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PREFACIO

En los ingenios azucareros guatemaltecos se integran multiples estrategias para el control de plagas y
enfermedades durante el desarrollo del cultivo de la cafia de azlcar (Saccharum officinarum), desde
practicas de control fisico, realizado por el personal de labores directas de campo eliminando el organismo,
si esta a la vista; mecanico, llevado a cabo por ejemplo a través el uso de rastras fitosanitarias; etolégico,
usando trampas de luz y ademés, el control biolégico, con liberaciones de enemigos naturales o

aplicaciones de microorganismos entomopatégenos para reducir la incidencia de las plagas.

Uno de los ingenios fuertes en produccion de azucar en Guatemala es la Corporacion Pantaledn —
Concepcion S.A. ubicada en la zona sur del pais con producciones de azlcar blanco y derivados de la cafa
de azlcar como biodiesel y energia eléctrica. El ingenio con el paso del tiempo ha innovado sus estrategias
de manejo de los cafiaverales, integrando nuevas alternativas para mejorar los rendimientos, es asi como se
ha realizado, en el area de investigacion de los laboratorios bioldgicos de produccién de enemigos naturales
y microorganismos entomopat6genos, una evaluacion sobre la eficacia de tres procedencias distintas de
nematodos, siendo estas las siguientes: Heterorhabditis bacteriophora de Cuba, Heterorhabditis
bacteriophora de Holanda y Diplogasteritus sp. de CENGICANA.

La evaluacion consistio en la aplicacion de dos dosis en concentraciones de 30 y 60 mill uij’s /ha en
ninfas de instar Il y 11l de la chinche salivosa (Aeneolamia postica), bajo condiciones controladas de
laboratorio, incluyendo un testigo para cada instar aplicado Gnicamente con agua estéril. La finalidad de la
evaluacién residio en estimar la dosis mas eficaz para controlar ambos estadios ninfales de chinche con
cualquiera de los nematodos mencionados, determinando con una misma concentracion si existia diferencia

alguna en la efectividad de estas ante la plaga.

Esta investigacion estd dedicada a mi padre celestial, Jehova, por ser mi fortaleza y mi guia; mi madre
por su apoyo incondicional y estima, mi familia materna por su motivacién para continuar y cumplir metas
tan importantes como esta; agradeciendo ademas la participacién de: Ing. Luis Valerio Macz Lépez por su
asesoria técnica, direccion y comprension, la Universidad del Valle de Guatemala, Campus Sur; por la
oportunidad de crecer como investigadores en blusqueda de fuentes de conocimiento; area de Entomologia
de CENGICANA por su apoyo cientifico; y a todas aquellas personas que de una u otra manera
colaboraron en la realizacion de la presente investigacion.
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RESUMEN

El sector azucarero de Guatemala a partir los afios ‘90 se ha visto afectado por el ataque de diversas
plagas y enfermedades en el cultivo de la cafia de azlcar; repercutiendo en los rendimientos por hectarea de
cultivo y costos de produccion (Lopez R. , 1999). Por eso en 2014 se declar6 afio de emergencia
fitosanitaria nacional por el incremento significativo de la incidencia y para el combate de la plaga chinche
salivosa (Aeneolamia sp). (Centro Nacional de Andlisis y Documentacion Judicial de Guatemala,
CENADOQ)J, 2014)

Son diversas las plagas y enfermedades que atacan al cultivo, entre las mas importantes se encuentra la
chinche salivosa, Aeneolamia sp. Causante de pérdidas de hasta 12 Ib az/ton mt (libras de azlcar/ tonelada
métrica) cosechada (Marquez et al, 2001), el mayor problema es que el ataque ocurre mientras el cultivo
estd en crecimiento, apareciendo antes de los 8 meses de edad, es por ello que, se debe contar con
estrategias de manejo de plagas alternas al quimico, como parte del manejo integrado de plagas, MIP; para

conservar el medio ambiente, asegurando el desarrollo sostenible.

