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Evaluacion de diferentes equipos de aspersion para

la aplicacion de nematodos entomopatogenos
Evaluation of different aspersion equipment for the application
of entomopathogenic nematodes

JUAN CARLOS LARA G.!, JUAN CARLOS LOPEZ N.?

Revista Colombiana de Entomologia 31 (1): 1-4 (2005)

Resumen. Se evaluaron los equipos de aspersion “Royal Condor” jardinera (RCJ), “Royal Condor” tradicio-
nal (RCT) y “Calimax Leo Cafetera” (CLC), para determinar el efecto en Juveniles Infectivos (JI) de Steinernema
sp. (Rhabditida: Steinernematidae), sobre su viabilidad y patogenicidad, en condiciones de laboratorio
simulando la aspersion de este nematodo en el control de la broca del café, Hypothenemus hampei
(Ferrari). Para las aspersiones se utilizaron dosis de 500.000 JI/1,5 L de agua. El equipo CLC se evalué a 20
y 40 psi. Todos los equipos se ensayaron con y sin filtros para observar si existia dafo en los JI. Las
aplicaciones se hicieron sobre frascos colectores de 80 ml. Posteriormente en dichos frascos y haciendo
cuatro mediciones cada media hora se conté el niimero de JI vivos y muertos en cada aplicacion. Mediante
el método de infeccion en larvas de Galleria mellonella (L.), en cajas multipozo con papel filtro, se evalué la
virulencia de los JI después de cada aplicacion en relacion 10:1 (JI:larva) a las 24, 48y 72 h después de la
inoculacion. Los resultados de viabilidad de los JI utilizando los diferentes equipos para aplicarlos usando-
los cony sin filtros a diferentes presiones fueron similares estadisticamente. Estos oscilaron entre 96,57%
+ 0,10 para CLC (40 psi) con filtros y 98,97% * 0,08 para RCT sin filtros. La virulencia de los JI, sobre las
larvas de G. mellonella, tampoco se afecté registrandose mortalidades del 100% al cabo de 72 h. Los
resultados indican que es posible el uso de los equipos aqui evaluados para la aplicacion de estos nematodos
sin que sufran deterioro en su accion sobre los insectos a los cuales van dirigidos.
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Summary. “Royal Condor” garden (RCJ), “Royal Condor” traditional (RCT) and “Calimax Leo Cafetera”
(CLC) sprayers were evaluated to determine the effect on viability and pathogenicity of Infective Juveniles
(1J) of Steinernema sp. (Rhabditida: Steinernematidae) under laboratory conditions, simulating the
aspersion of this nematode in the control of the coffee berry borer, Hypothenemus hampei (Ferrari).
Doses of 500,000 1J/1.5 L of water were used for the aspersions. The CLC was evaluated at 20 and 40 psi.
All the sprayers were evaluated with and without filters to observe if damage to 1Js existed. The applications
were made in 80-ml collection bottles. Later, in the same bottles and making four measurements each
half hour, the number of live and dead IJs were counted in each application. Using the infection method
in larvae of Galleria mellonella (L.), in multiwell boxes with paper filter the virulence of the 1Js was
evaluated after each application in a ratio of 10:1 (I1J:larva) at 24, 48 and 72 hours after the inoculation.
The results of viability of 1Js using the different equipment to apply them with and without filters at
different pressures were statistically similar. These oscillated between 96.57%*0.10 for CLC (40 psi) with
filters and 98.97% * 0.08 for RCT without filters. The virulence of the 1Js on the larvae of G. mellonella
was not affected either, registering mortalities of 100% after 72 hours. The results indicate that it is
possible to use the equipment evaluated here for the application of these nematodes without them
undergoing deterioration in their action on the insects to which they are directed.
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Introduccion

La broca del fruto del café, Hypothenemus
hampei (Ferrari), introducida a Colombia
en 1988, es la plaga mas importante que
ataca el café. Actualmente infesta cerca de
800.000 hectareas de café, afectando el
patrimonio de mas de medio milléon de
familias cafeteras (Bustillo 2002).

