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Patogenicidad de Heterorhabditis bacteriophora Poinar en larvas de Spodoptera
frugiperda en maiz

Pathogenicity of Heterorhabditis bacteriophora Poinar in larvae of Spodoptera frugiperda in
corn

Y.H.Calle'

Resumen

Objetivos: Determinar la mortalidad de larvas de distintos estadios de Spodoptera frugiperda y la eficacia del
control, con el uso del nematodo entomopatogeno Heterorhabditis bacteriophora Poinar. Metodologia: Bajo
condiciones de laboratorio, se inocularon concentraciones de 10, 100 y 200 nematodos mL" sobre los estadios
larvales II, 11, IV y V de S. frugiperda con aspersiones dirigidas. Se evalud el porcentaje de mortalidad a los 24,
48, 72 y 96 horas después de la inoculacion; asi mismo, se determind el porcentaje de eficacia de control.
Resultados: Las larvas de S. frugiperda inoculadas con H. bacteriophora presentaron mortalidad en sus distintos
estadios larvales; los estadios con mayor porcentaje de muerte fueron IV y V. Las concentraciones mas efectivas
que causaron mayor porcentaje de mortalidad fueron 100 y 200 individuos mL". H. bacteriophora causé la
mortalidad en gran porcentaje de larvas de S. frugiperda, logrando provocar la muerte de hasta el 75% de la
poblacion evaluada del V estadio. Conclusiones: Existe una relacion directa entre la concentracion del nematodo
y el porcentaje de mortalidad en larvas de S. fiugiperda; la concentracion de 200 nematodos mL " logré el mas alto
control de S. frugiperda. Los estadios larvales IV y V son los més sensibles a la aplicacion del nematodo.
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Abstract

Objectives: To determine the mortality of larvae of different stages of Spodoptera frugiperda and the
effectiveness of the control with the use of the entomopathogenic nematode Heterorhabditis bacteriophora
Poinar. Methodology: Under laboratory conditions, at concentrations of 10, 100 and 200 nematodes mL" were
inoculated on the larval stages II, IIL, IV and V of S. fiugiperda by direct sprays. The percentage of mortality was
evaluated at 24, 48, 72 and 96 hours after the inoculation; likewise, the percentage of control efficacy was
determined. Results: The larvae of S. frugiperda inoculated with H. bacteriophora showed mortality in their
different larval stages; the stages with the highest percentage of deaths were IV and V. The most effective doses
that caused the highest percentage of mortality were 100 and 200 individuals mL". H. bacteriophora caused
mortality in a large percentage of S. frugiperdalarvae, up to 75% of the population evaluated in the V larval stage.
Conclusions: There is a direct relationship between the concentration of nematodes and the percentage of larval
mortality of S. frugiperda; highest control in the larval population, was at a concentration of 200 nematodes mL".
The larval stages I'V and V are the most sensitive to the application of the nematode.
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Introduction planta, influyendo negativamente en el rendimiento.
Para su control se recurre al uso intensivo de

El maiz (Z L. 1 incipal ) . .
maiz (Zea mays L.) es una de las principales agroquimicos, que afectan el medio ambiente, por lo

especies cultivadas en el Pert, pues en el afio 2017 se
sembraron mas de 500 mil ha con un rendimiento
promedio de 4,23 t ha” (Ministerio de Agricultura y
Riego, 2018). Su cultivo es afectado por una serie de
plagas, entre las que destaca el gusano cogollero
Spodoptera frugiperda, que se alimenta del cogollo
de la planta, afectando el normal desarrollo de las
hojas y reduciendo el aparato fotosintético de la

que se hace necesario desarrollar otras estrategias de
control que sean mds amigables con el medio
ambiente.

Entre las diversas alternativas existentes, destaca
el uso de los nematodos entomopatdgenos (NEP),
que es uno de los grupos que recientemente esta
tomando realce dentro de la gama de
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biocontroladores, al causar mortalidad en ciertas
especies de insectos.

Existen dos familias de nematodos que estan
relacionados con la patogénesis de ciertos insectos:
Steinernematidae y Heterorhabditidae. En la
segunda familia, la especie Heterorhabditis
bacteriophora, es un nematodo facil de multiplicar
artificialmente a gran escala utilizando como
hospedante natural al insecto Galleria mellonelay en
medios de cultivo artificiales, liquidos y sdélidos
(Friedman, 1990; Ehlers & Shapiro, 2005). Estos
nematodos entomopatdgenos son infectivos cuando
se encuentran en los estadios juveniles, al portar en su
tracto digestivo a las bacterias patdgenas, que son las
responsables de la muerte del insecto por septicemia.
La bacteria simbionte de Heterorhabditis es
Photorhabdus. Los nematodos ingresan al cuerpo del
insecto, generalmente a través de los orificios
naturales y por las partes blandas del integumento, y
liberan las bacterias, las que se multiplican y
producen toxinas, ocasionando la muerte de los
insectos entre las 48 y 72 horas. Los nematodos se
alimentan, maduran y se reproducen dentro de estos
tejidos degradados por las bacterias.