Los nematodos Heterorhabditidos son parasitos naturales de la chinche salivosa, auxiliados por la
bacteria Photorhabdus luminiscens, siendo el desarrollo de resistencia por parte de la chinche bajo, ya que
es un organismo desarrollado en la naturaleza que ha evolucionado y se ha adaptado a las condiciones
climaticas, siendo ideal y necesario analizar sus niveles de parasitismo o control, como enemigo natural con
una amplitud de ventanas de oportunidad para estudios continuos, también los nematodos
Diplogasteritidos. (Poinar, 1980).
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.  INTRODUCCION

La zona cafiera de Guatemala se ha visto fuertemente afectada por el ataque de plagas en diferentes
etapas del desarrollo del cultivo, desde su germinacion, la raiz se ve fuertemente afectada por plagas de
suelo como: Chinche Hedionda (Scaptocoris talpa), Gusano alambre (Agriotes sp y Conoderus sp.),
Gallina ciega (Phyllophaga sp), y Chinche salivosa (Aeneolamia sp.); siendo esta Gltima de mayor
importancia con una distribucion del 96.56% para la especie de Aeneolamia postica y 3.44% Prosapia
simulans; con fuerte presencia para reducir la produccion de azlcar ante las demas plagas. (Centro de
Investigacion de la Cafia de Aztcar CENGICANA, area de Entomologia, 2004).

Es por ello que se han propuesto otras alternativas para su control, de las cuales; se utilizan métodos de
manejo integrado sin utilizacion de quimicos, una de éstas es a través de la aplicacion de nematodos
entomopatogenos, segin Kaya y Gaugler (1993); las familias Diplogasteridae, Steinernematidae y
Heterorhabditidae son las que han despertado el mayor interés y por consiguiente los que mayor
informacién han generado. Ademas, los nematodos de la familia Steinernematidae se reproducen dentro
del hospedero por via sexual, lo que significa que al menos un individuo de cada sexo debe entrar al
hospedero para que la reproduccién ocurra, mientras que; aquellos de la familia Heterorhabditidae son
hermafroditas, de manera que solo un individuo necesita entrar al hospedero para que la reproduccion
ocurra. Sin embargo, segin Marquez (2015), se debe considerar que este tipo de control debe efectuarse en
areas no criticas bajo un programa de aplicacion masiva de al menos tres afios, mientras que en érea criticas

donde se efectla la cosecha mecanizada, resulta més favorable el uso de productos quimico- sintéticos.

Por tal razén, se ha realizado una evaluacion, basada en uno de los enemigos naturales de la chinche
salivosa: los nematodos entomopatégenos del orden Rhabditida; en particular: los Heterorhabditidos y
Diplogastéridos. La evaluacion radico en determinar la procedencia de nematodo mas eficaz para el control
del cercopido; estableciendo que si existian diferencias significativas en la eficacia de su ataque, segun la

dosis, en un estadio de ninfa especifico; a través del analisis estadistico de varianza ANOVA.

Los nematodos fueron proporcionados por la Corporacion Pantaleén — Concepcion y CENGICANA.

La evaluacion se efectu6 ademas para colaborar con la estrategia de Manejo Integrado de Plagas de la
corporacion Pantaledn — Concepcién S.A. Con el manejo de la chinche salivosa en fase de ninfa puesto
que, este estado es el intermediario a la fase adulta. Ya en estado adulto, la chinche salivosa causa las
quemas a los cafiaverales, en vias de busqueda para disminuir la incidencia del ataque dado en las
plantaciones de cafia de azlcar, la evaluacién se enfoca en estadio ninfal ademas porque, en tal fase la
chinche aln no estd en capacidad de reproducirse; pudiendo evitar la continuidad de generaciones del

insecto con un control temprano. Las ninfas de la chinche salivosa se protegen a través de una saliva



generada por ellas mismas, haciendo que en el caso de los hongos entomopatégenos como Metarhizium
anisopliae presenten dificultades para penetrar en el cuerpo del insecto, mientras que los nematodos,

pueden desplazarse a través de ésta. (Marquez et al, 2001).

El establecimiento de la evaluacion fue en condiciones controladas, es decir, en laboratorio; por lo tanto
se tuvo control sobre algunos de los factores influyentes, que en campo abierto varian progresivamente. Se
evaluaron 2 dosis de uji’s puesto que se probé la dosis actual, al 2016, utilizada (60 millones uij/ ha ) ante
una disminucién en la dosis (30 millones uij’s/ ha), asi mismo, la efectividad se midi6 en el hospedero a su
2°y 3° instar debido a la disponibilidad de manejo por los tamafios del mismo, haciendo posible el analisis
ya que el instar 1 es muy pequefio ( alrededor de 30 mm) y los instar 4° y 5° se acercan a la fase adulta, por
lo que podria haber influido drasticamente en la efectividad del nematodo. La efectividad entre las dosis
aplicadas se razond con el andlisis estadistico de varianza ANOVA con 95% de confiabilidad.

