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Parasitismo de larvas de Copturus aguacatae (Coleoptera: Curculionidae)
por Heterorhabditis indica (Rhabditida: Heterohabditidae) en laboratorio

Parasitism of Copturus aguacatae (Coleoptera: Curculionidae) larvae by Heterorhabditis indica
(Rhabditida: Heterorhabditidae) in the laboratory

MA. GUADALUPE SANCHEZ-SAAVEDRA'?, HIPOLITO CORTEZ-MADRIGAL'?
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Resumen: Para evaluar el potencial del nematodo Heterorhabditis indica en el control del barrenador de ramas de
aguacate, Copturus aguacatae, se planearon bioensayos con larvas de la plaga fuera y dentro de ramas en Jiquilpan,
Michoacan (México). Fuera de ramas, larvas del segundo y tercer estadio se expusieron a cuatro concentraciones del
nematodo: 1% (2.500 nematodos mL™"), 0,1% (250 nematodos mL"), 0,01% (25 nematodos mL") y 0,001% (2,5 nema-
todos mL™"). Se estimo la concentracion optima y el tiempo en que murid el 50% de la poblacion (TLs,). Los bioensayos
dentro de ramas incluyeron cuatro estrategias de aplicacion: “baba” (savia) de nopal, gelatina, agua, agua + cubierta
plastica. Tiras de esponja se empaparon con una suspension de 500 nematodos mL"' mas el tratamiento correspondiente.
Ramas de aguacate con larvas de la plaga colectadas en la region de Atapan, Michoacan (México) se cubrieron con las
esponjas y se incubaron durante 15 dias; la temperatura durante el estudio fue de 25 + 1 °C. Los resultados mostraron
alta virulencia de H. indica hacia larvas de la plaga. El TLs, estimado fue de 28,8 h, mientras que el 100% de mortalidad
se estimd en 44 h. La concentracion 6ptima fue del 0,1% (250 nematodos mL™") con un 93,3% + 5,7% de mortalidad. Sin
embargo, se detectaron fuertes limitaciones de H. indica para penetrar ¢ infectar a C. aguacatae dentro de las galerias.
Aunque hubo tendencia a una mayor mortalidad en los tratamientos respecto al testigo, solo se obtuvieron nematodos
juveniles en el tratamiento agua + cubierta plastica.
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Abstract: To evaluate the potential of the nematode Heterorhabditis indica as a biocontrol agent of the avocado stem
weevil, Copturus aguacatae, bioassays were planned with larvae of the pest inside and outside of stems in Jiquilpan,
Michoacan (Mexico). Outside of stems, second and third instars larvae were exposed to four nematode concentrations:
1% (2500 nematodes mL™"), 0.1% (250 nematodes mL"), 0.01% (25 nematodes mL") and 0.001% (2.5 nematodes
mL"). The optimal concentrations and the time required to kill 50% of the population (LTs,) were estimated. The bioas-
says inside of stems included four strategies of application: “baba” (soap) of nopal, gelatin, water, and water + plastic
cover. Sponge strips were soaked in a suspension of 500 nematodes mL™! plus the corresponding treatment. Avocado
stems with larvae of the pest collected in Atapan, Michoacan (Mexico) were covered with the sponges and incubated for
15 days; the study conditions were 25 = 1 °C. The results showed high virulence of H. indica to larvae of the pest. The
estimated LTs, was 28.8 h, whereas the interval required to cause 100% mortality was estimated as 44 h. The optimal
concentration was 0.1% (250 nematodes mL") with a mortality of 93.3% + 5.7%. However, strong limitations were
detected for H. indica to penetrate and infect C. aguacatae inside of the galleries. Although there was a trend for higher
mortality in treatments with respect to the control, juvenile nematodes were only recovered from the treatment water +
plastic cover.
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Introduccion

Con una superficie de 121.491 ha cosechadas y una pro-
duccion de 1230.970 t, el aguacate es uno de los principales
cultivos perennes de México y hace de este pais el primer
productor mundial (FAOSTAT 2009). En México, el estado
de Michoacan es el principal productor, con una superficie
de 98.463 ha y una produccion de 1006.059 t (SAGARPA
2009). Aunque México es un consumidor importante de
aguacate, gran parte de su produccion se exporta a diversos
paises, donde destaca Estados Unidos con el 41,8% de las
exportaciones (Salazar-Garcia et al. 2005; INEGI 2006).
Sin embargo, la exportacion de aguacate esta limitada por
diversos problemas de plagas, donde destaca el barrenador
de ramas Copturus aguacatae Kissinger, 1957 (Coleoptera:
Curculionidae) (NOM-066-FITO-2002 2002). Junto con los
barrenadores del hueso Conotrachelus aguacatae Barber,

1924 y C. persea Barber, 1919 (Coleoptera: Curculionidae),
las pérdidas del cultivo fluctuan de 2 - 3 t/ha; el control de los
tres insectos incluye un poco mas del 15% del costo total del
cultivo (SENASICA 2009).

