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Patogenicidad de Heterorhabditis bacteriophora (Poinar)
sobre las chinches de la soya Piezodorus guildinii West y Nezara
viridula (L.) (Heteroptera: Pentatomidae)
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RESUMEN

ABSTRACT

El objetivo de este trabajo radicé en evaluar la patogenicidad del ne-
matodo Heterorhabditis bacteriophora (Poinar) cepa HC1 sobre las
chinches de la soya Piezodorus guildinii West y Nezara viridula (L.)
(Heteroptera: Pentatomidae). Los experimentos se desarrollaron en
condiciones de laboratorio; bajo un disefio totalmente aleatorizado se
establecieron cuatro variantes experimentales en correspondencia con
los estados de vida y especies de chinches evaluadas. Se inocularon
40 JI/ insecto y cada 12 h se cuantificé la mortalidad de la plaga. El
porcentaje de mortalidad en las cuatro variantes experimentales mostro
diferencias significativas respecto al testigo; el nematodo causé 100 %
de mortalidad tanto en ninfas como sobre los adultos de P. guildinii y
N. viridula transcurridas 48 h. Los resultados del estudio demostraron la
patogenicidad de H. bacteriophora (cepa HC1) sobre las dos especies de
chinches, por lo que deben evaluarse las potencialidades del nematodo
e incluirse como agente de control biolégico dentro del programa MIP
de la soya en nuestro pais.

Palabras claves: Heterorhabdlitis bacteriophora, patogenicidad, chinches,
Piezodorus guildinii, Nezara viridula, soya.

The aim of this wok was to evaluate the pathogenicity of the nematode
Heterorhabditis bacteriophora strain HC1 on nymphs and adults of the
soybean stink bugs Piezodorus guildinii West and Nezara viridula (L). The
study was carried out in laboratory conditions; four experimental variants
under a completely randomized design were established. A dosage of 40
JI/ insects was inoculated and the pest mortality was recorded every 12
hours. The mortality percentages in the experimental variants showed
significant differences regarding the control; 100 % of mortality even on
nymphs as on adults was found after 48 hours of the inoculation. The
results showed the pathogenicity of H. bacteriophora (HC1 strain) on
the two species of stink bugs, that's why the nematode’s potentialities
must be evaluated for including it as biocontrol agents in the IPM of
soybean in our country.

Key words: Heterorhabditis bacteriophora, pathogenicity, stink bugs,
Piezodorus guildinii, Nezara viridula, soybean.

INTRODUCCION

La soya (Glycine max L.) deviene una importante
fuente alimenticia por sus aportes en grasas y proteina
vegetal, aspectos de gran relevancia para la alimen-
taciéon humana y animal en Cuba; sin embargo, el
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ataque de insectos plagas limita los rendimientos del

cultivo [Borges y Marrero, 2013].

Las chinches Piezodorus guildinii West, Nezara viridu-
la (L.) y Euschistus spp. (Heteroptera: Pentatomidae)
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constituyen plagas que afectan notablemente la cali-
dad del grano de soya e imposibilitan su uso como se-
milla agricola [Marrero, 2007]. Como resultado de mo-
nitoreos a plantaciones de frijol (Phaseolus vulgaris L.)
y de soya cultivadas en las provincias de Villa Clara
y Matanzas, se han notificado nuevos registros de
chinches fitéfagas para estos cultivos [Alvarado, 2009;
Castillo, 2014], y se demostré que N. viridula es agente
vector del patégeno Nematospora sp. [Ramos, 2011].
Internacionalmente el uso de insecticidas quimicos
sintéticos constituye la principal medida para el con-
trol de chinches en el cultivo de la soya; sin embargo,
varias especies han desarrollado insecto-resistencia al
endosulfan y metamidofés, productos que ocasionan
desequilibrio ecolégico y pueden daiar la salud de los
agricultores [Sosa y Da Silva, 2010]. Estos elementos
justifican la necesidad de buscar métodos mas eficaces
que permitan el manejo de las chinches pentatémidas
de la soya y mitigar sus dafios al grano.

