con una larva del cuarto instar de T. solanivora (20 larvas). 

 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Pruebas de patogenicidad sobre larvas de Tecia solanivora.- El análisis de 
varianza mostró diferencias estadísticas entre los géneros Heterorhabditis y 
Steinernema (F10, 22

Los porcentajes de mortalidad mostrados en esta investigación son inferiores 
a los reportados por Xuejuan et al. (1999) con mortalidades del 70 %de larvas 
de T. solanivora a las 72 horas de inoculación con 10 IJs de H. bacteriophora; al 
incrementar la dosis de 50 a 125 IJs/larva la mortalidad se incrementó del 86 
al 100 % en sustrato arena; ensayos sobre papel filtro la mortalidad fue del 90 
% inoculados con 280 IJs de H. bacteriophora. Igualmente Molina (1996) reportó 
que 40 IJs de S. carpocapsae y S. riobravis sobre larvas de S. frugiperda a las 120 
horas, mostraron mortalidad del 93,6 y 89,2 %. Stock et al. (1998) obtuvieron 

= 121,52; p=< 0,001). La discriminación de medias Tukey 
(p≤0,05), mostró que los aislamientos H01T y CC01 presentaron los 
porcentajes de mortalidad más altos, con el 77,77 ± 4,00 y 62,20 ± 1,10 %, 
respectivamente a las 72 horas de la inoculación con 20 IJs. Los aislamientos 
más virulentos fueron H01T y CC01 para el grupo de Heterorhabdítidos y 
H03R y H04D para el grupo de los Steinernemátidos. Los aislamientos H05 y 
CT13 presentaron los porcentajes de mortalidad más bajos en cada uno de los 
grupos con el 5 y 22,7 %, respectivamente (tabla 1).  
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una mortalidad del 73,6 %; 72,1 % y 71,4 % al inocularse larvas de S. frugiperda 
con 100 IJs de H. megidis, S. feltidae, S. glaseri. Rosales et al., (1998) reportó 
porcentajes de mortalidad del 80,76 y 64 % para especies del género 
Steinernema inoculadas sobre larvas de Cosmopolitus sordidus con una 
concentración de 1000 IJs/ml a 26 ºC. 

 
Tabla 1. Porcentaje de  Mortalidad (±Se) de larvas de  T. solanivora inoculados 

con IJS del género Heterorhabditis y Steinernema. 

Aislamiento Género Número 
Larvas 

% 
   Mortalidad 

H01T Heterorhabditis 180 77,77 ± 4,00  a 
CC01 Heterorhabditis 180 62,20 ± 1,10  b 
CC03 Heterorhabditis 180 55,00 ± 1,.91 b 
H03R Steinernema 180 33,90 ± 1,47  c 
H04D Steinernema 180 32,77 ± 3,65  cd 
CB13 Steinernema 180 25,57 ± 1,99  cde 
CT13 Heterorhabditis 180 22,77 ± 2,44  de 
CH06 Steinernema 180 19,43 ± 6,57  ef 
H01G Steinernema 180 10,57 ± 4,00  fg 
CH07 Steinernema 180   9,47 ± 1,47  fg 
H005 Steinernema 180   5,00 ± 0,98  g 

 

Las diferencias de mortalidad entre los métodos posiblemente se deba a 
varios factores como: la concentración de IJs, humedad, tipo de sustrato, 
temperatura y la estrategia utilizada por los NEPs para atacar al hospedero 
(Smart, 1995). Según Molyeneux (1984), Molyeneux (1985), Molyeneux (1986) 
y  Griffin & Downes (citado por Hay et al., 1995) el rango de temperatura en la 
cual los IJs matan a los insectos hospederos varía de una especie a otra, la cual 
incluye el origen de los IJs, dispersión, penetración y desarrollo de la bacteria 
simbionte. La muerte del insecto ocurre lentamente a bajas temperaturas 
(Griffin & Downes, 1994) debido a que las temperaturas altas incrementa la 
respiración de los nemátodos y el rango en el cual las reservas de energía se 
agotan, de este modo se reduce la supervivencia y la actividad de los NEPs 
(Molyeneux, 1984).  Según Georgis & Gaugler (citado por Kaya & Gaugler, 
1993) muchas especies son activas a temperaturas más bajas, y se requiere que 
los NEPs y sus correspondientes bacterias estén adaptadas al frío, para matar 
dichas plagas.  
 
En condiciones de laboratorio es posible realzar infecciones a temperaturas 
tan bajas como 5 y 7 ºC, pero su infectividad en el campo no ha sido estudiada 
(Georgis & Manweiler, 1994).  Según Kaya et al. (1997) la localización de los 
NEPs esta correlacionado con los rangos de temperatura; así, Steinernema 
feltidae sobrevive a temperaturas de -10 a 35 ºC; en general los Steinernematidos 
permanecen activos a temperaturas más bajas que los Heterorhabditis. En 
temperaturas más bajas los nemátodos necesitan periodos más largos para 
encontrar el hospedero. La temperatura también puede afectar al hospedero, 
haciendo más o menos vulnerable a NEPs. Shapiro et al. (1999) reportaron que 
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especies de Heterorhabditis y Steinernema presentaron mayor virulencia contra 
larvas de D. abbreviatus a 24 y 27 ºC.  
 