C. aguacatae presenta amplia distribucion en las zonas
productoras de aguacate de México (Talavera y Padilla 2003;
Engstrand et al. 2010) y esté categorizado de maximo riesgo
para su introduccion y establecimiento en zonas productoras
de aguacate libres de la plaga (NOM-066-FITO-2002 2002).
Su dafio inicia con la oviposicion de las hembras bajo la cor-
teza de las ramas y posteriormente, por la penetracion de las
larvas al interior de ellas. La larva barrena la rama hasta lle-
gar a la médula, causando defoliacion, aborto de flores y mar-
chites de frutos. En altas infestaciones, las ramas con frutos
pueden quebrarse y asi perder la produccion (Equihua ef al.
2007). No obstante su pequefio tamailo, el insecto presenta
un ciclo biolégico largo (215,8 - 285 dias), pasando por cinco
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estadios larvarios en ese periodo. Se reporta una sola genera-
cion anual (Talavera y Padilla 2003; Coria ef al. 2007).

El largo ciclo biologico y el habitat criptico de las larvas
de C. aguacatae dificulta su control, de manera que su mane-
jo se basa en la combinacion de estrategias culturales (poda)
y la aplicacion de insecticidas organo-sintéticos, principal-
mente (Coria et al. 2007; Equihua et al. 2007); sin embargo,
la poda “obligada” del aguacate es decir, de las ramas in-
festadas, no siempre es deseable, mientras que depender del
control quimico como estrategia principal tiene serias des-
ventajas principalmente, por la contaminacion, eliminacioén
de enemigos naturales y por el desarrollo de resistencia de
la plaga (Pimentel y Edwards 1982; Lacey et al. 2001). Ade-
mas las limitaciones impuestas en la aplicacion de productos
quimicos en aguacate como producto de exportacion y los
habitos cripticos del barrenador reducen en gran medida la
eficacia de los productos quimicos (Equihua et al. 2007).

El control bioldgico ha sido utilizado de manera limitada
(Coria et al. 2007; Equihua et al. 2007); por ejemplo, aun-
que se han identificados diversos parasitoides de larvas de C.
aguacatae (Huerta de la Pefia ef al. 1990) poco se ha hecho
para evaluarlos. Sélo unas especies de hongos entomopato-
genos como, Beauveria bassiana (Vuill.), han mostrado po-
tencial en el control de la plaga (Coria ef al. 2007; Equihua et
al. 2007); sin embargo, se requieren mas estudios al respecto.

El uso de entomopatégenos en el manejo de plagas es una
alternativa que ha cobrado fundamental importancia en los
ultimos afios (Lacey ef al. 2001) y se reconoce que los insec-
ticidas microbiales con mayor potencial para el manejo de
barrenadores son los basados en nematodos entomopatoge-
nos (NEPs) de las familias Steinernernematidae y Heterorha-
bditidae (Georgis et al. 2006; Kaya et al. 2006; Shapiro-Ilan
et al. 2006). Aunque diversos estudios con insectos barrena-
dores demuestran el potencial de los NEPs en el control de
insectos de habitat cripticos (Shapiro-Ilan y McCoy 2000;
Unruh y Lacey 2001; Abbas 2010), solo uno ha sido docu-
mentado sobre el efecto de NEPs en larvas de C. aguacatae
dentro de ramas (Huerta de la Pefia ef al. 1990); sin embargo,
los resultados encontrados muestran inconsistencias y se re-
quiere de mas estudios.

El nematodo Heterorhabditis indica Poinar, Karunaka y
David, 1992, fue primero descrito en la India por Poinar et al.
(1992) y desde entonces ha sido aislado en diferentes paises,
entre ellos México (Kaya et al. 2006) y evaluado en multi-
ples especies de insectos mostrando buen potencial en varias
de ellas (Kaya et al. 2006; Shapiro-Ilan et al. 2009b; Abbas
2010; Campos-Herrera et al. 2010).

Dada la importancia econdmica y social del cultivo del
aguacate, el objetivo del estudio fue evaluar el potencial del
nematodo H. indica (poblacion Tab-03) en el control de lar-
vas de C. aguacatae en condiciones de laboratorio.