Para su control en la zona central cafetera
debido a la topografia muy pendiente, las
aspersoras motorizadas de espalda tienen un
rendimiento por jornal muy similar al de las
convencionales de espalda (Rivillas 1977).
Este hecho, sumado a su alto valor, limita su
uso solamente a fincas de topografia plana o
poco pendiente (Rivillas ef al. 1999).

La eficiencia de la aplicacion de un pla-
guicida demanda el desarrollo de siste-
mas que integren el tipo de formulacién,
el equipo y el método de aspersion. Igual-
mente, para realizar una aplicacion correc-
ta, es necesario asperjar en el momento
oportuno, con una cobertura maxima, una
dosis correcta y un tamano de gota 6pti-
mo (Villalba 2003).

El éxito de cualquier control fitosanita-
rio depende del momento oportuno, de
la calidad del producto y de la precision
de su aplicacion, teniendo siempre pre-
sente la menor contaminacion ambien-
tal. En otras palabras, el éxito depende
de “La Tecnologia de Aplicaciéon” (Villalba
2003).

El fin de todos los métodos y sistemas de
aplicacion es la distribucion uniforme del
ingrediente activo (para el caso los
nematodos) sobre el objetivo (frutos de
café en los platos de los arboles). Técnicay
practicamente es imposible lograr una dis-
tribucion uniforme y optima en cantida-
des tan pequenas, lo que obliga a recurrir
a agentes o medios de dilucién. El dilu-
yente mas usado es el agua. La gota cons-
tituye, por lo tanto, el vehiculo o medio de
transporte para hacer llegar la sustancia
activa a su destino (Villalba 2003).

Dentro del grupo de organismos conside-
rados con potencial para el control de la
broca en el suelo, estan los nematodos
entomopatégenos (Commonwealth Insti-
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tute of Biological Control 1990; Bustillo
1991; Georgis y Hom 1992) destacandose
las familias Steinernematidae, Heteror-
habditidae, Allantonematidae y Mermithi-
dae (Allard y Moore 1989; Hominick y
Collins 1997; Smiths 1997) siendo consi-
deradas las dos primeras como las mas
apropiadas para controlar plagas del sue-
lo, debido a sus habitos cripticos (Georgis
y Hom 1992). Estos organismos poseen
una caracteristica particular al estar aso-
ciados con bacterias entomopatégenas.
Avances en la producciéon masiva, formu-
lacion y métodos de aplicacion, han per-
mitido considerarlos en programas de
control contra insectos cuyo habitat es el
suelo (Georgis y Hom 1992; Lépez 1999).

Las pantallas y los filtros de los equipos de
aspersion deben permitir el paso de los
nematodos. Steinernema carpocapsae
puede pasar a través de pantallas con aber-
turas tan pequenas como 100 u de diame-
tro, pero aberturas mayores son requeridas
para especies mas grandes como . glaseri
y Heterorhabditis megidis; por lo tanto, el
retiro de los filtros y de las pantallas se
recomienda generalmente, aunque éste
requiere la recalibracion del equipo. La
mayoria de los sistemas de aspersion no
desarrollan la suficiente presion para da-
far los nematodos. En general, los nema-
todos no se deben someter a presiones
que excedan las 300 psi en los tanques de
los equipos y tampoco a temperaturas su-
periores de los 30°C (Grewal 1998).

Teniendo en cuenta las consideraciones
anteriores, se sometieron los juveniles
infectivos de Steinernema sp. a tempe-
raturas de aproximadamente 25°C y
presiones de 20 y 40 psi, las cuales son
generadas por los diferentes equipos de
aspersion mas utilizados en la zona cafe-
tera, con el fin de evaluar, en condiciones
de laboratorio, el efecto sobre la viabili-
dad y virulencia.

