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RESUMEN

Premnotrypes vorax, se ha constituido en uno de los insectos plaga de mayor
importancia en la produccién de papa en las provincias del Carchi, Cotopaxi,
Chimborazo y Tungurahua. Las poblaciones de nematodos entomopatégenos del
género Steinernema y Heterorhabditis que mostraron porcentajes de mortalidad
superiores al 90% de larvas de Galleria mellonella fueron evaluadas la patogenicidad
sobre larvas del V instar de P. vorax, plaga de importancia econémica para el
cultivo de Solanum tuberosum en Ecuador. Se utilizaron los métodos “Five on One”
para aislamientos del género Heterorhabditis y “One on One” para aislamientos del
género Steinernema. La mortalidad se registré a las 24, 48, 72 y 96 horas de la
inoculacién. De los resultados obtenidos se observé una mortalidad del 68% y del
57% con los aislamientos CC01 y CCO03 respectivamente, los nematodos del género
Heterorhabditis CHO06 y H4D presentaron mortalidades del 47% y 48%. Los
resultados obtenidos fueron sometidos a andlisis Probit, en la que se determiné
una dosis letal media (LD50) de 3,2 IJs/larva para el aislamiento CC01 y CCO03,
respectivamente. Los resultados mostrados nos permiten aseverar que los
aislamientos CC01 y CCO03 se presentan como alternativa promisoria para el
control biolégico de P. vorax en cultivos de Solanum tuberosum en Ecuador.
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ABSTRACT

Premnotrypes vorax has become one of the most important insect pests in potato
production in the provinces of Carchi, Cotopaxi, Chimborazo, and Tungurahua.
Populations of entomopathogenic nematodes of the genus Steinernema and
Heterorhabditis that showed mortality percentages higher than 90% of Galleria
mellonella larvae were evaluated for pathogenicity on larvae of the V instar of P.
vorax, a pest of economic importance for the Solanum tuberosum crop in Ecuador.
The "Five on One" method was used for isolates of the genus Heterorhabditis and
"One on One" for isolates of the genus Steinernema. Mortality was recorded 24, 48,
72, and 96 hours after inoculation. From the results obtained, a mortality of 68%
and 57% was observed with isolates CC01 and CC03, respectively. The nematodes
of the genus Heterorhabditis CHO6 and H4D presented mortalities of 47% and 48%.
The results obtained were subjected to Probit analysis, in which a mean lethal dose
(LDso) of 3.2 IJs/larva was determined for isolates CC01 and CCO03, respectively.
The results shown allow us to assert that isolates CC01 and CC03 are presented as
promising alternatives for the biological control of P. vorax in Solanum tuberosum
crops in Ecuador.
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INTRODUCCION
En Ecuador el cultivo de la papa constituye una de las principales actividades
econémicas en las provincias de la Sierra. Alrededor de 80.000 familias dependen
de este cultivo que cubre alrededor de 49.719 hectdreas sembradas, con una
producciéon promedio de 239.715 toneladas (INEC; 2002). Estudios realizados por el
INIAP, sefialan que el cultivo de la papa genera alrededor de 60 millones de
dolares anuales, convirtiéndose en una fuente importante de ingresos para las

comunidades rurales y un componente fundamental de la economia nacional
(Oyarzun et al., 2002).