Materiales y Métodos

Material biologico. Las larvas de C. aguacatae se colectaron
en la region aguacatera de Atapan, Los Reyes, Michoacan
(México) (Ubicado entre las coordenadas 19°39’y 19°40°N y
entre 103°24°y 103°26°0), con altitudes comprendidas entre
los 1.600 y 1.800 msnm. Durante marzo, abril, mayo, junio
y octubre 2010 y enero y octubre 2011, ramas de aguaca-
te infestadas por larvas del barrenador fueron transportadas
en una hielera al Laboratorio de Entomologia del Centro In-
terdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral

Regional del Instituto Politécnico Nacional (CIIDIR-IPN) en
Jiquilpan, Michoacan (México).

Se utilizé la especie de nematodo H. indica poblacion
Tab-03 aislada de la region de Tabasco (México) y conser-
vada en el Laboratorio de Entomologia del CIIDIR-IPN en
Jiquilpan, Michoacan (México). El nematodo se multiplico
en larvas de Galleria mellonella L, 1758 (Lepidoptera: Pyra-
lidae) y se conserva a temperatura ambiente en agua, dentro
de frascos de cultivo de tejidos de 160 mL. Los nematodos
utilizados fueron siempre de 10 dias de emergidos.

Efecto de H. indica en larvas de C. aguacatae

Bioensayo preliminar. Las ramas recolectadas en campo
se abrieron mediante navaja y tijeras de podar para obtener
las larvas de C. aguacatae. Dado que fueron poblaciones de
campo, la edad de las larvas vario, distinguiéndose edades
desde el primero hasta el tercer estadio, predominando el se-
gundo y tercer estadio.

En recipientes de plastico de 5 x 6 cm con una toalla de
papel en el fondo, se afiadié 1 mL de una suspensién conoci-
da de nematodos (2.500 mL™) con viabilidad > 95%, mas 1
mL de agua para proporcionar humedad favorable al nema-
todo; inmediatamente, se deposit6 una larva de C. aguacatae
(segundo y tercer estadio) por recipiente y se coloco la tapa,
previamente perforada para favorecer el intercambio gaseo-
so0. Se establecieron tres repeticiones con 10 - 14 larvas por
repeticion y un testigo con solo aplicacion de agua para cada
repeticion. Los recipientes se mantuvieron a 25 = 1 °C sin
fotoperiodo. A partir de las 24 h se realizaron lecturas cada 2
h, y con la finalidad de determinar el tiempo en que murio el
50% de la poblacion (TLs), la frecuencia de las lecturas se
acort6 conforme aument6 la mortalidad. Los datos se analiza-
ron con base a un analisis probit, previa transformacion a un
modelo cuadratico completo, mediante el programa estadis-
tico SAS (1999). Complementariamente se determiné el nu-
mero de nematodos juveniles infectivos (JIs) que emergieron
por larva de C. aguacatae (N = 10).

Evaluacion de concentracion. Ademas de la concentracion
preliminar evaluada (considerada como 1%), se evalua-
ron tres concentraciones mas: 0,1% (250 nematodos mL™'),
0,01% (25 nematodos mL") y 0,001% (2,5 nematodos mL").
La evaluacion se realizé de forma similar al bioensayo preli-
minar, con tres repeticiones y un testigo sin nematodos para
cada repeticion. Los datos se procesaron mediante analisis
de varianza (ANOVA) bajo un disefio completamente al azar
(DCA) y la separacion de medias mediante Tukey (P < 0,05).
En el analisis se incluyo la concentracion del 1% descrita an-
teriormente.

Bioensayo preliminar con larvas dentro de ramas. Para
determinar el potencial de H. indica en la mortalidad de C.
aguacate dentro de ramas, se realizé un primer bioensayo a
dosis de 2.500 nematodos mL'. Mediante un aspersor manual,
la suspension de nematodos se asperjo directamente sobre la
rama donde se encontraban las larvas; inmediatamente, las
ramas se introdujeron en bolsas de plastico herméticamente
selladas para evitar la pérdida de humedad. Se consideraron
tres repeticiones de siete ramas cada una, mas un testigo con
solo aplicacion de agua. El experimento se desarrolld a 25 + 1
°C sin fotoperiodo. Después de 10 dias, las ramas se abrieron
para registrar el estado de las larvas. Previa transformacion al
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arcoseno de la proporcion, los datos se procesaron mediante
un ANOVA y la separacion de medias mediante Tukey (P <
0,05), con el programa estadistico SAS (1999).