Consecuentemente, el nematodo més eficaz para controlar tanto el instar 1l como 111 de chinche salivosa
fue Diplogasteritus sp., nematodo de CENGICANA; controlando a las ninfas de forma abrasiva en dosis de
60 millones de uij’s /ha, con estimaciones mayores al 80%, en la dosis equivalente a la mitad, en cualquiera
de las procedencias de nematodo; hubo mortandad provocada por éstos pero con rendimiento drasticamente
menor, 41%. Paralelo al diplogasteritido, el heterorhabditido procedente de Holanda también controlé al
insecto en ambos instares con buen porcentaje, mayores al 75%. Existiendo diferencia estadistica
significativa entre la eficiencia de los nematodos aplicados con dosis similares en un mismo instar.



Il. OBJETIVOS

A. Objetivo general:

v Generar nuevas alternativas de control biolégico para el control de los Cercopidos plaga de la

Cafia de AzUcar.

B. Objetivos especificos:

1. Determinar la mortandad de A. postica en estados de ninfa Il y Il por las especies de nematodos
entomopatogenos proporcionadas por el ingenio azucarero Pantaleén S.A. Y el Centro Guatemalteco de

Investigacion de la Cafia de Azticar (CENGICANA), bajo condiciones de laboratorio (%).

2. Determinar la dosis méas efectiva de nematodos entomopatégenos para el control de ninfas 11 y 111

de A. postica, bajo condiciones de laboratorio.

3. Generar las condiciones apropiadas en laboratorio para las ninfas de chinche salivosa a través de la

germinacion de semillas de sorgo como hospedero, en condiciones de laboratorio.



l1l. JUSTIFICACION

Las practicas de control de origen biol6gico ofrecen otra alternativa, pues son organismos extraidos de
otros organismos, en el caso de los virus u hongos, o bien por otros compuestos organicos; también pueden
producirse enemigos naturales de los insectos plaga masivamente. Justamente por ello se presenta como
opcion para solucionar el dilema del ataque ocasionado por la chinche salivosa, el control biologico con
aplicacion de enemigos naturales, como la aplicacion de nematodos del orden Rhabditida; a fin de
disminuir los dafios ocasionados por la chinche salivosa, promoviendo ademas, la utilizacion de recursos
que no perjudican al ambiente, ya que son organismos que han evolucionado en la naturaleza y se han
adaptado a las condiciones adversas cambiantes del clima, sin perjudicar la salud humana en referencia a
los trabajadores; ademas no cuentan con restriccion alguna al momento de exportar los productos, puesto
que son organismos naturales que no han presentado a la fecha, dafios a la salud humana; puesto que, al
implementarse practicas de control bioldgico se fomenta el cuidado de la salud al inhibir la exposicion de
los colaboradores a las moléculas quimico — sintéticas, siendo el control quimico perjudicial a largo plazo
al dafar a los operarios y a todos aquellos indirectamente expuestos, como en el caso de las fuentes hidricas
y su biodiversidad. Los enemigos naturales ademas ofrecen la alternativa de ser selectivos naturalmente;
teniendo como base los insectos huésped en los que se pueden reproducir, en el caso de los nematodos
también atacan a otros organismos plaga del suelo, beneficiando el control de éstos de igual manera,

disminuyendo poblaciones de diversos insectos plaga.

Asi mismo, los enemigos naturales de los insectos plaga son capaces de desarrollar adaptabilidad y
generar progenie gque a su vez continuara con el control libremente, puesto que los enemigos naturales se
asocian a su entorno y se desenvuelven biolégicamente segln su habitat, trasladandose a puntos donde se
encuentra disponible alimento a grandes cantidades y segln los recursos naturales, como en el caso de los
nematodos, pueden trasladarse a través del suelo y cuando llueve, éstos tienen un ambiente himedo
propicio. Los tipos de suelo de los cafiaverales a su vez, colaboran con la masificacion de los nematodos,
también el hecho que las practicas de suelo como incorporar materia organica por medio de la cachaza

favorece la micro fauna del suelo.