La efectividad de estos nematodos depende de
muchos factores como la temperatura, humedad,
especie de hospedante, densidad del nematodo; asi,
por ejemplo, son altamente sensibles a la desecacion
alaradiaciony la luz ultravioleta, por lo cual se deben
tomar en cuenta las horas de aplicacion, las
temperaturas deben estan dentro del rango de 2-34 °C
(Shapiro etal., 2002; Lewis y Clarke, 2012).

Demir et al. (2015) evaluaron la eficacia de
nematodos de Steinernema glaseri, S. weiseri y
Heterorhabditis bacteriophora solo y en
combinacion contra larvas de Curculio elephas y
Polyphylla fullo (coledpteros) consideradas plagas de
suelo en castafio y otros cultivos, a concentracion de
50 y 100 juveniles infectivos/larva; a 25 °C causd
mortalidad de 21 a 81 % de larvas. Los resultados
obtenidos en estos trabajos demuestran que los
nematodos aplicados, solos o en combinacion,
tuvieron un efecto controlador.

Prasad et al. (2012) determinaron que la dosis
letal de 132 juveniles de Heterorhabditis indica por
larva de Plutella xilostella, causd una mortalidad del
73 al 100 % a las 48 horas; mientras que en
Spodoptera litura alcanzd hasta 33 % de mortalidad.
Por su parte Saravanapriya & Subramanian (2007),
reportaron una dosis letal de 2,01 a 7,32 juveniles
infecciosos de H. indica/larva contra la plaga P.
xylostellay S. litura, respectivamente.

La factibilidad del uso de estos biocontroladores,

por su nivel de residualidad como bioinsecticida y
seguridad, ha dado lugar a que, en muchos paises
como Estados Unidos y las naciones de la Unién
Europea, no sea necesario su registro (Ehlers &
Shapiro, 2005), por lo que es pertinente realizar
estudios detallados de su comportamiento, su
hospedante y los factores externos que podrian influir
en la patogenicidad sobre su hospedante bajo las
condiciones de costa peruana. En ese contexto, el
objetivo la investigacion fue determinar la
patogenicidad de Heterorhabditis bacteriophora en
larvas de Spodoptera frugiperda bajo condiciones de
laboratorio.

Metodologia

La investigacion se desarrolld en el laboratorio
de entomopatogenos del Instituto de Educacion
Superior Tecnolégico Huando, Huaral, Lima, durante
los meses de junio a setiembre del afio 2017. El
nematodo Heterorhabditis bacteriophora se adquirid
del Programa Nacional de Control Biologico
(PNCB) del SENASA-Lima, como cepa en
cadaveres de larvas de Galleria mellonella a partir de
la cual se multiplicaron en larvas de la misma especie,
en el laboratorio del Instituto Huando. Cuatro
cadaveres de larvas se colocaron en placas Petri de 9
cm de diametro, conteniendo 30 mL agua destilada
estéril durante 15 minutos, para la emergencia de
nematodos desde el interior hacia el agua. Se recogio
el agua con nematodos hacia otro frasco conteniendo
200 mL de agua destilada esterilizada, donde se
realiza el conteo de la concentracion de nematodos
mediante una placa marcada de 6 cm diametro, bajo
el microscopio con objetivo 20X.

En un envase de 40 x 25 x 12 cm se colocaron
200 larvas de 4 a 5 cm de G. mellonella (Gltimos
estadios), y se aplicd en aspersion 10 mL de una
suspension de agua-nematodo a una concentracion de
120 nematodos por mL, incubando luego a una
temperatura entre 18-24°C durante cuatro dias. Las
larvas muertas se lavaron con agua clorada a 200 ppm
por 2 minutos, luego se enjuagaron con agua
destilada estéril por dos veces, se secaron con papel
toalla esterilizada y fueron trasladados a otro envase
de plastico acondicionado de 30 x 20 x 7cm (trampa
de White modificada) durante 15 dias. La trampa de
White modificada consistié en un envase plastico con
parrilla de alambre galvanizado de 5 cm de altura,
colocada en la base del envase, a la que se agregd 50
mL agua destilada con 100 ppm de ampicilina para
evitar proliferacion de bacterias.