La produccion de papa es afectada por enfermedades e insectos plaga,
destacandose el gusano blanco (Premnotrypes vorax Hustache) como la plaga més
dafiina en todas las provincias paperas del Ecuador. La larva al alimentarse dafia
los tubérculos en campo, formando galerias que afectan la calidad del producto. En
las provincias de Cafiar, Carchi, Chimborazo y Cotopaxi, los niveles de pérdida del
valor comercial de los tubérculos afectados oscilan entre 20 y 50% (Oyarzan et al.,
2002; Gallegos et al., 1997). Esta plaga se distribuye en Suramérica entre los 2.600 a
3.700 msnm. Los mayores dafios los ocasionan las larvas que barrenan el tubérculo
formando ttneles en los que depositan sus excrementos. Su ciclo biolégico
comprende: los huevos son cilindricos de color blanco brillante, cuando van a
eclosionar se tornan color &mbar, y tienen una duracién de 35 dias para eclosionar.
Las larvas son de color blanco cremoso, con cabeza pigmentada, la duracién del
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estado de larva es de 38 dias. El periodo de pupa es 44 dias y es de color blanco, se
desarrolla dentro de una celda formada de tierra (Gallegos et al., 1997). El insecto
adulto puede sobrevivir 260 dfas, y su capacidad de multiplicacién a nivel
experimental se ha registrado en 260 huevecillos por hembra. En una poblacién de
gusano blanco, la proporcién de sexos es aproximadamente 1 a 1. El habito del
insecto adulto indica que prefiere movilizarse en la noche en busca de fuentes de
alimento (Herrera, 1997). En el dia se refugia en sitios obscuros y htiimedos, debajo
de terrones y de plantas. Se alimenta en mayor proporcién de las hojas inferiores
de la planta de papa y de los foliolos de sus extremos. No puede volar y su
desplazamiento es a nivel del suelo. Puede recorrer 12 m en linea recta en una
noche, y se dice que hasta 1 km en 6 meses (Herrera, 1997). La infestacion si llega
de uno de los bordes el insecto adulto se ubica en mayor proporcién hasta los 5 m
del cultivo o en los 3 surcos iniciales, en los primeros 40 dias de edad de la planta.
También, hay un desplazamiento de la poblacién entre las primeras plantas del
cultivo y los bordes de malezas (Gallegos et al., 1997).

Los agricultores emplean el control quimico para reducir los dafios de esta larva,
siendo insecticidas téxicos como Carbofuran, Metamidafos, Acefato y Profenofos
aplicados al follaje o al suelo (Gallegos et al., 1997). Otro de los insecticidas muy
utilizados por los agricultores es el Kadabra, es un insecticida de alto rendimiento:
es un Insecticida que combina dos principios activos: Bifenthrin que es de accién
directa por contacto y el Fipronil que es un insecticida sistémico que acttia por
contacto e ingestion, es extremadamente activo (Herrera, 1997). La accion
combinada de los dos ingredientes interviene en el sistema nervioso del insecto
plaga pre y post sindptica del impulso nervioso. Hasta el momento no se conoce el
uso de biotecnologia o de mejoramiento genético del cultivo contra esta plaga. No
se han encontrado fuentes de resistencia en variedades o cultivares mejorados o
nativos. Entre las alternativas de manejo se encuentran: biolégicas, culturales,
fisicas y quimicas. El control quimico es una de las alternativas de mayor difusién
para esta plaga. De acuerdo con Agiiera & Laumond (1994), como consecuencia del
uso indiscriminado de plaguicidas se ocasionan serios problemas referentes a la
contaminacién ambiental, incremento de la poblaciéon de plagas secundarias
(mosca minadora Liryomiza sp.), resistencia a insecticidas, efecto nocivo sobre la
salud del agricultor, destruccion de la fauna ttil y enemigos naturales.

Por lo expuesto, y considerando la necesidad de buscar otras alternativas para el
Manejo Integrado del gusano blanco, el uso de nematodos entomopatdgenos
(NEPs) se perfila como un valioso paso en el control biolégico, que permitira
regular la poblacién de la plaga sin efectos dafiinos al medio ambiente y al hombre.
Es importante destacar que los NEPs son habitantes naturales del suelo y tienen la
capacidad de buscar, parasitar y causar la muerte a gran namero de insectos plaga
(Garzon et al., 1996).

MATERIALES Y METODOS

Cria de P. vorax.- El método de cria de P. vorax se basé en las experiencias
desarrolladas por el Centro Internacional de la Papa (CIP) en Pert. Para iniciar la
cria se colocaron adultos traidos de la provincia de Cotopaxi. Los insectos se

32


https://www.adama.com/ecuador/es/agroquimicos/insecticida/kadabra

Bol. Téc, Ser. Zool. 17: 30-40, 2022

mantuvieron en recipientes plasticos con rodajas de papa como alimento y tallos
secos de gramineas para receptar las oviposiciones. Se procedio a la recolecciéon de
huevos, colocandolos en platos Petri. La incubacién de las oviposiciones duro de 30
a 40 dias a 15 °C.

Las larvas del I instar de P. vorax se colocaron sobre rodajas de papa contenidas en
recipientes plasticos. A los 35 dias las larvas de V instar salieron de las rodajas de
papa para pasar al estado de prepupa, estas fueron colocadas en nuevos
recipientes con papel absorbente hasta su emergencia como adulto a los 45 dias. La
cria se mantuvo a 15 °C y una humedad del 75%.