El recurso de enemigos naturales en el uso especifico de nematodos es un campo de amplias fuentes de
investigacion en el pais, actualmente se encuentra en exploracién por el creciente interés que se ha
desarrollado; ademas como camino investigativo se cuentan con anécdotas de utilizacién de nematodos en
Brasil y Colombia registradas con gran amplitud; en Guatemala se han registrado también estudios del
mismo (Marquez, 2001), asi que es una oportunidad de mejora para el Manejo Integrado de Plagas como

control biol6gico de los insectos perjudiciales en el cultivo de la cafia de azlcar de Guatemala.



IV. MARCO TEORICO

A. SECTOR PRODUCTOR DE LA CANA DE AZUCAR EN
GUATEMALA

1. Importancia de la cafia de azlcar. La cafia de azucar juega un papel relevante en la
economia nacional, se ha convertido en una de las principales fuentes de divisas para el pais y generadora
de 350,000 empleos directos e indirectos, con 12 ingenios y cinco organizaciones que la integran
contribuyen decisivamente al desarrollo del pais. ASAZGUA, (2011) indican que para la zafra 2010/2011
se tienen sembradas 235,000 hectéreas de cafia de azlcar, con una produccion de 201409,164 toneladas
cortas de cafia y 21048,152 toneladas métricas de azUcar producida. A nivel de América Latina y el Caribe,
Guatemala se coloca como el 2do. Exportador, 4to productor y a nivel mundial como el 4to. Exportador,
representando con esto el 29.83% del valor total de la exportacidn agricola guatemalteca y 13.91% de las
exportaciones totales del pais. También informa que representa alrededor del 3% del PIB nacional. La
agroindustria azucarera guatemalteca se convirtioé en el principal productor de alcohol originario en la

region centroamericana, con 265 millones de litros al afio.

SIB (2011), manifiesta que actualmente, el &rea de cultivo representa el 2.3% de la superficie total del
pais y 10% del total del area cultivable y los productores estdn ampliando la superficie plantada hacia las

fronteras con El Salvador.

2. Clasificacién taxondmica de la cafa de azlcar. La cafia de azlcar estd ubicada

taxonémicamente de la siguiente manera:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Sub divisién: Angiospermae

Clase: Liliopsida
Orden: Poales
Familia: Poaceae
Tribu: Andropogonae

Sub tribu: Saccharae

Género: Saccharum



3. Fenologia del cultivo. Rodriguez (1997), describe la fenologia como la ciencia que estudia
las relaciones entre el clima y los fenémenos naturales de recurrencia periédica, como germinacion,
floracion, fructificacion, cambios de color en las plantas, etc. Estudia también las diferentes sensibilidades

y reacciones al cambio del clima, tanto de animales como de vegetales.

a. Fases de desarrollo del cultivo de cafia de azlcar. Juarez y Mufioz (1998), indican que en
el ciclo de la cafa de azlcar se diferencian claramente tres etapas de desarrollo: germinacion y

macollamiento; crecimiento activo (rapido crecimiento o elongacion) y la maduracién.

Juarez y Mufoz (1998), determinaron para la zona cafiera de Guatemala, que la primera etapa de
desarrollo esta de 0 a 3 meses de edad del cultivo, caracterizandose por un aumento notable en el nimero
de tallos de hasta 120,000 plantas/ha y un ritmo de crecimiento lento de 0.25 a 0.5 cm/dia. La segunda
etapa de desarrollo inicia a los 3 meses, cuando la tasa de crecimiento aumenta hasta 2.5 cm/dia,
acompafada de una reduccidn drastica en la poblacién, por competencia. La Gltima fase, dependiendo de la
variedad y las condiciones climaticas, se da entre los 7 y 8 meses, caracterizdndose por la acumulacién de

azUcares en los tallos y puede estar manifestada por la induccion de la floracion.

b. Principales plagas y etapas criticas de dafio. EI término plaga dado en sentido donde una
determinada poblacion de un insecto produce dafios econémicos afectando la produccion de determinadas
variedades. Esto quiere decir que en caso de ser observados dafios en diferentes partes vegetales, no

significa necesariamente que la produccion es o sera afectada.