El número de IJs es una de las ventajas del método Five on One, debido a que 
todos los IJs del género Heterorhabditis son hermafroditas y solamente es 
necesario un IJs para producir una nueva progenie, lo opuesto al método One 
on One para Steinernema, que tienen sexos diferenciados y necesariamente se 
necesita de los dos sexos para producir una nueva progenie (Smart, 1995). 
Además el método Five on One al utilizarse como sustrato arena, la humedad 
y la porosidad se mantiene por periodos más prolongados de tiempo y 
permite la movilidad de los nemátodos, sin perder reservas energéticas, lo 
cual prolonga su periodo de vida (Kaya & Gaugler, 1993).  
 
El comportamiento para la búsqueda del hospedero es otro de los factores que 
posiblemente influenció en la mortalidad en los ensayos One on One, debido a 
que la mayoría de NEPs conservan su energía y permanecen largos periodos 
de tiempo esperando que pase la presa y son más efectivos contra insectos 
móviles cerca de la superficie del suelo; mientras que sólo una pequeña 
proporción son buscadores de la presa y son más efectivos para encontrar y 
atacar al hospedero que se encuentran dentro del suelo (Kaya & Gaugler, 
1993). Los Heterorhabditidos no se mueven tan rápidamente en el suelo como 
lo hace S. glaseri (Kaya et al., 1990). Además el tamaño del insecto hospedero 
(Glazer et al., 1991) y el porcentaje de nemátodos que invaden el hemocele del 
hospedero, son factores importantes para la actividad de Steinernematidos y 
Heterorhabditidos, así como también el tiempo que tardan para liberar sus 
bacterias (Glazer et al., 1991).  
 
Otro de los factores que pudo influir en la patogenicidad entre los géneros de 
NEPs, es la asociación con bacterias Xenorhabdus sp. (Steinernema) y 
Photorhabdus sp. (Heterorhabditis), con características y atributos diferentes; 
probablemente el mecanismo de infección y producción de toxinas elaboradas 
por las bacterias sean diferentes (Koppenhöfer & Kaya, 1995). Esto depende 
de los procesos inmunológicos que han desarrollado los hospederos en contra 
de los patógenos, pudiendo ser estos: morfológicos, fisiológicos y 
conductuales (Gaugler, 1988). Los resultados encontrados sugieren que hay 
una correlación entre el incremento de concentración de IJs y el porcentaje de 
mortalidad de larvas del cuarto instar de T. solanivora, debido a que existe 
mayor posibilidad de producir infección con un mayor número de IJs (Finney 
& Walter, 1997). Según Bedding et al., (1983) una prueba inicial de 100 
IJs/larva, es suficiente para seleccionar NEPs como agentes de control 
biológico, para una plaga en particular, bajo condiciones de laboratorio.  
 
Dosis letal media (DL50).- La dosis letal media (DL50) para el aislamiento 
H01T fue de 2,43 IJs/larva (Fig. 1 y Tabla 2) y para CC01 fue de 1,80 IJs/larva 
(Fig. 2 y Tabla 2) al ser inoculados con 1, 2, 4, 8 y 16 IJs/larva. Ambos 
aislamientos presentaron mortalidad con una dosis mínima de 1 IJs/larva. El 
aislamiento CC01 fue significativamente más virulento a las 72 horas de la 
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inoculación en todos los tratamientos. El tratamiento (T2) del aislamiento 
CC01 presentó una mortalidad del 50 % de la población al ser inoculados con 
2 IJs/larva y el tratamiento (T3) de H01T presentó una mortalidad del 50 % de 
la población al ser inoculados con 4 IJs/larva (Tabla 2). Es interesante destacar 
que al aplicar una dosis de 16 IJs/larva no hubo mayores incrementos de la 
mortalidad, sino que por el contrario esta se mantuvo igual o con un 
incremento significativo, lo cual nos demuestra que al pasar de cierto umbral, 
el incremento de la concentración, no indica mayor mortalidad (Rosales & 
Suárez, 1988). 
 

 Dosis IJs/larva 

Nematodo H01T 
y = 4,213 + 2,171 log x 

Pr
ob

it 

 
 
Figura 1.   Estimación  de  la  Dosis  Letal  Media  (DL50

Los datos mostrados en este estudio fueron superiores a los reportes 
realizados por Chyzik et al., (1996) sobre larvas de trips (Frankliniella 
occidentales) de 143,3 IJs/larva para H. bacteriophora, 182 IJs/larva para S. 
feltidae, 262,2 IJs/larva para S. riobravis. Szalanski et al., (2004) reportó una 
DL

),  para  el  aislamiento H01T,  sobre 
larvas del cuarto instar de T. solanivora 

 