En el pais se aislan y evaltan nuevas cepas de mi-
croorganismos y nematodos, lo cual permite ampliar
el espectro de accion de estos productos [Fernandez,
2007]. El uso del nematodo H. bacteriophora deviene
una alternativa promisoria de control biolégico por su
amplia gama de hospedantes y su capacidad para pro-
vocar altos indices de mortalidad sobre insectos plagas
[Rodriguez et al., 2001; Vazquez y Alvarez, 2011]. La
literatura cientifica recoge varios antecedentes sobre
la patogenicidad de H. bacteriophora contra insectos
plagas de los 6rdenes Coleoptera, Lepidoptera, Or-
thoptera [Sanchez, 2002; Nichols, 2008], asi como en
Homépteros e Himenépteros [ Rodriguez et al., 1997].
Sin embargo, los estudios de patogenicidad sobre He-
terépteros son limitados, y los productores tienen poca
experiencia en el uso de nematodos entomopatégenos
para el manejo de chinches pentatémidas que afectan

la soya [Marrero, 2007].

La presente investigacion se realizé con el objetivo de
evaluar en condiciones de laboratorio la patogenicidad
del nematodo H. bacteriophora (cepa HC1) sobre las
chinches P, guildinii y N. viridula.

MATERIALES Y METODOS

Patogenicidad del nematodo H. bacteriophora (cepa
HC1) sobre las chinches P. guildinii y N. viridula

El experimento se condujo en el Laboratorio de Ento-
mologia de la Universidad de Matanzas; como insectos
diana se utilizaron ninfas de quinto instar y adultos
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de las chinches P, guildinit y N. viridula recolectadas
en parcelas experimentales de soya establecidas en
la Unidad Docente Investigativa de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias, municipio de Matanzas. Los
individuos se trasladaron a microjaulas de laboratorio
y se criaron segun los criterios de Marrero [2007] para
obtener poblaciones libres de parasitoides y entomo-
patégenos. Se evalué la cepa HC1 de H. bacteriophora
proveniente del Laboratorio de Control Biolégico de la
Estacién Experimental de Investigaciones de la Cafia
EPICA José A. Mesa, del municipio de Jovellanos,
Matanzas. Las soluciones de nematodos fueron prepa-
radas por dilucion horas antes del montaje del ensayo,
segin lo recomendado por Kaya y Stock [1997], y se
estim6 la concentracion de Juveniles Infectivos bajo
un microscopio-estereoscopio Olympus.

Se determind la susceptibilidad del quinto instar nin-
fal y de los adultos por ser los estados que mayores
dafios causan al cultivo de la soya. Los experimentos
se desarrollaron bajo un disefio totalmente aleatori-
zado, se evaluaron cuatro variantes experimentales:
variante 1 (inoculaciéon del nematodo sobre ninfas de
P guildinii), variante 2 (inoculacién del nematodo
sobre ninfas de V. viridula), variante 3 (inoculacién
del nematodo sobre adultos de P. guildinii) y va-
riante 4 (inoculaciéon del nematodo sobre adultos de
N. viridula).

Para ello se conformaron grupos de cinco individuos
colocados en placas Petride 9,5 cm de diametro, forra-
das internamente con papel de filtro. Cada placa
represent$ una unidad experimental y se realizaron
tres réplicas por variante; el control constituyé una
réplica de 15 insectos para una poblacién total de 45
insectos por plaga. Sobre cada individuo se aplicé
0,2 mL de solucién contentiva de 40 JI de H. bacte-
riophora. El control se asperjé con igual volumen de
agua destilada [Melo et al., 2006; dos Santos et al.,
2015]. Posteriormente las placas Petri se sellaron, se
colocaron a la oscuridad bajo temperatura ambiente
(25 £ 2 °C) y cada 12 h se cuantificé el porcentaje de
mortalidad por variante segun la férmula de Abbott

[Ciba-Geigy, 1981].