Se recuperaron larvas de los estadios II, Il y IV
de Spodoptera frugiperda de un campo de produccion
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comercial de maiz forrajero a los 42 dias de la
siembra. En laboratorio las larvas se colocaron en
bandejas de plastico de 28x22x12cm, y se les
alimentd con trozos de hojas y brotes de maiz
procedentes del mismo campo; estas bandejas con
tapa se mantuvieron durante 96 horas, tiempo que
duré la evaluacion.

En cada una de las bandejas, segun los
tratamientos y sobre las larvas de S. frugiperda se
aplico 20 mL de suspension de las distintas
concentraciones de nematodos Heterorhabditis en
agua destilada estéril. Luego las bandejas con las
larvas de Spodoptera inoculadas se incubaron a
temperatura ambiental de 18-22 °C y humedad
relativa de 68-90 %.

Se evaluo la mortalidad de las larvas a las 24, 48,
72 y 96 horas después de la aplicacion de los
tratamientos, mediante conteo directo y luego se
expresd en porcentaje. La eficacia de control se
determind mediante la formula de Schneider-Orelli,
modificada por Piintener (1981).

Se utilizo el disefio experimental completamente
al azar (DCA) con arreglo factorial, siendo los
factores en estudio: concentracion de nematodos (10,
100, y 200 individuos por mL) y estadios larvales de
Spodoptera frugiperda (11, 111, IV y V). El total de
tratamientos fue de 12. Los datos para el analisis de
variancia se procesaron con el programa estadistico
INFOSTAT (Di Rienzo et al., 2018). Para la
comparacion de medias se utilizé la prueba de Tukey
conunnivel de significacion de 5 %.

Resultados
Mortalidad en larvas de S. frugiperda

Segtn los resultados del analisis de variancia,
para el porcentaje de mortalidad y porcentaje de
eficacia del control, no se hall6 interaccidn entre los
estadios larvales de Spodoptera frugiperda y las
concentraciones del nematodo, en los diferentes
momentos evaluados.

En la Figura 1 se observa que el porcentaje de
mortalidad, para los diferentes estadios larvales de S.
frugiperda, fue similar a las 24 y 48 horas después de
la inoculacion de los nematodos. A las 72 y 96 horas
después de la inoculacidn, se observaron que los
mayores porcentajes de mortalidad se presentaron en
las larvas de los estadios IV y V. En general, se
aprecia que el mayor porcentaje de mortalidad, para
los diferentes estadios larvales, se observa a partir de
las 72 horas después de la inoculacion. Estos
resultados coinciden con los trabajos realizados por
Demir et al. (2015) y Gokte et al (2019), quienes
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refieren que los estadios tempranos fueron menos
susceptibles al ataque del nematodo. Segun diversos
autores (Demir et al. 2015; Salazar et al. 2017), a las
72 horas se producen las toxinas de la bacteria
Photorhabdus luminescens, microorganismo que ha
sido reportado como mutualista con Heterorhabditis
(Goodrich & Clarked, 2007), y que finalmente
provoca lamuerte de las larvas.
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Figura 1. Mortalidad (%) de S. frugiperda segun estadio larval y
horas después de la inoculacion (HDI).

Con respecto a la concentracion del nematodo,
en la Figura 2 se observa que los mayores porcentajes
de mortalidad del S. frugiperda se obtuvieron con la
concentracion de 200 nematodos por mL, en los
diferentes tiempos evaluados, siguiéndole en
importancia la concentracion de 100 nematodos por
mL. Asimismo, se puede apreciar que existe relacion
directa entre la concentracidn de nematodos y el
porcentaje de mortalidad, siendo las concentraciones
mayores a 100 nematodos por mL, las mas infectivas
paraS. frugiperda.
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Figura 2. Mortalidad (%) de S. frugiperda segin

concentraciones de H. bacteriophora y horas después de la

inoculacion (HDI).

Eficacia de control en larvas de S. frugiperda

En cuanto a eficacia de control, en la Figura 3 se
observa que, en los diferentes momentos evaluados,
los mayores porcentajes de eficacia se consiguen a
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partir del estadio 11, incrementandose con la edad de
lalarvade S. frugiperda.
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Figura 3. Eficacia de control (%) de S. frugiperda segin estadio
larval y horas después de la inoculacion (HDI).

En la Figura 4, se muestra el incremento en la
eficacia de control por efecto del factor concentracion
del nematodo; a las 24 horas después de la
inoculacion, la eficacia del control fue muy baja. A las
48 horas, la eficacia del control se incrementd
linealmente de acuerdo con las concentraciones del
nematodo (desde valores menores a 10% a la
concentraciéon de 10 nematodos por mL, hasta
valores superiores a 60% de control para la
concentraciéon de 100 nematodos por mL). La
maxima eficacia de control (mayor a 75%) se logr6 a
una concentracién de 100 nematodos por mL, a las
72-96 horas después de la incubacion.