Técnicas de aplicacion de H. indica en ramas infestadas.
Para favorecer el ingreso del nematodo a las galerias de C.
aguacatae, cuatro estrategias de aplicacion fueron evaluadas:
“baba” (savia) de nopal (100 g 250 mL"' de agua) (B), gela-
tina (21 g 250 mL"! de agua) (G), agua + cubierta de plastico
(Bolsipack®, A + P) y agua (A). Cada uno de los tratamientos
incluyo un testigo sin nematodos. Se prepar6 una suspension
de nematodos de la especie H. indica a una concentracion de
500 nematodos mL"'. Cintas de esponja de 30 x 5 cm fueron
saturadas con 30 mL de la suspension de nematodos y una
rama de 20 cm infestada con larvas del barrenador (segundo
y tercer estadio) se cubrio con la esponja. Dos repeticiones
fueron consideradas, con cuatro ramas por repeticion. Las ra-
mas se mantuvieron en bolsas de plastico selladas para evitar
la pérdida de humedad. El experimento se desarroll6 a 25 + 1
°C sin fotoperiodo. Después de 15 dias se abrieron las ramas
para registrar el estado de las larvas. Se realizaron observa-
ciones adicionales sobre longitud de las galerias, presencia y
viabilidad de los nematodos en el serrin de las galerias y el
estadio larvario presente. Las larvas muertas se colocaron en
trampas White (Woodring y Kaya 1988) para registrar la po-
sible emergencia de los juveniles infectivos (JIs). Los datos
se analizaron mediante estadisticas descriptivas.

Durante octubre 2011 se establecidé un segundo experi-
mento en ramas con dafio inicial del barrenador (de primer
estadio). La metodologia fue similar al anterior experimento,
solo que en este caso se us6 unicamente la esponja mas la
suspension de nematodos. Al menos se establecieron tres re-
peticiones y los datos se analizaron mediante un ANOVA.

Caracterizacion del serrin de galerias de C. aguacatae.
Dado que las caracteristicas de las galerias de diversos barre-
nadores donde se han aplicado exitosamente NEPs son dife-
rentes a las de C. aguacatae, en donde la galeria es bloquea-
da con “serrin” producto de su alimentacion y excrecion, no
existen hasta donde sabemos estudios sobre la caracterizacion
de ese producto. Para una mejor interpretacion de los resulta-
dos de los bioensayos con larvas dentro de ramas, se consider6
conveniente llevar a cabo una caracterizacion de ese producto.
Se consideraron las propiedades fisicas y quimicas.

Analisis granulométrico de particulas. Con la finalidad de
permitir el tamizado, una muestra de 10 g de serrin obtenido
de galerias de C. aguacatae fue secada en estufa a 120 °C
durante 2 h. El serrin se tamizo6 durante 10 minutos, emplean-
do los juegos de mallas especificados en la descripcion de
las cribas (2,38; 1,19; 0,50; 0,4318; 0,149 y 0,177 mm); me-
diante una balanza analitica (Sartorius®) se peso el material
tamizado en cada una de las cribas, incluyendo el fondo o
base de los tamices. Para conocer el tamaifio de las particulas
se realizaron mediciones del largo por ancho de dos maneras:
para las particulas de las dos primeras cribas se utilizdo un
vernier bajo el estereoscopio, y los valores se expresaron en
mm; para las Gltimas cribas debido al diminuto tamafio de
las particulas, la medicion se realizé mediante un micréme-
tro adaptado al microscopio compuesto (40X) y las unidades
oculares obtenidas fueron transformadas a micrometros. Los
pesos del material de cada criba fueron transformados a por-
centaje relativo del total del peso de la muestra.

Determinacion del contenido de humedad. Se pes6 1 g de
muestra, se secO a 103 °C durante 24 h, inmediatamente des-
pués se pasé al desecador por 24 h y se peso la muestra, una
vez anotado el peso de los crisoles, se llevo nuevamente a la
estufa por 24 h, después de este tiempo se pas6 al desecador.
Se repitieron las operaciones anteriores hasta obtener peso
constante.

Determinacion del pH y conductividad eléctrica (C.E.).
Se emplearon los métodos citados por Roffael ef al. (2000).
Se tomd 1 g de material de la porcion fina obtenida del ana-
lisis granulométrico de las particulas, se introdujeron en un
matraz, se mezclaron con 10 mL de agua destilada, y se agita-
ron durante 4 h. Finalizado el tiempo, parte del sobrenadante
se utilizé para determinar el pH mediante un potenciometro
(ThermoOrion®). Ademas se tomo la lectura de la C.E, utili-
zando para este caso un conductimetro (Hanna®) para obte-
ner el valor correspondiente.

Resultados

Susceptibilidad de larvas de C. aguacatae frente a H. in-
dica. El nematodo H. indica caus6 alta mortalidad en larvas
de C. aguacatae. A pesar de su pequeia talla (4,9-10 mm) las
larvas del barrenador resultaron adecuadas para el desarrollo
del nematodo, registrandose una emergencia de juveniles que
fluctu6 de 386 a 3.426,66 JIs por larva (Fig. 1). En el testigo
no se registro mortalidad.