Como criterio de mortalidad se verificaron los sinto-
mas tipicos del parasitismo e infeccion del nematodo
(cambio de coloracién cuticular y de textura corporal,
flacidez), asi como la presencia de nematodos sobre y/o
el interior de los cadaveres, lo cual se determiné bajo
estereomicroscopio mediante diseccion de las ninfas
y adultos en solucién salina estéril.



Fitosanidad 19(3) diciensbre (2015)

Para el procesamiento estadistico de los datos obteni-
dos se transformaron los valores originales de morta-
lidad mediante la expresion arc V% y se sometieron
a un analisis de varianza (Anova) de clasificacion
simple. Posteriormente se establecieron las diferencias
entre las variantes experimentales segun la Prueba de
Rangos Multiples de Duncan (p < 0,05), utilizando el
paquete estadistico Statgraphic 5.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los ensayos de laboratorio demostraron que trans-
curridas 48 h la cepa HC1 de H. bacteriophora a dosis de
40 JI de H. bacteriophora/individuo ocasioné el 100 %
de mortalidad tanto sobre las ninfas de P. guildinii y
N. viridula (variantes 1 y 2 ') como en los adultos (va-
riantes 2y 3). El analisis estadistico arrojé diferencias
estadisticas significativas entre las cuatro variantes y
el control, en este tiltimo tanto a las 24 como a las 48 h
solo se encontré el 10 % de mortalidad (Tabla 1).

Devino interés biolégico el hallazgo de mortalidad
superior al 50 % tanto en las poblaciones de P guil-
dinii como en N. viridula transcurridas solo 24 h
de inoculacién. En este periodo las ninfas de ambas
especies alcanzaron mortalidades del 80 y 70 %, res-
pectivamente, sin evidenciar diferencias estadisticas
entre ellas (Tabla 1). Sin embargo, entre los porcen-
tajes de mortalidad de los adultos si se encontraron
diferencias estadisticas significativas, con mayores
valores de muertes en N. viridula (80 %), mientras
que en las poblaciones de P. guildinii solo se alcanzé

un 60 % de mortalidad.

Tabla 1 Mortalidad ocasionada por H. bacteriophora sobre
ninfas y adultos de las chinches P. guildinii y N. viridula
(Temp. 25 + 2 °C)

Mortalidad (% )
Vartantes
24 horas 48 horas
AR 80,0 a 100,0 a
A\ 80,0 a 100,0 a
v, 70,0 a 100,0 a
V., 60,0 b 100,0 a
Control 10,0 ¢ 10,0 b
ES+£0.,9

Letras diferentes en una misma columna indican diferencias esta-
disticamente significativas Test Duncan p < 0,05.

V : ninfas de P guildinii; V,:ninfas de N. viridula; V : adultos de P guil-
dinii; V : adultos de N. viridula.

Las diferencias estadisticas encontradas en la mor-
talidad de los adultos (variantes 3 y 4) a las 24 h de

inoculaciéon del nematodo (Tabla 1) pudieran estar

condicionadas por la morfofisiologia de cada especie y
la edad de los insectos. Al respecto, Fasula et al. (2000)
informaron que al avanzar la edad de las chinches se
incrementa la dureza de la cuticula y se desarrolla el
sistema inmune del individuo.

La informacion descrita en la Tabla I demuestra el
potencial del nematodo para el control biolégico de
heterépteros plagas de la soya. Barberena y Bellotti
(1998) también observaron una elevada capacidad
infectiva de H. bacteriophora sobre heterépteros e
informaron un 80 % de infeccién en ninfas de quinto
instar y adultos de cidnidos. Melo et al. (2006) en
ensayos in vitro realizados con dos cepas nativas de
H. bactertophora también encontraron parasitismo en
todos los estados de vida de las chinches cidnidas, y
observaron que las ninfas de quinto instar resultaron
las mas susceptibles, con un 90 y 100 % de mortali-
dad alos 10 dias después de inoculadas. Por su parte,
Canbhilal et al. (2007), al inocular 50 nematodos sobre
la chinche Eurygaster integriceps Puton (Heteropte-
ra: Scutelleridae) encontraron un tiempo letal de 2,9
dias, periodo muy similar al encontrado bajo nuestras
condiciones experimentales.