Materiales y Métodos

El experimento se desarroll6 en el labora-
torio de Entomologia de Cenicafé cuya
temperatura promedio es de 25°Cy la hu-
medad relativa de 78%.

Para la multiplicacion del nematodo
entomopatoégeno se utilizaron larvas de
Galleria mellonella, 1as cuales se obtuvie-
ron de una cria con dieta artificial en el
laboratorio. En dicha cria las larvas se de-
sarrollaron hasta el estado de pupa, luego
de esto se pasaron a recipientes con tro-
zos de madera encerados con agua miel
para que emergieran los adultos y pudie-
ran depositar alli sus huevos. Posteriormen-
te, dichos huevos se colocaron en dieta
(225 g de miel de abejas, 150 ml de glice-
rina, 310 g de salvado de trigo, 90 g de
levadura y 45 g de cera de abejas) y se
llevaron a completa oscuridad con una tem-
peratura de 30°C durante 35 dias aproxi-
madamente. Luego, las larvas de ultimo
instar se colectaron y se utilizaron para la
producciéon in vivo de los juveniles
infectivos (JI) del nematodo.

El nematodo entomopatégeno nativo uti-
lizado fue Steinernema sp. proveniente de
Montenegro (Quindio). La produccion de
los JI de dicho nematodo se realizé me-
diante infeccion topica de larvas de ultimo
instar de G. mellonella, utilizando una con-
centracion de 200 JI en un volumen de 1,5
ml de agua, en cajas de Petri con papel fil-
tro. Posteriormente, las larvas que presen-
taron sintomatologia tipica de infeccién por
nematodos, se colocaron en cajas de Petri
con papel filtro estéril (camara seca) y se
llevaron a una temperatura de 25 * 2°C
durante 7 dias. Luego de este tiempo, las
larvas se pasaron a trampas modificadas
“White", para recuperar los JI. Estos se co-
lectaron, se lavaron sucesivamente en agua
y se concentraron por decantacion, siendo
almacenados en contenedores aireados a
una temperatura de 12°C.

Los equipos de aspersion evaluados para
la aplicacién de JI de Steinernema sp. fue-
ron: de palanca (Royal Condor Tradicional
y Jardinera) con y sin filtros, de presion
previa retenida (Calimax Leo cafetera) a 20
y 40 psi con y sin filtros. Ademas, las bo-
quillas utilizadas fueron las TX3 con des-
cargas de 190 cc/min a 40 psiy de 120 cc/
min a 20 psi.

Para cada equipo evaluado se utilizé una
concentracién de 500.000 JI de Steiner-

nemasp. por 1,51 de agua. Posteriormen-
te, se procedio a realizar las aplicaciones de
los J1 sobre frascos colectores de 80 ml usan-
do los equipos con y sin filtros (los trata-
mientos se aprecian en la tabla 1). Luego,
se tomaron cinco muestras cada media hora
de cada uno de los frascos haciéndose diez
lecturas de viabilidad (relacion entre el ni-
mero de JI totales y el niimero de JI vivos).
De alli, con los JI vivos, se procedio a infec-
tar veinte larvas de Galleria mellonellapor
tratamiento para evaluar la virulencia a las
24,48y 72 horas.

Analisis estadistico

Las variables evaluadas fueron: viabilidad
de los JI después de la aplicacion (relacion
entre el total de Jly los Jl vivos) y la virulen-
cia de los JI después de la aplicacion eva-
luada en tres tiempos distintos (24, 48y
72). En el analisis estadistico se tuvieron
en cuenta los promedios y variacién para
las variables descritas, el analisis de
varianza bajo el disefno del experimento
propuesto al 5%y la prueba de compara-
cion de Tukey al 5%, para comparar los
promedios de los factores por separado,
en caso de que la interaccion fuera signifi-
cativa y que la anova mostrara efecto de
ellos.

