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Resumen

Una de las problemaéticas para el control de la broca del café
radica en las poblaciones que se alojan en los frutos del suelo
excedentes de la cosecha, donde no pueden ser alcanzadas por
los insecticidas quimicos ni algunos bioldgicos. En esta fase lo mds
apropiado es la utilizacidn de los nematodos entomopatdgenos
(NEP), que poseen la capacidad de desplazarse hasta el interior
del fruto por donde la broca perfora, parasitando a sus estadios
bioldgicos. Con el propdsito de evaluar la efectividad de estos
entomopatogenos en el control de las poblaciones de broca que
se encuentran en el interior de los frutos, se dise id un experimento
bajo condiciones de laboratorio. Para ello se utilizaron bandejas
plasticas, en las que se coloco sustrato estéril, constituido por
suelo con hojarasca y materia organica, a una proporcion 3:1,
simulando las condiciones del cafetal. Se depositaron diferentes
cantidades de frutos brocados, equivalentes a un metro cuadrado
(139, 278, 417 556, 695 frutos), los cuales constituyeron los
tratamientos con cuatro réplicas. Se asperjo a cada bandeja una
solucion que contenia 6000 NER y a las 72 horas se evalud la
mortalidad. Se comprobo que al aumentar la densidad de frutos
a 417 frutos/m? la mortalidad comienza a decrecer por debajo
del 90%, lo que indica que para garantizar una buena efectividad
de estos organismos debe realizarse una cosecha con calidad.
Los NEP causaron en el insecto los sintomas caracteristicos
de la combinacion patogénica nematodo-bacteria, aunque no
alcanzaron mas de una generacion debido al tamafio de la broca.
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Abstract

One of the problems for the coffee berry borer control resides in
the populations that lodge in the fruits of the soil surpluses of the
crop, where they cannot be reached by the chemical insecticides,
neither some biological ones. In this phase the most appropriate
thing is the use of the entomopathogen nematodes (NEP) that
possess the capacity to move until the interior of the fruit for
where the coffee berry borer perforates, and have parasitic to its
biological states. With the purpose of evaluating the effectiveness
of these entomopathogen in the coffee berry borer populations
control that there are inside the fruits, an experiment under
laboratory conditions was designed. For that were used it plastic
trays, in those that sterile substratum was placed, constituted by
soil with trash and organic matter, to a proportion 3:1, simulating
the conditions of the coffee plantation. Different quantities of fruits
brocades were deposited, equivalent at one m? (139, 278, 417 556,
695 fruits), which constituted the treatments, with four replicates.
Be sprayed to each tray a solution that 6000 NEP contained, at
the 72 hours the mortality was evaluated. Was proven that when
increasing the density of fruits at 417 fruits/m? the mortality it
begins to fall below 90 %; what indicates that to guarantee a good
effectiveness of these organisms should be carried out a crop with
quality. The NEP caused in the insect the characteristic symptoms
of the pathogen combination nematode-bacterium, although these
didn’t reach more than a generation due to the size of the coffee
berry borer.

Key words: entomopathogen nematodes, Heterorhabitis sp.,
coffee berry borer, Hypothenemus hampei, biological Control,
Photorhabdus luminescens.
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Introduccion

La broca del café (BC) (Hypothenemus hampei Ferra-
ri (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae)) es originaria
del continente africano. En mayor o menor grado todas
las variedades y especies de café de importancia comer-
cial son atacadas por la broca del café (Le Pelley, 1973 y
Barrera et al., 2008), por lo que se considera como una
plaga adaptada a las mismas condiciones donde se de-
sarrolla el cultivo (Bustillo, 2006).