Prueba de patogenicidad.- Para la prueba de patogenicidad se utilizé la
metodologia propuesta por Kaya & Stock (1997). En el caso de nematodos del
género Steinernema se realizaron ensayos “One on One”, para lo cual se inoculo un
juvenil (IJs) en una larva de P. vorax de V instar, en una placa de 20 celdas con
papel filtro Whatman No. 1 estéril. Para el caso de nematodos del género
Heterorhabditis se realizaron ensayos “Five on One”, para lo cual se inocularon cinco
IJs en una larva de P. vorax de V instar, en un tubo Eppendorf (1,5 ml de
capacidad) con 1 ml de arena estéril (Kaya & Stock, 1997; Alcazar, 2003) (Figura 1).
A las larvas testigo se les coloco agua destilada estéril. Posteriormente las placas y
los tubos se colocaron dentro de una bolsa plastica y se incubaron a 20 °C. El
ndmero de larvas muertas de P. vorax se registraron a las 24, 48, 72 y 96 horas de la
inoculacién. Para verificar la muerte de las larvas de P. vorax por accién de los
nematodos, éstas se colocaron en agua destilada y se observaron al estereoscopio.

Figura 1. Evaluacion de la patogenicidad de NEPs del género Steinernema y Heterorhabditis A)
Ensayos “Five on One”. B) Ensayos “One on One”.

Se utilizé un Disefio Completamente al Azar (DCA) en arreglo factorial A x B con
tres repeticiones. El ntimero de tratamientos evaluados fueron 11, correspondientes
a los aislamientos de NEPs, en combinacién con los niveles del inéculo. La unidad
experimental fue una placa de 20 celdas para el caso de nematodos del género
Steinernema 'y en tubos Eppendorf para Heterorhabditis. Las diferencias
significativas se discriminaron mediante la prueba de Tukey al (P< 0,05).
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Dosis letal media (LDsp) de NEPs. - Se seleccionaron las poblaciones de NEPs que
mostraron mayor porcentaje de mortalidad de larvas de P. vorax en las pruebas de
patogenicidad, se determiné la dosis letal media (LDsg). Se utilizaron tubos
Eppendorf con 1 ml de arena estéril humedecida con 100 pL se colocé una larva de
V instar de P. vorax. Después sobre cada larva se inoculé un nivel de poblacion
determinado. Se evaluaron las concentraciones de 0 (control), 1, 2, 4, 8 y 16
IJs/larva del V instar de P. vorax. Posteriormente se taparon los tubos y se
colocaron dentro de una bolsa plastica negra y se incubaron a 20 °C (Kaya & Stock,
1997; Alcéazar, 2003). La evaluacién de la mortalidad se realiz6 a partir de las 24
hasta las 120 horas después de la inoculacién de los NEPs. Para evaluar la
presencia de NEPs en las larvas muertas, éstas fueron lavadas con agua destilada y
disectadas en un estereomicroscépio. El calculo de regresion entre los niveles de
poblacién y el porcentaje de mortalidad para determinar la Dosis Letal media
(LDso) y los limites fiduciales (intervalos de confianza), se realizé mediante el
analisis PROBIT. La unidad experimental estuvo representada por tubos
Eppendorf con una larva de V instar de P. vorax (20 tubos). Se efectué una
regresion entre el tiempo y el porcentaje de mortalidad.

RESULTADOS Y DISCUSION

Patogenicidad de NEPs sobre larvas de P. vorax.- El andlisis de varianza mostré
diferencias significativas entre poblaciones de NEPs del género Heterorhabditis (Fs,
s= 135,22, P< 0,0001). El tratamiento testigo (sin NEPs) no se consider6 para el
analisis estadistico debido a que mostr6 resultados de cero patogenicidad en todas
las repeticiones. El mejor tratamiento fue el aislamiento CCO01 con 68% de
mortalidad en larvas del V instar de P. vorax, seguido por la poblacién CC03 con
57% de mortalidad. Los aislamientos CT13 y HO1T mostraron baja patogenicidad
con 37 y 28% de mortalidad, respectivamente (Figura 2). Segun los resultados
mostrados, se puede deducir que las cuatro poblaciones de NEPs del género
Heterorhabditis pertenecen a especies diferentes.