De esta manera se puede definir un insecto plaga, como aquel que tiene capacidad de provocar un dafio,
el cual depende de la densidad poblacional presente en el cultivo, el estado de desarrollo, su distribucién en
el campo y la duracion del ataque. Ademas influyen factores como el tipo de cultivo, etapa fenoldgica,
variedad, densidad de plantas, habitos de crecimiento y condiciones fisioldgicas, asi como factores externos
bioldgicos y fisicos. Dentro de las plagas del cultivo més relevantes se encuentran: barrenadores del tallo
del género Diatraea, barrenadores Phassus phalerus Druce, Elasmopalpus lignosellus Zeller, chinche
salivosa (Aeneolamia sp), Chinche de encaje (Leptodyctia tabida), Coludo o Saltahojas antillano
(Saccharosydne saccharivora), Salta hojas hawaiiano (Perkinsiella saccharicida), el Pulgén amarillo o

dorado de la cafia de azucar (Sipha flava Forbes) y roedores como Sigmodon hispidus.



B. PLAGAS DE LA CANA DE AZUCAR

La chinche salivosa se ha considerado dentro de las plagas de mayor importancia, por magnitud de su
dafio, con respecto a su distribucién y frecuencia de ataque en la industria azucarera, indican que la especie
mas abundante en la zona cafiera se presenta con un factor de pérdida de 8.21 TCH/1 ad/tallo con 5.83kg
Az/t/1 adulto/tallo con un indice de dafio de 1465 kg Az/ha/1 adulto/tallo resultan en umbrales econémicos
de 0.05 — 0.10 ninfas y adultos/tallo. (Centro de Investigacion y Capacitacion de la Cafia de Azlcar,
CENGICANA, 2012)

1. Chinche salivosa azucarera. Aeneolamia postica y Prosapia simulans son las especies de
importancia en el cultivo de cafia de azlcar, con el 96% - 4% de abundancia, respectivamente (Marquez et
al., 2002). Es un insecto con aparato bucal picador-chupador, que se alimenta del xilema de una gran
variedad de gramineas neotropicales y cuya infestacion en cafia de azUcar se repite cada afio con los huevos
diapausicos depositados en el suelo, el ciclo anterior. Estos huevos dan origen a la primera generacion de
ninfas en la estacion lluviosa, y de ahi surgen varias generaciones de adultos cuyos huevos ya no tienen

diapausa y eclosionan en 15 dias, lo que aumenta la densidad poblacional en el campo.

Figura 1: Salivazos de Chinche salivosa los cuales contienen ninfa en su interior.

Fuente: (Centro de Investigacion y Capacitacion de la Cafia de Aztcar, CENGICANA, 2012)

El género Aeneclamia comprende la mayoria de insectos conocidos como salivazos (cercdpidos), los
cuales causan grandes dafios a la cafia de azlcar (Saccharum officinarum). Asi mismo especies de este

género se pueden desarrollar sobre pastos y malezas gramineas.



Estos Cercépidos se encuentran desde los 10 msnm hasta los 1700 msnm, los Cercépidos tienen en
comun la caracteristica de alimentarse en su estado adulto de las I&minas foliares de la cafia de azlcar
inyectandoles toxicos oxidativos que obstruyen los haces vasculares provocando fitotoxemia causada por la
inoculacion de enzimas amiloliticas y oxidantes, asi como aminoacidos. Este estado patolégico se presenta
después de pocos dias con la aparicion de manchas lineales cloréticas, las que paulatinamente se tornan

amarillas y luego necroéticas.

a. Clasificacion taxondmica y distribucion de la chinche salivosa de la cafia de azcar

Reino: Animalia
Phylum: Arthropoda
Clase: Insecta

Orden: Hemiptera
Suborden: Auchenorryncha

Superfamilia: ~ Cercopoidae

Familia: Cercopidae

Subfamilia: Tomaspidinae

Género: Aeneolamia

Especie: A. postica, A. varia, A. albofasciata

Especies del género Aeneolamia: A. albofasciata, A. lepidior, A. contigua A. postica, A. reducta, A. varia,
A. flavilatera.

Especies del género Prosapia: P. distanti, P. bicincta, P. plagiata

Especies del género Deois: D. flavopicta, D. schach

Otras especies: Mahanarva andigena, M. dipars, M. fimbriolata, Zulia vilior, Z. pubescens, Z. carbonaria

Las especies del género Aeneolamia se encuentran en América Central y en toda la region oriental de
América del Sur y son las que presentan la distribucion mas amplia y la mayor importancia en Venezuela,
las Guyanas y América Central. En Brasil predominan las especies de los géneros Deois, Zulia y

Mahanarva, en tanto que el género Prosapia esta limitado a los paises de América Central.