En Cuba se registré por primera vez en 1995. Al llegar
sin sus enemigos naturales, encontré condiciones favo-
rables para su desarrollo, por lo que su dispersion fue
muy rapida. Para el combate de esta plaga se desarro-
16 una estrategia de control basada fundamentalmen-
te en el empleo de productos quimicos. Posteriormente
se fueron eliminando los quimicos y se incorporaron los
controladores bioldgicos, combinados con las trampas y
el saneamiento de los frutos excedentes de la cosecha
(Vazquez y col., 2008). Este ultimo se hace dificil y costo-
so porque demanda una gran cantidad de fuerza de tra-
bajo, razdn por la que los nematodos entomopatégenos
constituyen una alternativa viable para el control de las
poblaciones de broca que permanecen en esos frutos
del suelo.

Los entomonematodos se consideran una herramien-
ta de control bioldgico de insectos plaga y vectores de
enfermedades, tanto en humanos como en mamiferos,
logrando que su uso no se restrinja solamente al campo
agricola, sino que su aplicabilidad se extienda a otros
campos como el médico y veterinario. Su capacidad
para sobrevivir en ambientes diversos bajo condiciones
extremas les brinda gran versatilidad para adaptarse a
diferentes condiciones, lo que ha posicionado esta herra-
mienta como una de las mas promisorias para su uso
frente a condiciones de variabilidad climatica (Rodriguez
etal., 2011).

Son potenciales agentes de control bioldgico de va-
rias especies de insectos dentro del orden Lepidoptera
y Coleoptera (Muthulakshmi et al., 2012). Poseen atribu-
tos deseables en los biorreguladores, tales como amplia
gama de hospedantes y capacidad para provocar altos
indices de mortalidad; son ambientalmente seguros;
pueden producirse mediante métodos in vivo e in vitro;
los estadios infectivos pueden ser formulados y almace-
nados; el registro de los productos se requiere en pocos
paises; son facilmente aplicables con los equipos estan-
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daresy el riego, y numerosas cepas son compatibles con
diversos productos quimicos y otros agentes de control
biolégico (Rodriguez y col., 2012).

Los nematodos entomopatdégenos (NEP) mas impor-
tantes en el control de plaga pertenecen a las familias
Steinernematidae y Heterorhabditidae. Las especies que
corresponden a estas familias tienen una asociacién
simbidtica mutualistica con las bacterias de los géneros
Xenorhabdus y Photorhabdus, respectivamente (Mejia
et al., 2013).

Tanto las especies Steinernema como de Heterorhabdi-
tis una vez que penetran al cuerpo del insecto descargan la
bacteria que cargan en sus intestinos, recogen la proteina
L-proline y segregan toxinas que inhiben el sistema inmu-
nolégico del insecto. La bacteria se multiplica y el insecto
muere por septicemia (Chacon-Orozco, 2014). La bacteria
posee dos fases (I y Il). En la fase | produce metabolitos
secundarios que impiden que el cadaver del insecto se des-
componga, lo que le permite al nematodo alcanzar de dos a
tres generaciones (Eleftherianos et al., 2007).

Saenz y Olivares (2008) plantean que estos organis-
mos tienen la capacidad de desplazarse y buscar su pre-
sa donde se encuentren refugiados, siempre que el sue-
lo posea un contenido de humedad entre los 25 y 30 %
de agua. Destacan que si esta humedad es superior al
45 % e inferior al 15 %, se afecta su movilidad.

Por lo antes planteado se desarrolld la presente in-
vestigacion con el objetivo de evaluar la efectividad de
los nematodos entomopatdgenos en el control de la bro-
ca del café sobre diferentes densidades de frutos.

Materiales y métodos

La investigacion se realizd bajo condiciones controla-
das en el laboratorio de produccidon de nematodos ento-
mopatdgenos de la Estacion Experimental Agro-Forestal,
perteneciente al Instituto de Investigaciones Agro-Fores-
tales, donde se mantuvo condiciones de temperatura de
+25 °C.

Se utilizé un disefio completamente aleatorizado don-
de se utilizaron bandejas plasticas, en las cuales se co-
locod un sustrato estéril, constituido por suelo y materia
organica, a una proporcién de 3:1, segun las normas téc-
nicas para el cultivo del café (Diaz y col., 2013). También
se ubico hojarasca para simular las condiciones del cafe-
tal. La mezcla se esterilizé en autoclave a 121 °C durante
una hora. Las bandejas con los frutos se colocaron en
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una bolsa de malla antiafidos para evitar el escape de
las brocas.