—— 24 HD] ——a—48HDI

Eficacia [%)

10 100 200
Nematodos por mL
Figura 4. Eficacia de control (%) de S. frugiperda segin

concentraciones de H. bacteriophora y horas después de la
inoculacion (HDI).

Discusion

Los diferentes estadios larvales de S. frugiperda
presentaron sensibilidad al ataque del nematodo H.
bacteriophora; las larvas de los estadios III, [IVy V
presentaron mayor mortalidad en comparacion al
estadio II; estos resultados coinciden con los trabajos

realizados por Saravanapriya & Subramanian (2007),
Demiretal. (2015) y Gokte etal. (2019).

El uso de estos nematodos entomopatdgenos
para el control de S. fiugiperda, plaga importante en
el cultivo de maiz en la costa del Pert, es una
alternativa para el manejo integrado de plagas, ya que
el nematodo logra causar la muerte a un gran
porcentaje de la poblacion insectil, tal como lo
mencionan De Marco et al. (2012), Prasad et al.
(2012) y Salazar et al. (2017). Heterorhabditis tiene
un gran potencial biocontrolador para esta plaga y
otros lepiddpteros; en el Peru son escasos los trabajos
realizados al respecto, por lo que es necesario
encontrar la dosis letal media bajo condiciones de
campo; también es importante realizar estudios de la
soportabilidad del nematodo a los distintos métodos
de aplicacion (aspersiones foliares, nebulizaciones,
inyeccion al suelo mediante riego tecnificado)
determinando los individuos de nematodos que
logran parasitar y causar muerte en el hospedante S.
frugiperda. Alrespecto, Suazo (2008) menciona que
el porcentaje de mortalidad del nematodo llegd a mas
de la tercera parte de lo que se habia aplicado; atn
falta dilucidar estos aspectos para definir la
concentracion real que se debe aplicar en campo
durante el control de plagas.

En cuanto al tiempo de muerte del S. frugiperda,
autores como French et al. (2007), Lang et al. (2010),
Eleftherianos et al. (2011) y Zhu et al. (2011) refieren
que la muerte ocurre dentro de los 2 a 3 dias después
de inoculacidén, tiempo suficiente para que las
bacterias al interior del insecto se multipliquen y
liberen las distintas toxinas para causar su muerte.

Por otro lado, Askary et al. (2018) refieren que el
nematodo se ve atraido por las heces y cuticula de la
larva del insecto para acercarse y encontrar a su
objetivo, esta condicion también se cumple en el
cultivo de maiz, porque el gusano “cogollero”
acumula sus heces y el interior de la planta se
mantiene humedo por el vapor de transpiracion de las
hojas de maiz. Es importante sefialar que las larvas
muertas pueden comportarse como fuente de indculo,
debido a que muchos de estos cadaveres que contiene
al nematodo entomopatégeno, no logran
descomponerse; al respecto Goodrich & Clarked
(2007) demostraron que la bacteria Photorhabdus
luminiscens produce ciertos antibidticos que son
liberados al interior del cadaver de la larva del
insecto, por lo cual éste no logra descomponerse,
actuando asi en forma mutualista con el nematodo.

Algunos autores consideran que Heterorahbditis
controla eficientemente muchas larvas de noctuidos y
algunos coledpteros (Koppenhofer et al., 2006;
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Demir et al., 2015; Salazar et al., 2017; Gokte et al.,
2019). Existe informacion reportada sobre el efecto
en otros lepidopteros; sin embargo, sobre la especie S.
frugiperda aun hay escasez de estudios realizados.
Los hallazgos de esta investigacion son similares a
los reportados por Negrisoli et al. (2010) y Salazar et
al. (2017) en S. frugiperda, donde el nematodo
ocasiond una mortalidad considerable en larvas de
estaplaga.

Conclusiones

Heterorhabditis bacteriophora causa mortalidad
en gran porcentaje de larvas de Spodoptera
frugiperda, logrando provocar muerte de hasta el 69
% de la poblacién evaluada, bajo condiciones de
laboratorio. Se ha comprobado que la concentracién
de nematodos esta en relacion directa respecto a la
mortalidad de las larvas, siendo la concentracion de
200 nematodos por mL, la que ocasiond mas de 75%
de mortalidad. Respecto a la eficacia de control bajo
condiciones de laboratorio, el nematodo logrd
controlar alrededor del 75 % de 1a poblacion evaluada
a una concentracion de 200 nematodos por mL. Los
estadios IV y V de la plaga fueron mas sensibles a la
aplicacion del entomopatdgeno.
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