Con base al analisis probit, previa transformaciéon a un
modelo cuadratico completo (P = 0,0001), el tiempo esti-
mado en que muri6 el 50% de la poblacion (TLsy) con una
concentracion de 2.500 nematodos mL"' (1%) fue de 28,8 h
(27,2 - 29,7 h), mientras que el 100% con esa misma dosis
se alcanzo a las 44 h (43,9 - 45,9 h) (Fig. 2). De las cuatro
concentraciones evaluadas, las del 1% y 0,1% fueron las que
causaron la mayor mortalidad de larvas (Tabla 1).

Mortalidad dentro de ramas mediante aspersién. Des-
pués de 10 dias de incubacién la mortalidad media regis-
trada en el tratamiento fue de 9,85 + 6,77%, significativa-
mente mayor (P = 0,008) que la del testigo (0%) (Fig. 3).
Sin embargo, los cadaveres del tratamiento no mostraron
la sintomatologia caracteristica de muerte por NEPs del gé-
nero Heterorhabditis (rojo 6xido) y en ningln caso hubo
emergencia de juveniles.
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Figura 1. Nimero de nematodos juveniles infectivos (JIs) de Heteror-
habditis indica que emergieron de larvas de Copturus aguacatae.
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Figura 2. Tiempo de mortalidad (TLsy) de larvas de Copturus aguaca-
tae tratadas in vitro con el nematodo Heterorhabdlitis indica.

Estrategias de aplicacion de H. indica en ramas. Quince
dias después de la aplicacion de los nematodos, en todos los
tratamientos se registr6 mortalidad de C. aguacatae, la que
fluctuo del 75% al 100%; sin embargo, solo en el tratamiento
agua + cubierta plastica los caddveres tratados presentaron
la sintomatologia caracteristica de muerte por nematodos del
género Heterorhabditis; en el 25% de las larvas se recupera-
ron juveniles que mostraron patogenicidad hacia larvas de G.
mellonella. Con excepcion del tratamiento a base de baba de
nopal sin nematodos, en ninguno de los testigos se registro
mortalidad de larvas (Fig. 4). A diferencia del experimento
preliminar, en este caso el tamafio de las larvas fue mayor
(8 a 10 mm), correspondiendo al tercer y cuarto estadio del
barrenador; el dafio alcanz6 desde 4 hasta 10 mm de longitud
y las galerias estuvieron totalmente cubiertas por excreciones
del insecto (“serrin’).

Un experimento posterior con larvas del primer estadio
dentro de ramas constaté los resultados anteriores. La mor-
talidad en el tratamiento fue de 65,92 + 17,6%, significativa-
mente mayor (P =0,035) que la del testigo (11,11%, Fig. 5).

Al igual que en los casos anteriores, las larvas muertas en
el tratamiento no presentaron la sintomatologia caracteristica
del género del nematodo y tampoco se obtuvieron juveniles a
partir de los cadaveres. Es importante sefialar que en algunos
casos el serrin se observé humedo y con presencia de nema-
todos en ¢l, lo que indica que H. indica intentd penetrar las
galerias y alcanzar en algunos casos al insecto y matarlo, tal
como ocurri6 en el tratamiento agua + cubierta pléstica.

El anélisis fisico-quimico del serrin de las galerias de C.
aguacatae permitio saber que los valores de humedad fueron
del 7,13%, el pH registrado fue de 7,37 y la conductividad
eléctrica (C.E.) de 1.179 dS m™. Por otra parte, las obser-
vaciones granulométricas del serrin indicaron particulas de
diferentes tamafios, predominando las de 0,7x 0,4 a 1,4 x 0,8
mm con un 33,3% del peso total de las particulas. Las que
mostraron la menor proporcion fueron las de 1,30 x 1,56 a 2,0
x 1,56 pm con solo el 0,44% del peso total (Tabla 2).

Discusion

Los sintomas de los insectos parasitados por el nematodo
fueron los caracteristicos para el género: disminucioén en
su movilidad y posteriormente la muerte; ausencia de olor
y coloracion rojo 6xido y posteriormente emergencia de JIs
(Woodring y Kaya 1988). Los tiempos de mortalidad in vitro
de larvas de C. aguacatae tratadas con H. indica sugieren
una alta susceptibilidad de la plaga hacia el nematodo pues

Mortalidad (%)

Tratamiento Testigo

Figura 3. Efecto del nematodo Heterorhabditis indica aplicado median-
te aspersion sobre ramas infestadas con larvas de Copturus aguacatae.
Linea sobre las barras indica desviacion estandar. Barras seguidas de la
misma letra no difieren estadisticamente (P = 0,008).

el tiempo de mortalidad (44 h) esta dentro del indicado para
insectos susceptibles a NEPs, ubicado entre 24 - 48 h. La baja
concentracion requerida (250 JIs mL! por larva) para matar
las larvas sustenta dicha aseveracion. Conotrachelus psidii
Marshall, 1922 (Coleoptera: Curculionidae), una especie de
similar tamafo, fue también susceptible frente a H. indica;
sin embargo, solo se logré un 68,3% de mortalidad con una
concentracion de 500 JIs por larva y un TL, de 6,5 - 10,6
dias) (Dolinsky et al. 2006).