Sobre este sustrato (entre la hojarasca) se deposita-
ron diferentes cantidades de frutos brocados, equivalen-
tes a 139, 278, 417, 556 y 695 frutos por metro cuadrado.
Las cerezas se encontraban maduras para garantizar la
presencia de todos los estadios bioldgicos. Estas propor-
ciones constituyeron los tratamientos y se establecieron
cuatro réplicas.

Por cada bandeja se asperjé una dosis de 6000 juveniles
infectivos (Ji) de nematodos entomopatégenos del género
Heterorhabditis sp. La solucion se prepard con agua destila-
da estéril (ADE). Los NEP empleados fueron reproducidos
en el laboratorio sobre larvas de Galleria mellonella, criadas
también en estas condiciones. Se asperj6 agua destilada sin
nematodos sobre frutos brocados para comprobar la efecti-
vidad del inéculo. Para ello también se seccionaron frutos
bajo el estéreo y se observd el estado de las poblaciones de
broca presentes en estos frutos, donde se comprobd que no
hubo ningun efecto.

A las 72 horas después de la inoculacién de los NEP
en los frutos de las bandejas, se evalud la mortalidad en
los estadios bioldgicos de broca y se observo el estado
de las larvas y pupas para seleccionar las que tuvieran la
posibilidad de contener nematodos y ponerlas a descar-
gar en Trampas White (Woodring y Kaya, 1988).

La muerte de los estadios de broca se determiné
teniendo en cuenta la carencia de movimiento y por la
coloracion tipica que muestran las larvas y pupas parasi-
tadas, asi como la separacion de la cabeza y el térax en
el caso de los adultos. La mortalidad de la broca causada
por los NEP se estimé a través de la formula:
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MB (%) = BMP/TB x 100

donde:

MB: Mortalidad de broca

BMP: Brocas muertas parasitadas

TB: Total de broca en el interior del fruto

Para comprobar la presencia de nematodos se tomaron
individuos de los diferentes estadios, que fueron seccio-
nados y observados bajo un estereoscopio. Los datos se
procesaron empleando el paquete estadistico Statgraphics
5.1, a través de un analisis de varianza. Los mismos se
transformaron utilizando la ecuacién 2 x arcsen |%. La
comparacion de las medias se hizo a través de la prueba
de rangos multiples de Duncan. La normalidad de los datos
se comprobo a través de la prueba de Shapiro-Wilk (1965)
y la homogeneidad de la varianza utilizando la prueba de
Levene (1960). Se correlaciond la densidad de los frutos/m?
con la mortalidad causada por los nematodos.

Resultados y discusion

A las 72 horas de inoculados los NEP se observé que
solo los tratamientos con 139 y 278 frutos/m? no mostra-
ron diferencias significativas, y ambos manifestaron una
mayor mortalidad de la broca, la cual estuvo por enci-
ma del 95 %. Sin embargo, se muestra una tendencia de
esta variable a disminuir por debajo de 90 %, a medida
que incrementa la densidad de frutos en el suelo (417
frutos/m?) para todos los tratamientos (Fig. 7). Estos re-
sultados sugieren que para lograr una mayor efectividad
en el control con los NEP debe hacerse una adecuada
recoleccion de los frutos durante la cosecha.

Los valores seguidos por letras iguales no poseen dife-
rencias significativas de acuerdo a la prueba de Duncan

ad (p < 0,05).

Fig. 1. Mortalidad causada por la inoculacion de
- 6000 Ji de nematodos entomopatégenos sobre di-
ferentes densidades de frutos en condiciones de

laboratorio.
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Vergara et al. (1997) plantean que en larvas inocula-
das con nematodos en el laboratorio, el mayor porcentaje
de mortalidad se alcanza a las 72 horas de la inocula-
cion, independientemente de la dosis que se utilicen.