Los resultados ilustrados en la Tabla I manifiestan
similitud con el potencial biol6gico de este nematodo
entomopatégeno, y su uso en programas de manejo
de insectos plagas en Cuba. Varios autores como parte
de la caracterizacién de cepas notificaron la eficacia
biorreguladora de H. bacteriophora contra diferentes
insectos nocivos, incluyendo chinches harinosas y

plagas del suelo [Rodriguez et al., 2011].

Bajo nuestras condiciones experimentales, se constaté
el efecto letal de los juveniles infectivos de H. bacte-
riophora, lo que pudo estar favorecido por su elevada ca-
pacidad de bisqueda. Los nematodos lograron penetrar
rapidamente en el cuerpo de las chinches y parasitaron
tanto los inmaduros como los adultos. Ello se compro-
bé a las 48 h por la aparicion de un marcado cambio
de coloracién (de verde a pardo-carmelita), asi como
de flacidez corporal (Fig. 1b). Sin embargo, en el con-
trol los individuos no mostraron anomalias (Fig. la),
y solo se encontr6 un 10 % de muertes.

En la Fig. 1b pudo estar motivado por la elevada
capacidad de busqueda de H. bacteriophora y por su
alto potencial infectivo que varia en dependencia de
las caracteristicas morfolégicas del insecto diana. La
literatura consultada sefiala que los insectos plagas
inoculados con nematodos entomopatégenos pueden
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quedar infectados y morir si un solo nematodo lo-
gra penetrarlos, lo que explica por qué aun a bajas
dosis se observan valores de mortalidad elevados.
Este biorregulador muestra un alto poder de pe-

Marrero et.al

netracién al hemocele, gracias a la presencia de un
diente dorsal mediante el cual raspa la cuticula y le

permite penetrar directamente al insecto [Vazquez

y Alvarez, 2011].

Figura 1. Patogenicidad de H. bacteriophora (cepa HC1) sobre las chinches V. viridula y P. guildinii

(a), testigo tratado con agua; (b) variante tratada con nemdtodo.

El efecto patogénico del nematodo constatado en la
Fig. 1b pudo estar motivado por la elevada capacidad
de busqueda de H. bacteriophora y por su alto potencial
infectivo que varia en dependencia de las caracteristicas
morfolégicas del insecto diana. La literatura consultada
sefiala que los insectos plagas inoculados con nema-
todos entomopatégenos pueden quedar infectados y
morir si un solo nematodo logra penetrarlos, lo que
explica por qué aun a bajas dosis se observan valores
de mortalidad elevados. Este biorregulador muestra
un alto poder de penetracion al hemocele, gracias a la
presencia de un diente dorsal mediante el cual raspa la
cuticula y le permite penetrar directamente al insecto

[Vazquez y Alvarez, 2011].

La elevada virulencia de H. bacteriophora sobre
ambos insectos diana coincide con lo sefialado por
Bedding (1998), al referir que la patogenicidad de
H. bacteriophora sobre los insectos se debe a la acciéon
del complejo Heterorhabditis- Photorhabdus Boemare,
y que una vez liberada la bacteria en la hemolinfa
desarrolla su metabolismo secundario en los tejidos,
produciendo complejos de toxinas, los cuales son capa-
ces de matar al hospedero por septicemia en periodos
de 48 h, tiempo letal similar al notificado en la Tabla 1.

Dos Santos et al. (2015) encontraron igual compor-
tamiento infectivo en chinches harinosas inoculadas
con este nematodo entomopatégeno. Sin embargo, en
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Cuba Jiménez y del Pozo (2010), al evaluar la cepa
HCI sobre el coleéptero Cylas formicarius var. elegan-
tulus (Summers), obtuvieron valores de mortalidad
del 50 %, pero transcurridas 107,52 h, periodo muy
superior al tiempo letal medio observado en nuestro
experimento. Estos resultados corroboran que la pa-
togenicidad de H. bacteriophora varia en dependencia
de las caracteristicas morfolégicas del insecto diana.
Varias investigaciones refieren que la patogenicidad
de H. bacteriophora también depende de la virulencia
de la cepa bacteriana, del aislado de nematodo y de
la interaccion entre ambos.