Otros estudios han documentado la efectividad de H. in-
dica en diferentes especies de insectos plaga (Kaya et al.
2006). Por ejemplo, McCoy et al. (2000) registraron mas del
40% de mortalidad en larvas de Diaprepes abbreviatus (L.)
después de 35 dias de haber aplicado H. indica en citricos
de Florida. De igual manera, de siete especies de nematodos
evaluados, H. indica fue de los mas virulentos hacia siete
especies de insectos entre los que se mencionan D. abbre-
viatus'y Plodia interpunctella Hiibner, 1813 (Shapiro-Ilan et
al. 2009b). Sin embargo, éste es el primer estudio donde se
documenta la patogenicidad de H. indica hacia larvas de C.
aguacatae.

No obstante lo anterior, en las condiciones de estudio los
resultados mostraron fuertes limitantes para que H. indica pe-
netrase e infectase larvas de C. aguacate dentro de las gale-
rias, lo que parece estar altamente influenciado por la técnica
de aplicacion empleada y la presencia del serrin dentro de

Tabla 1. Mortalidad de Copturus aguacatae en funcion de diferentes
concentraciones del nematodo Heterorhabditis indica.

Concentracion Numero de

(%) nematodos mL"' Mortalidad (%)
1 2.500 96,6a+ 57A
0.1 250 933+57 A
0,01 25 76,6+5,7 B
0,001 2.5 433+5.7C

*Medias previamente transformadas al arcoseno de la raiz cuadrada de la proporcion
+ desviacion estandar seguidas de la misma letra no difieren estadisticamente (Pruecba
de Tukey < 0,05).
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Figura 4. Mortalidad de Copturus aguacatae dentro de ramas mediante
diferentes técnicas de aplicacion del nematodo Heterorhabditis indica.
B = Baba de nopal, G = Gelatina, A = Agua, A+P = Agua mas cubierta
plastica. N = 2. * Solo una repeticion.

las galerias. Asi, cuando se empleo la técnica de aspersion,
aun cuando las larvas del barrenador se encontraban a poca
profundidad, no se registro parasitismo por el nematodo. Al
poco tiempo de asperjar la suspension de nematodos se ob-
servo escurrimiento del agua y con ello el arrastre de juveni-
les lo que probablemente redujo el numero disponible para
entrar en la galeria. Aunque la aspersion es ampliamente
utilizada en la aplicaciéon de NEPs al suelo, para insectos
barrenadores han sido mas eficientes estrategias de aplica-
cion dirigidas, incluida la inyeccion en los orificios de en-
trada de la plaga (Shapiro-Ilan ez al., 2006; Abbas, 2010).
En nuestro caso, utilizamos la técnica de aspersion solo
como un referente de comparacion con las otras técnicas de
aplicacién empleadas.

Resultados similares a los aqui encontrados han sido re-
portados para otros curculionidos barrenadores. Por e¢jem-
plo, el picudo de la palma roja Rhynchophorus ferrugineus
Olivier, 1790 fue altamente susceptible en condiciones de
laboratorio a S. abbasi Elawad, Ahmad y Reid, 1997 y H.
indica, en concentraciones tan bajas como 100 y 200 IJs por
larva, y aunque la mortalidad fue alta, solo 11,5% y 8,6% de
los cadaveres produjeron juveniles infectivos (Abbas 2010).
Contrariamente, Huerta de la Pefia et al. (1990) sefialaron
haber obtenido mortalidad de larvas de C. aguacatae dentro
de ramas mediante la aspersion de Steinernema bibiones (=
feltiae) Filipjev, 1934 y H. heliothidis Khan, Brooksy Hirs-

90 -

80

70 4

60

50 A

40 4

Mortalidad (%)

30 4

20 4 b

Tratamiento Testigo

Figura 5. Mortalidad de larvas de primer estadio (1 - 4.5 mm) de Cop-
turus aguacatae dentro de ramas por el nematodo Heterorhabditis in-
dica aplicado mediante esponja. Barras seguidas de la misma letra no
difieren estadisticamente (P = 0,0035).

chmann, 1976 a concentraciones de 500 y 1000 NEPs mL".
Después de 5 dias, la mortalidad fluctué del 5% al 37,5%,
dependiendo de la especie, donde Heterorhabditis tue supe-
rior; sin embargo, los resultados no fueron consistentes con
las concentraciones evaluadas ni se indicaron detalles del es-
tudio, tales como edad de la larva, profundidad de la galeria
y emergencia de juveniles, aspectos que pudieran indicar la
capacidad de penetracion de los nematodos.