Rodriguez y col. (2018) destacan la importancia de
realizar una adecuada recoleccién del café (como una
practica dentro del manejo integrado de la broca), donde
no queden frutos en la planta ni en el suelo, debido a que
el insecto contintia con su reproduccion en el interior de
los frutos que quedan en la plantacion después de la co-
secha, y en este periodo puede llegar a desarrollar hasta
tres generaciones mas, lo que determina la infestacién
de la cosecha siguiente. Ellos exponen ademas la fuerte
relacion entre la cantidad de frutos excedentes de la co-
sechay la infestacion de la plaga. Ruiz-Cardenas y Baker
(2010) obtienen resultados similares.

Sanchez y Rodriguez (2007) observaron hasta mas
de un 70 % de mortalidad de la broca cuando se asper-
jaron los nematodos sobre frutos del suelo. Benavides
et al. (2010) reportaron una mortalidad superior al 75 %
sobre los estadios de broca con las especies de Heteror-
habditis y Steinernema después de 72 horas de aplica-
dos sobre frutos brocados.

Molina y Lopez (2009), al evaluar el efecto de NEP
también sobre frutos perforados, obtuvieron mortalidad
de 49,6 % y 50,9 %, con dosis de 125 y 625 Ji/fruto,
respectivamente. De igual forma constataron un indice
de penetracion de 18,68 % y 15,04 % para estas mismas
dosis, lo que demuestra que los juveniles infectivos (Ji)
se trasladan a través de las camaras de oviposicion que
construye la broca, posiblemente atraidos por los volati-
les emitidos por los frutos y los estadios del insecto. Por
otro lado, Castillos et al. (2010) plantean que los NEP son
habitantes naturales del suelo que poseen la capacidad
de buscar, parasitar y causar la muerte a una gran varie-
dad de insectos plagas.

En esta investigacion, al seccionar los frutos broca-
dos (Fig. 2A.), se observo la presencia de NEP y los
sintomas causados por estos organismos a los estadios
biolégicos de la broca. Se comprobd que las larvas y las
pupas presentaron la coloracion pardo-rojiza, la cual es
tipica de las afectaciones ocasionadas por los nema-
todos (Figs. 2B, C y D). En esta misma figura se puede
presenciar la diferencia en cuanto a la coloracién entre
las pupas parasitadas y las que se encontraban libres
de nematodos.

Fig. 2. Fruto de café seccionado con presencia de los estadios
bioldgicos de Hypothenemus hampei infectados por NEP,
que muestran los sintomas tipicos del parasitismo.
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No se encontraron afectaciones en la fase de huevo.
Pero en el caso de los adultos muertos se observo la
separacioén de la cabeza del térax, que es un sintoma ca-
racteristico del ataque en esta fase del insecto (Fig. 2C).
Sin embargo, no se pudo determinar el nimero de nema-
todos por estadios biolégicos de la broca, ya que un alto
porcentaje de los estadios se encontraban totalmente
desechos. No obstante, se visualizaron adultos herma-
froditas del nematodo en algunos cadaveres de broca, lo
que sugiere que los nematodos solo pudieron alcanzar
una generacion en algunos individuos de broca.

En condiciones similares a las descritas en esta in-
vestigacion, Manton et al. (2012) observaron la misma
manifestacién en el color y textura de la larva de broca
parasitada, y reportan una mortalidad del insecto causa-
da por los entomonematodos de 26,6 % en adultos y de
23,7 % en larvas.

Contrariamente, Doucet y Giayetto (1994) y Rubio
(2003) refieren una mayor mortalidad en larvas que en
adultos debido a caracteristicas morfoldgicas especi-
ficas que limitan la entrada de los entomonematodos,
como son los pequefos espiraculos encubiertos debajo
de los élitros, ano estrecho, deyecciones continuas y su
gran movilidad, a diferencia de las larvas que tienen una
menor movilidad y una cuticula mas blanda que favore-
cen la entrada de los Ji de nematodos.