H. bacteriophora desarrolla relaciones parasiticas con
los insectos que ocasionan disminucién en la activi-
dad, retraso en el desarrollo, cambios fisiolégicos,
morfolégicos, de comportamiento y hasta la muerte
del hospedero, rasgos que fueron constatados en
nuestra investigacion. Ademas, cuando se diseccio-
naron las chinches inoculadas con los nematodos se
observé gran cantidad de adultos en el interior de los
cadaveres.

Similar efecto letal del nematodo evaluado fue ob-
servado por Jiménez y del Pozo (2010) al describir la
presencia de adultos hermafroditas en cadaveres de
coledpteros a los cinco dias posteriores a la inocula-
cion. Al respecto se cita que la habilidad de H. bac-
tertophora para reproducirse en los cadaveres es muy
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importante para el establecimiento y persistencia de
este biorregulador en condiciones de campo.

En nuestro pais se ha comprobado la eficacia de H. bac-
teriophora sobre diferentes plagas insectiles. Sanchez
y Rodriguez (2008) destacaron las potencialidades de
este medio biol6gico sobre Hypothenemus hampet Ferr.
y demostraron la capacidad de la cepa HC1 de elevar
su efectividad cuando es aplicada simultaneamente
con el hongo Beauveria bassiana Bals. Estos autores
también comprobaron que los juveniles infectivos de
H. bacteriophora son capaces de sobrevivir al menos
36 h en soluciéon de endosulfan. Este resultado es de
interés por cuanto varias especies de pentatémidos
han mostrado resistencia a este insecticida sintético y
al metamidofés, por lo que se podria evaluar en campo
el efecto combinado de diferentes tratamientos.

Vazquezy Fernandez (2007) senalaron que el manejo
agroecologico de plagas incluye componentes que
demuestran su relaciéon estrecha con la tecnologia
de cultivo, el enfoque territorial de los programas
y los conocimientos que adquiere el agricultor que
emplea el control biolégico en su finca. Por su parte,
Murguido y Elizondo (2007) sefialaron que el con-
trol biolégico deviene uno de los componentes que
ha tenido una contribucién significativa al éxito del
programa de manejo de insectos plagas en el cultivo

del frijol.

En Cuba, aunque existen experiencias de los produc-
tores con el uso de H. bacteriophora en agroecosiste-
mas de granos, los estudios han estado relacionados
principalmente con las siguientes combinaciones
cultivo/plaga: arroz/Lissorhoptrus brevirostris Su.;
maiz/S. frugiperda. También se reportan resultados
promisorios en el manejo de ninfas de moscas blancas
(Hemiptera) y pupas de trips (Thysanoptera) [Vaz-
quez et al., 2010].

La literatura consultada indica que hasta el momento
eluso de H. bacteriophora (cepa HCI) se registra mayor-
mente en zonas donde estdan enclavados los CREE que
producen y generan biorreguladores para el manejo
de plagas, principalmente en plantaciones de cafia de
aztcar [Rodriguez et al., 2012]. Estos autores ademas
destacaron que otros cultivos importantes en desarro-
llo, entre los que se encuentran granos como la soya
(Glycine max L.) y el garbanzo (Cicer artetunum L.)
debian ser objeto de estudios futuros para establecer
la efectividad de los nematodos entomopatégenos en
el manejo de las plagas mas importantes.

CONCLUSIONES

* El estudio demostré que la cepa HC1 de H. bac-
teriophora bajo condiciones de laboratorio posee
elevada patogenicidad sobre ninfas de quinto instar
y adultos de las chinches de la soya P guildinii y
N. viridula.

* El nematodo a dosis de 40 J1/ individuo ocasioné
el 100 % de mortalidad tanto en las ninfas como en
adultos de P. guildinii y N. viridula transcurridas
48 h, lo que evidencia sus potencialidades como
biorregulador de estos pentatémidos.
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