A diferencia de los plaguicidas drgano-sintéticos, di-
versas estrategias de aplicacion han sido sugeridas para los
NEPs; entre las que podemos citar en el agua de riego, asper-
sores manuales y motorizados, cadaveres de larvas infectadas
e inoculacion directamente en las galerias (Kaya et al. 2006;
Georgis et al. 2006; Shapiro-Ilan ef al. 2006); Por lo tanto, es
probable que la evaluacion de otros coadyuvantes y técnicas
de aplicacion pudieran mejorar la accion de H. indica en el
control de C. aguacatae. El hecho de haber recuperado JIs a
partir de larvas de las ramas tratadas con nematodos en agua
+ cubierta plastica asi lo sugieren.

Los NEPs son habitantes del suelo y con algunas excep-
ciones, las galerias de insectos barrenadores no son su habi-
tat natural (Kaya et al. 2006). Al igual que en el suelo, las
caracteristicas fisico-quimicas del sustrato son determinantes
en la actividad de los NEPs. De acuerdo con el analisis fisico-
quimico practicado al serrin de las galerias de C. aguacatae,

Tabla 2. Porcentaje relativo del tamaflo de particula del serrin de las galerias de Copturus aguacatae (a partir

de 10 g).
Tama?;::; criba Tamaﬁ?Ld: Kz)lrticula Porcentaje relativo del peso

2,38 1,L1-2,5x1,9-23mm (1,37 g) 13
1,19 0,7-1,4x0,4-0,8 mm (3,33 g) 333
0,50 221-260x 234 - 182 pm (1,52 g) 15,2
0,43 174,20 - 239,20 x 202,80 - 156 pm (1,93 g) 19,3
0,177 78 - 156 x 83,20 - 135,20 um (0,41 g) 4,1

0,149 39 - 78 x 33,80 - 62,40 pm (1,68 g) 16,8

Fondo 1,30 -2x 1,56 - 1,56 um (0,044 g) 0,44
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no parecieron existir limitantes de caracter quimico para que
H. indica lograse ser eficaz dentro de las galerias. Por ejem-
plo, aunque los valores de humedad del serrin fueron bajos
(7,13%) respecto a los requeridos por los nematodos para su
movilidad, se han encontrado nematodos en suelos con 10%
de humedad (Giayetto y Chichon 2006). Ademas, la hume-
dad puede ser proporcionada artificialmente, tal como fue
documentado por Unruh y Lacey (2001), quienes mediante
suplementos de humedad antes de la aplicacion del nematodo
S. carpocapsae contra larvas diapausicas de la palomilla de
la manzana Cydia pomonella L., 1758 indujeron mayor mor-
talidad que cuando no se adicion6 humedad; la mortalidad
alcanz6 el 100% cuando la humedad se proporciond antes y
después de la aplicacion.

El pH (7,37) del serrin también estd dentro de los limi-
tes (4 - 8) para los NEPs, aunque puede variar de acuerdo
con la especie (Stuart et al. 2006). Por su parte, la baja con-
ductividad eléctrica (1,179 dS m™') pudiera permitir ensayar
aplicaciones del nematodo con mayores concentraciones de
sales, buscando con ello reducir la pérdida de humedad. Al
respecto, se sabe que las especies del género Heterorhabditis
toleran altas concentraciones de sales ¢ incluso pueden pro-
longar su viabilidad (Griffin ef al. 1994).

A diferencia de las caracteristicas quimicas del serrin, las
caracteristicas fisicas como la variabilidad en tamafio y for-
ma de particulas pudieran limitar la movilidad de los NEPs
tal como fue registrado en el presente estudio. Mas del 46%
de las particulas del serrin de C. aguacatae se clasificaron
como particulas de tamafio grande (0,7 - 1,1 x 0,4 - 2,3 mm) y
aunado a su forma laminar e irregular constituirian una limi-
tante para el ingreso y desplazamiento de los nematodos, aun
para H. indica considerada una de las especies de menor talla
(528 x 20 pm) (Poinar ef al. 1992; Stock y Kaya 1996) y cuya
busqueda mediante “rastreo” le permitiria localizar hospede-
ros de habitat criptico (Georgis et al. 2006; Lewis et al. 2006)
como lo es C. aguacatae. Ademas, es probable que el serrin
de las galerias interfiera con las sefiales quimicas, tan impor-
tantes para la localizacion del hospedero por NEPs con esa
estrategia de busqueda que ocurre en los Heterorhabditidos
(Georgis et al. 2006; Lewis et al. 2006; Ramos-Rodriguez et
al. 2007). Aunque otras estrategias para la localizacion del
hospedero, incluidas sefiales eléctricas, han sido menciona-
das para los NEPs, H. indica no mostro respuesta a ese tipo
de senales (Shapiro-Ilan ef al. 2012).