Resultados y Discusion

Viabilidad de los juveniles infectivos
de Steinernema sp. aplicados con equi-
pos de palanca. Para la Royal Céndor
Tradicional, no se encontraron diferencias
estadisticas con respecto al testigo utili-
zando el equipo con y sin filtros (Fig. 1).
Los valores de viabilidad para las cuatro
evaluaciones estuvieron entre un 97,57 y
un 99,13%. Es importante resaltar una ten-
dencia a disminuirse la viabilidad cuando
se utilizan los filtros, la cual no se refleja
estadisticamente (p>0,05).

Para el equipo Royal Condor Jardinera se
observo, a través de los cuatro tiempos de
evaluacion, una tendencia a disminuir la
viabilidad (Fig. 2), pero estadisticamente
no presento diferencias (p>0,05). Los va-
lores oscilaron entre un 77,80 y un 80%.
Este equipo se utiliz6 con el filtro original

100,00 120,00
95.00 1 I 100,00
'é 98.00 | I I I % 80,00
§ 97.00- § 60,00
€ 96,00 € 40,00
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Testigo o 30 60 90’ Testigo o' 30' 60' 90'
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Figura 1. Viabilidad de JI de Steinernema sp. aplicados con equi-

pos de palanca (Royal Condor Tradicional).

Figura 2. Viabilidad de JI de Steinernema sp. aplicados con equi-

pos de palanca (Royal Condor Jardinera).
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Tabla 1. Tratamientos evaluados

Tratamiento Descripcion Entomonematodo JI/1,5 1 de agua
TO Control Steinernema sp. 500.000
T1 RCJ Steinernemasp. 500.000
T2 RCT con filtros Steinernema sp. 500.000
T3 RCT sin filtros Steinernemasp. 500.000
T4 CLC con filtros 20 psi Steinernema sp. 500.000
T5 CLC sin filtros 20 psi Steinernemasp. 500.000
T6 CLC con filtros 40 psi Steinernema sp. 500.000
T7 CLC sin filtros 40 psi Steinernemasp. 500.000

RCJ: Royal Céndor Jardinera. RCT: Royal Condor Tradicional. CLC: Calimax Leo Cafetera.

que posee, pues se descartoé quitarlo ya
que tenia 1,5 mm de ancho y segiin Grewal
(1998) nematodos como Steinernema
carpocapsae, que poseen 100 u de dia-
metro, no se ven afectados por los filtros
que tienen normalmente los equipos de
aspersion.

Cuando se utiliz6 la Calimax Leo cafetera a
20 psi (Fig. 3) no se encontraron diferen-
cias estadisticas en cuanto a la viabilidad
de los JI con respecto al testigo (p>0,05),
pero si se pudo ver, para los cuatro tiem-
pos de evaluacion, una tendencia a dismi-
nuir la viabilidad cuando se empleé el
equipo con los filtros. Para este caso, los

valores estuvieron entre un 96,85 y un
98,01% para el tratamiento, mientras que
en el testigo la viabilidad fue del 98,92%.
Para este mismo equipo, pero a 40 psi (Fig.
4), tampoco se presentaron diferencias es-
tadisticas con respecto al testigo en cuan-
to aviabilidad (p>0,05), pero si se observo
un comportamiento inverso en cuanto a
que la tendencia fue presentar porcenta-
jes mayores de viabilidad cuando se usa-
ron filtros. Los valores para este caso
estuvieron entre un 96,51 y un 97,81%
para el tratamiento.

En la figura 5 se observa un resumen de
los porcentajes de viabilidad de los JI ob-

tenidos para cada uno de los equipos
evaluados donde no se presentaron dife-
rencias estadisticas con respecto al testi-
go (p>0,05), pero si vale la pena resaltar
una tendencia a disminuirse la viabilidad
cuando se usan los filtros en los equipos
y cuando se incrementa la presion en los
mismos, lo cual concuerda con lo dicho
por Grewal (1998), quien recomienda que
los filtros y pantallas de los equipos de
aspersion deben ser retirados para dismi-
nuir el dano a los juveniles infectivos de
los nematodos.