Los NEPs del género Steinernema son diferentes significativamente en la
patogenicidad (Fs, 14= 57,511, P< 0,0001). En el analisis estadistico no se consider6
el tratamiento control, debido a que mostré una patogenicidad de cero en todas las
repeticiones. Los mejores tratamientos fueron los aislamientos CH06 y H4D con 48
y 47% de mortalidad sobre larvas de P. vorax. Mientras que la poblacién HO3R
evidencié una baja patogenicidad sobre larvas de P. vorax (Figura 3).

Los aislamientos CC01 y CCO03, obtenidos en cultivos de papa en la Provincia del
Carchi mostraron mayor porcentaje de patogenicidad, probablemente la
agresividad mostrada por estas poblaciones sobre larvas de V instar de P. vorax,
este vinculado con adaptabilidad de estos nematodos a medios adversos como los
que se establecen en la Provincia del Carchi, en donde los agricultores aplican una
amplia gama de agroquimicos en sus cultivos.

Existe la posibilidad de que estos aislamientos de NEPs muestren compatibilidad
con el sistema de manejo del cultivo de papa, lo que los hace altamente
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promisorios en el control biolégico. Sin embargo, en el estudio realizado por Hara
& Kaya (1983a) indica que los pesticidas organofosforados y carbamatos producen
efectos sub-letales sobre los IJs de S. carpocapsae, como, paralisis parcial,
enrollamiento y postura curvada. En otro estudio los mismos autores Hara & Kaya
(1983b), sefialan que larvas de Spodoptera exigua tratadas con organofosforados,
carbamatos y piretroides fueron invadidas por IJs de S. carpocapsae a niveles de 82 a
100%.
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Figura 2. Patogenicidad de poblaciones de NEPs del género Heterorhabditis sobre larvas del V
instar de P. vorax.

Hara & Kaya (1983a), menciona que los insecticidas organofosforados no muestran
efectos sobre los juveniles de S. carpocapsae. Segtn Hara & Kaya (1983a)
argumentan que existe evidencia de actividad anticolinesterasa por parte del
nematodo para inhibir el efecto de los pesticidas. De acuerdo a lo anterior, se
amplia la posibilidad de compatibilidad de los NEPs con aplicaciones de pesticidas
en el cultivo de papa, teniendo en cuenta que estos deben ser aplicados antes de la
aplicacion de los pesticidas biol6gicos.

En Ecuador hay pocos estudios sobre la utilizaciéon de NEPs para el control de P.
vorax. El INIAP (1983 y 1985) desarroll6 una investigaciéon sobre control biolégico
de P. vorax, con el nematodo S. carpocapsae suministrado por la Universidad de
California. Los resultados obtenidos en laboratorio mostraron mortalidades
superiores al 50%. Los NEPs del género Steinernema muestran una estrategia de
emboscada desplazdndose en la superficie del suelo para atacar presas moviles.
Mientras que los NEPs del género Heferorhabditis detectan a su huésped
moviéndose aleatoriamente a través del suelo buscando al hospedero, siendo mas
efectivos contra presas sedentarias dentro del suelo (Kaya & Stock, 1997; Grewal et
al., 1999; Kaya & Alcazar, 2005) (Campbell & Gaugler, 1993, Pérez et al., 2003). Las
larvas del V instar de P. vorax en campo salen del tubérculo para empupar en el
suelo, es el momento en cual los NEPs del género Heterorhabditis son més efectivos.
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Se seleccionaron los aislamientos CCO01 y CC03 Heterorhabditis, para determinar la
dosis letal media (LDso) y la caracterizacién etolégica de los NEPs.

80

50

40 |

30 -
20
I 1
o

HO1 G CHO07 HOS C CB 13 HO3 R
AISLAMIENTO

% MORTALIDAD DE LARVA

Figura 3. Patogenicidad de poblaciones de NEPs del género Steinernema sobre larvas del V instar de
P. vorax.

Dosis Letal media (LDso). -De acuerdo al andlisis Probit (Tabla 1), se determiné
que la Dosis letal media (LDsp) para los aislamientos CC01 y CCO3 fue de 3,2
IJs/larva de V instar de P. vorax; en el analisis Probit no se consider6 el testigo
debido a que no mostro ninguna mortalidad de larvas del V instar de P. vorax.
(Tabla 1). Los resultados de la ecuacién de regresion indican que el incremento en
la concentracion de NEPs implica una mortalidad mayor en un periodo menor
hasta un limite, que al incrementar la dosis, la mortalidad se mantiene constante o
con ligeros incrementos (Figuras 4 y 5).