Hasta donde sabemos no existen estudios previos sobre
la caracterizacion del sustrato de insectos barrenadores y la
mayoria de los trabajos sobre el efecto del suelo en los NEPs
se han enfocado mas a la textura (la composicion de los s6-
lidos del suelo por rangos del tamafio de particulas) que a
la estructura del suelo (el arreglo de las particulas del suelo
en agregados de tamafio variable, geometria y porosidad), no
obstante que la estructura del espacio poroso es determinada
en gran medida por el tamafio y arreglo de los agregados, lo
que afecta finalmente el movimiento de agua, aire y organis-
mos del suelo (Stuart ez al. 2006).

No obstante la baja recuperacion de JIs a partir de larvas
de C. aguacatae dentro de ramas, el hecho de haber encontra-
do una tendencia de mayor mortalidad donde se aplicaron los
nematodos sugiere que ademas del efecto directo del nemato-
do, otros mecanismos pudieran estar involucrados en la mor-
talidad de larvas de C. aguacatae. Resultados similares fue-
ron obtenidos por Huerta de la Pefia ef al. (1990) con NEPs
de los géneros Steinernema y Heterorhabditis, sin proponer

explicaciones sobre ello. Con base a los resultados obtenidos
hasta el momento es dificil proponer alguna explicacion so-
bre la mayor mortalidad de larvas ocurrida dentro de ramas
donde se aplicod H. indica, aun cuando los cadaveres no pre-
sentaron los sintomas caracteristicos de muerte por NEPs y
no se hayan recuperado JIs. Estudios futuros deben dilucidar
ese fenémeno.

Basados en los resultados obtenidos parece ser que el
potencial de los NEPs para el manejo del barrenador de las
ramas del aguacate C. aguacatae es amplio; por un lado, la
eficiencia directa del nematodo dentro de las galerias pudiera
incrementarse mediante diversas estrategias de aplicacion,
en donde la conservacion de la humedad debe ser prioritaria.
Basados en la alta tolerancia a las sales de los nematodos de
la familia Heterorhabditidae (Griffen ez al. 1994), la utiliza-
cion de suspensiones de NEPs con diferentes concentracio-
nes de sales pudieran ser evaluadas; de igual forma, el uso de
coadyuvantes para favorecer la conservacion de la humedad
y consecuentemente la infectividad del nematodo han mos-
trado diferentes grados de éxito (Kaya et al. 2006; Shapiro-
Ilan et al. 2006; Abbas, 2010). Aplicaciones preventivas del
nematodo S. carpocapsae durante la oviposicion del barre-
nador del durazno Synanthedon exitosa Say, 1823 propor-
cionaron una reduccion del dafio similar a la proporcionada
por los insecticidas quimicos recomendados (Shapiro-Ilan et
al. 2009a). Estrategias similares pudieran evaluarse para C.
aguacatae; sin embargo, es necesario un conocimiento mas
preciso de la biologia del insecto que nos permita aplicar
oportunamente los nematodos.

Por otro lado, la exploracion del potencial de las bacte-
rias asociadas a los nematodos seria una linea interesante
de explorar en el manejo de C. aguacatae. Investigaciones
recientes en China y La India han demostrado la actividad
antibidtica e insecticida de metabolitos producidos por los
géneros Phothorabdus y Xenorhabdus asociadas a los NEPs
de los géneros Heterorhabditis y Steninernema, respectiva-
mente. Por ejemplo, en larvas de Plutella xylostella L., 1758
(Lepidoptera: Plutellidae) y Phthorimaea operculella Zeller,
1873 (Lepidoptera: Gelechiidae) se registrd hasta un 100%
de mortalidad 48 h después de aplicarles un filtrado de un
cultivo de las bacterias. De igual manera, larvas de Helico-
verpa armigera Hiibner, 1808 y Spodoptera litura Fabricius,
1775 (Lepidoptera: Noctuidae) presentaron un 58% y 49% de
mortalidad, respectivamente (Kaya et al. 2006).

Conclusiones

Con base al tiempo requerido para matar el 50% y el 100%
de la poblacion de larvas, el nematodo H. indica mostr6 alta
eficacia frente a larvas de C. aguacate fuera de ramas en con-
diciones de laboratorio. Sin embargo, bajo las condiciones
de estudio, los resultados indican fuertes limitaciones de H.
indica para penetrar e infectar a C. aguacate dentro de las
galerias, lo que fue altamente influenciado por las caracte-
risticas fisicas del serrin dentro de las galerias y la técnica de
aplicacion empleada.
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