Molina y Lépez (2002) también registraron la separa-
cion de la cabeza del térax en adultos de broca infecta-
dos con H. bacteriophora.

La coloracién presentada por las larvas y pupas de
broca parasitadas se debe a la asociaciéon mutualista
que se produce entre Heterorhabditis sp. y la bacteria
simbionte del género Photorhabdus, lo que refleja igual-
mente que la bacteria ha alcanzado la fase primaria (I).
Esta fase resulta apropiada para el desarrollo de la pa-
togenicidad del nematodo y a la vez le permite su repro-
duccién, contribuyendo a la permanencia de estos orga-
nismos en el suelo (Sanchez, 2002).

Valdés y Escobar (2006) comprobaron que las espe-
cies de nematodos Steinernema cubanum y Heterorhab-
ditis indica lograron reproducirse en cadaveres de las
larvas de H. hampei, al observar que muchas de estas
larvas contenian en su interior hembras gigantes del ne-
matodo cargadas de huevos. No obstante, una gran parte
de los cadaveres estaban practicamente desintegrados,
con nematodos adultos a su alrededor.
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Resultados similares obtuvieron Valdés y Escobar
(2006) cuando aplicaron Steinernema cubanum, Hete-
rorhabditis bacteriophora y H. indica directamente sobre
los estadios bioldgicos de la broca. Ellos observaron los
NEP en los cadaveres del insecto; sin embargo, no pu-
dieron cuantificarlos debido al deterioro de los mismos,
ya que el tamafno diminuto de la broca no es capaz de
sostener el ciclo reproductivo de los nematodos has-
ta juveniles del tercer estadio. Igualmente presenciaron
la coloracion pardo-rojiza en larvas y pupas, asi como
la separacion entre la cabeza y el térax en los adultos;
afirman que estas separaciones son causadas por las
hembras gigantes presentes en el interior del cuerpo del
insecto, que para emerger rompen el exoesqueleto.

Dependiendo del tamano del insecto, el nematodo
puede alcanzar hasta dos generaciones; eventualmente
algunas especies pueden lograr hasta tres generacio-
nes, como es el caso de Steinernema feltiae en larvas
del ultimo estadio de G. mellonella. En insectos peque-
fAos puede ocurrir una sola generacién o una generacion
incompleta (Capinera y Epsky, 1992 citado por Castillo,
1995).

Estos resultados corroboran que los NEP tienen la
capacidad de penetrar al interior del fruto por la galeria
que abre la broca para depositar su progenie, donde pa-
rasitan a todos los estadios bioldgicos del insecto (San-
chez, 2002 y Molina y Lopez, 2009). Por otro lado, han
mostrado compatibilidad con otros entomopatdégenos
como Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin (Sanchez
y Rodriguez, 2008), atributos que los convierten en un
organismos con alta potencialidad para el combate de la
broca del café dentro del programa de manejo integrado.

Por la efectividad mostrada por estos organismos es
necesario encaminar esfuerzos para su inclusiéon den-
tro de los programas de MIB, combinandolos con otras
alternativas. Barrera (2002) sefiala que ninguno de los
métodos disponibles ha logrado por si solo reducir las
poblaciones de broca a niveles que no causen dafos
econdmicos.

Conclusiones
e Al aumentar la densidad de frutos a 417 frutos/m?
la mortalidad comienza a decrecer por debajo del
90 %, lo que indica que una adecuada calidad de
la recoleccidn garantiza una buena efectividad de
los NEP.
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¢ Los NEP penetraron alinterior del fruto por el orificio que
realiza la broca, parasitando sus estadios bioldgicos,
los cuales presentaron los sintomas caracteristicos del
parasitismo causado por estos organismos.

e Los NEP completaron su primera generacion en
algunos individuos, pero no pudieron continuar con
la reproduccién debido al tamano del insecto, lo que
ocasiono el deterioro del mayor porcentaje de los
estadios bioldgicos.
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