La mayor mortalidad se determiné a las 72 y 96 horas de inoculacién. En Colombia
Garzon et al., (1996) evaluaron una cepa nativa de Steinernema sp comparada con el
producto comercial EXHIBIT (S. carpocapsae Raza 25), ambos tratamientos
mostraron patogenicidad hacia P. vorax, determinando una LDs de 526,43 IJs del
aislamiento nativo y 26,30 IJs del producto comercial, demostrandose que el NEPs
del producto comercial fueron 20 veces mas patogénico que la cepa nativa. En el
estudio realizado por el INIAP (1983 y 1985), se determiné que la dosis letal media
fue de 12 IJs/larva de P. vorax. En campo, el NEPs (S. carpocapsae) no logréd
reproducirse exitosamente en campo debido a factores ambientales como la
temperatura y la humedad.
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Figura 4. Ecuacion de regresion de la tendencia de mortalidad de larvas de P.vorax a diferentes
dosis del aislamiento CC01 (Heterorhabditis sp.).

Trabajos realizados por Parada-Santamaria (2002) demostraron que NEPs del
género Steinernema infectan estadios inmaduros de P. vorax que se hallaban
dentro de tubérculos de Solanum phureja y Solanum tuberosum, variedades Capiro y
Parda Pastusa, en los departamentos de Boyacd y Cundinamarca, Colombia.
Garzoén et al., (1996) reporté la presencia de nematodos del género Steinernema
ocasionando gran patogenicidad a larvas de P. vorax en el departamento de
Cundinamarca. En otras investigaciones, Septlveda et al., (2008), encontré alta
mortalidad de larvas de Cosmopolites sordidus (Coleoptera: Dryophthoridae) en
platano ocasionada por una cepa nativa de Steinernema en dosis de 1 000 IJs/25ul.

Tabla 1. Andlisis Probit de la mortalidad de las poblaciones de NEPs del género Heterorhabditis
sobre larvas del V instar de P. vorax

Aislamientos  Limitesde X DE Ecuacion de DLso
NEPs confianza regresion
2,448-4307 2,270 0454 Y=4331+1,292logx 3,291
cco1 221-4168 4,048 0484 Y=4289+1455logx 3,078
2,516-4,5569 3,387 0502 Y=4,271+1,364logx 3,423
Promedio 3.264
2,518-4,282 2,706 0433 Y=4,278+1.385logx 3,320
cCo3 2,409-4,156 0,445 0,429 Y=4,318+1346logx 3,208
2,418-4,227 1,804 0,443 Y=4,33+1.311logx 3,242
Promedio 3.256

X2=Chi cuadrado, DE= Desviacion Estandar, LDso =Dosis letal media
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Figura 5. Ecuacion de regresion de la tendencia de mortalidad de larvas de P.vorax a diferentes
dosis del aislamiento CC03 (Steinernema sp.)

CONCLUSIONES
Las pruebas de patogenicidad con los aislamientos de NEPs CC01 y CCO03
pertenecientes al género Heterorhabditis, mostraron los porcentajes de mortalidad
superiores al 50% sobre larvas de V instar de P. vorax a las 72 y 96 horas después de
la inoculacién.

La dosis letal media (LDsp) tanto para el aislamiento CCOl1 como para el
aislamiento CCO03 fue de 3,2 IJs/larva del V instar de P. vorax, a las 72 y 96 después
de la inoculacién. La ecuacién de la regresion del analisis Probit determina que al
aumentar la concentracién del inéculo aumenta la mortalidad del hospedero, hasta
llegar a un cierto nivel del indculo la mortalidad del hospedero no aumenta a pesar
del aumento de la dosis del in6culo.

Los resultados obtenidos demuestran que los aislamientos CC01 y CC03, estan
adaptados a situaciones de estrés extremo, debido a que fueron aislados de suelos
con altos concentraciones de insecticidas.

En investigaciones posteriores hay que determinar la susceptibilidad de larvas del
primer del cuarto instar de P. vorax con las poblaciones de NEPs CC01 y CCO03.

Evaluar la Dosis letal media (LDso) establecida para P. vorax en larvas de otras
plagas que atacan a los cultivos de Solanum tuberosum, como Phthorimaea operculella,
Tecia solanivora a fin de determinar la susceptibilidad a los NEPs. CC01 y CCO03.
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