En cuanto al niimero de JI iniciales que se
tenian en los diferentes equipos y el nii-
mero de JI que estaban saliendo asperjados
(Fig. 6) vale la pena mencionar que no se
presentaron diferencias estadisticas entre
los tratamientos y el testigo (p>0,05), en-
contriandose valores entre 311,31 JI/ml
para la Royal Céndor Jardineray 322,09
JI/m para la Royal Condor Tradicional sin
filtros, mientras que en el testigo fueron
333 JI/ml.

Las condiciones de temperatura y pre-
sion generadas por los equipos utiliza-
dos no afectaron el parasitismo de los
juveniles infectivos de Steinernema sp.
que al cabo de 72 h fue del 100% para
los diferentes tratamientos evaluados
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Figura 3. Viabilidad de JI de Steinernema sp. aplicados con equipos
de presion previa retenida a 20 psi (Calimax Leo cafetera).

Figura 4. Viabilidad de JI de Steinernema sp. aplicados con equi-
pos de presion previa retenida a 40 psi (Calimax Leo cafetera).
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Promedio de cuatro evaluaciones
Equipo de aspersion
H Testigo [l RC sin filtros (TX3)
H RC con filtros (TX3) [H RCJ con filtros(TX3)
O CLC 20 psi sin filtros (TX3) [ CLC 20 psi con filtros (TX3)
B CLC 40 psi sin filros(TX3) H CLC 40 psi con filtros(TX3)

Figura 5. Viabilidad de JI de Steinernema sp. aplicados con equi-

pos de palanca y de presion previa retenida.

Equipos
B RC sin ® RC con B RC jadinea ®CLC sin 20
OCLCcon20 BCLCsin40 OCLC con40 MTestigo

Figura 6. Numero de JI de Steinernema sp. aplicados con equipos
de palanca y de presion previa retenida.
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Tabla 2. Virulencia de juveniles infectivos de Steinernema sp. asperjados con los diferentes

equipos evaluados

Porcentaje de mortalidad de Galleria mellonella
Tratamiento

24 horas 48 horas 72 horas
TO Control 50 75 100
T1 40 80 100
T2 45 20 100
T3 50 65 100
T4 65 85 100
T5 50 70 100
T6 45 80 100
T7 50 85 100

(Tabla 2), lo cual confirma lo dicho por
Grewal (1998), en el sentido en que los
nematodos no se deben someter a pre-
siones que excedan las 300 psi en los
tanques de los equipos y tampoco a tem-
peraturas superiores de los 30°C para
que asi no pierdan sus caracteristicas de
viabilidad y virulencia.

Conclusiones

* No se encontraron diferencias estadisti-
cas para la variable viabilidad de los JI con
respecto al testigo cuando se utilizaron los
equipos cony sin filtros a diferentes pre-
siones, pero si se pudo observar una ten-
dencia a disminuir la viabilidad cuando se
utilizaron los filtros y las presiones fueron
mayores.

¢ La concentracion inicial de JI fue similar a
la final para todos los equipos evaluados.

* Los equipos utilizados no afectaron el
parasitismo de los J1 de Steinernema sp.
sobre larvas de Galleria mellonella.

* Los equipos evaluados son adecuados
para la aplicacion de los nematodos
entomopatogenos.

Recomendaciones

* Se deben hacer trabajos similares con
nematodos entomopatogenos de otras
especies.

* Es importante investigar el efecto de
otras boquillas, equipos y presiones.

* Se deben realizar estudios donde se eva-
lie el efecto que tienen sobre los nemato-
dos entomopatogenos la calidad del agua,
el pH y otras caracteristicas de ésta.
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