50 para especies de Steinernema sobre larvas de Alphitobius diaperinus de 5,8 
a 14,6 IJs/larva, utilizando como sustrato papel filtro. Cagnolo et al., (2004) 
reportó la DL50 para Steinernema ranarum de 3 ± 1 IJs tanto para la primera 
como para la segunda generación de IJs sobre larvas del último instar de G. 
mellonella, utilizando 1,2 g de arena esterilizada en tubos de Eppendorf. 
Cagnolo et al., (2004) en investigaciones realizados en la Argentina, reporto 
una DL50 para S. feltidae de 8, 6, 7 y 6 IJs por hospedero respectivamente. 
Doucet et al., (1999) citado por Koppenhofer & Kaya (1999) reportaron una 
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DL50 para S. ranarun de 50 IJs/larva de G. mellonella. Molina (1996) en México, 
reportó la DL50 para las siguientes especies: Steinernema carpocapsae 1,56 
IJs/larva; S. riobravis 3.16 IJs/larva; S. glaseri 8,33 IJs/larva; S. feltidae 11.73 
IJs/larva; H. megidis 9,10 IJs/larva y H. bacteriophora de 20,62 IJs/larva sobre 
larvas del último instar de Spodoptera frugiperda, utilizando como sustrato 
arena y papel filtro. Molta & Hominick (1989) reportaron una DL50 para S. 
feltidae y H. heliothidis en 141 y 126 IJs sobre larvas de Aedes aegypti. 
Investigaciones realizadas por Cabanillas, (2003) la DL50

Aislamiento 

, para S. riobrave y 
otros nemátodos entomopatógenos fue de 3,8 a 4,9 IJs por larva de 
Anthonomus grandis.  
 

Tabla 2. Análisis Probit para los aislamientos H01T y CC01 sobre larvas de T. solanivora. 

Ensayo No. 
Larvas CL Limites de 

confianza 50 
Ecuación de 

regresión X2
 

H01T 1 300 2,71 2,170 – 3,331 y = 4,154 + 1,948 log x 0,7057 
H01T    2 300 2,26 1,741 – 2,835 y = 4,320 + 1,921 log x 0,6124 
H01T 3 300 2,30 4,564 – 0,393 y = 4,213 + 2,171 log x 0,0128 

PROMEDIO                                                 2,43 

CC01 1 300 1,78 1,258 – 2,393 y = 4,538 + 1,830 log x 0,4308 
CC01 2 300 1,82 1,375 – 2,286 y = 4,536 + 1,768 log x 0,9193 
CC01 3 300 1,79 1,242 – 2,349 y = 4,638 + 1,426 log x 0,8072 

PROMEDIO                                                   1,80 

X2  =  Chi cuadrado, CL50 =  Concentración letal media 
 
El aislamiento H01T a pesar de la pérdida de humedad del sustrato, mostró 
un comportamiento de supervivencia superior al presentado por el 
aislamiento CC01, después de las 120 horas de inoculación sobre larvas de T. 
solanivora; un comportamiento diferente mostró el aislamiento CC01 que 
perdió virulencia pasadas las 120 horas de inoculación y no infectó larvas de 
T. solanivora. 
 
Estos resultados reafirman que especies de NEPs del género Steinernema y 
Heterorhabditis pierden patogenicidad a medida que disminuye la humedad 
y/o muerte por agotamiento de las reservas energéticas. Según Kaya et al., 
(1990) la supervivencia del nematodo es severamente restringida, cuando los 
niveles de humedad son insuficientes para la supervivencia y persistencia del 
nematodo. Por otra parte los altos niveles de humedad pueden inhibir la 
infectividad del nematodo, inmovilizándolo, y así disminuir la supervivencia, 
haciendo insuficiente la presencia de oxígeno disponible (Molyneux & 
Bedding, 1984). Para comprobar la supervivencia de los IJs de los aislamientos 
CC01 y H01T los tubos Eppendorf se mantuvieron a 20 ºC, pasadas las 120 
horas de inoculación, y se evaluó diariamente y se comprobó que el 
aislamiento H01T a los 9 y 10 días infectó larvas de T. solanivora.  
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Nematodo CC01 
y = 4,536 + 1,768 log x 

Pr
ob

it 

Dosis IJs/larva 
 

Figura 2.  Estimación  de  la  Dosis  Letal  Media  (DL50
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),  para  el  aislamiento  CC01, 
sobre larvas del cuarto instar de T. solanivora. 

 
CONCLUSIONES 

Los resultados de las pruebas de patogenicidad sobre larvas del cuarto instar 
de T. solanivora, sugieren que hay una correlación entre el incremento de la 
concentración de IJs y el porcentaje de mortalidad de larvas de T. solanivora, 
debido a que existe mayor virulencia al ser inoculadas las larvas con una 
mayor concentración de IJS de los aislamientos H01T y CC01. 

 
Es interesante destacar que al aplicar dosis superiores a 16 IJs/larva no hay 
incremento en la mortalidad, esto demuestra que al pasar de cierto umbral, el 
incremento de la concentración de IJs no garantiza una mayor mortalidad. 
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