La especie mas importante para Guatemala es Aeneolamia postica (Walk), distribuida en varias regiones
de este hemisferio con excepcién de las islas del Caribe y ciertas zonas de Sur América. En Guatemala fue
identificada la subespecie A. postica jugata (Fowler) en 1921, pero es muy probable que también este
presente A. varia asi como otras sub-especies de A. postica. (Centro de Investigacion y Capacitacion de la
Cafia de Aztcar, CENGICANA, 2012).



Figura 2: Chinche adulta de Aeneolamia sp. Con caracterizacion fisica de la especie.
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Fuente: (Lopez C. , 2012)

b. Sintomatologia de dafio. El dafio que esta plaga causa puede dividirse en dos partes. El dafio
provocado por la ninfa al alimentarse de las raices y tallos de la planta; y el dafio provocado por el adulto al

alimentase de retofios y hojas.

Cuando se alimentan de hojas se puede observar al principio pequefias manchas amarillo-rojizas sobre
las hojas que posteriormente provocan la clorosis del follaje y la aparicion de tejidos necrosados al borde de

las hojas.

Al alimentarse provocan una intoxicacion sistematica inyectando un liquido caustico que ademas
contiene ciertas enzimas que desdoblan el azucar cristalizable afectando su calidad. El aspecto de una
plantacién infestada se presenta como si estuviera afectada por una sequia intensa; las plantas no mueren
pero sufren un retraso en su desarrollo y por ende la disminucion del rendimiento en cinco u ocho toneladas

por hectarea.

Tanto ninfas como adultos utilizan su estilete para elaborar tlneles de alimentacion, que finalizan en los
elementos del xilema (Byers y Wells, 1996). Debido a la baja calidad nutritiva de la savia del xilema el
estado de ninfa se prolonga por al menos 30 dias, formando una espuma alrededor de su cuerpo blando y
permanecen en las raices adventicias del cultivo. Cuando alcanzan el estado adulto, estos insectos migran
hacia el follaje y al alimentarse introducen una sustancia toxica que destruye e interfiere en la formacion de
clorofila, cuyo sintoma es conocido como “quemazdén”, que afecta tanto el desarrollo normal de la planta

como la acumulacién de sacarosa.

Con base en esta biologia, es evidente que el mayor éxito en el control de la plaga esta en la reduccion
de la poblacion de huevos diapausicos y las ninfas, reducir o atrasar la ocurrencia del periodo critico que
produce altas densidades de adultos (Marquez et al., 2009) entre julio y agosto. Debido a la acumulacién de

los huevos diapausicos, a través del tiempo y a las condiciones de alta humedad, hay campos que


https://sites.google.com/site/moscapinta/hoja-tecnica/A. contigua29.jpg?attredirects=0
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rapidamente alcanzan el estatus de “alta infestacién”, donde el dafo foliar es mayor del 60% y dado que el
periodo critico de ocurrencia es de 6 a 8 meses de edad del cultivo, los indices de pérdida pueden alcanzar
8.21 TCH de cafia y 5.83 kg Az/t, por cada adulto/tallo (Marquez et al., 2001).

Figura 3: Dafio foliar causado por Chinche salivosa

Fuente: (Centro de Investigacion y Capacitacion de la Cafia de Azlcar, CENGICANA, 2012)

Figura 4: Dafio foliar avanzado causado por adultos de Chinche salivosa

Fuente: (Lopez C. , 2012)

Cuando el cultivo pasa a soca el ataque puede ser mas intenso pues tanto las ninfas como los adultos

causan mayor dafio en los retofios que en una planta adulta.

Los campos viejos de resoca (5 a 6 afios) son los mas propicios para el desarrollo de la chinche salivosa.
Se puede considerar que la cantidad de cinco ninfas por metro lineal de un surco son suficientes para
efectuar el control mas adecuado, el cual puede ser biolégico o quimico. (Facultad de Agronomia de la
Universidad de San Carlos de Guatemala, 2012)

c. Ciclo bioldgico y habitos. La chinche salivosa es un insecto con tipo de metamorfosis

hemimetabola pasando por las siguientes etapas: huevo, ninfa y adulto.
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1) Estado de huevo. Son de forma oval, de color amarillo o crema, tardan en incubar de 18 a
26 dias, eclosionan cuando empiezan las lluvias, por lo que la humedad relativa y la temperatura influyen
mucho en su eclosion. Al transcurrir cinco dias de incubacion aparecen cuatro manchas rojizas: dos de ellas
aparecen cerca del polo anterior mas agudo y corresponden a los ojos del embridn, las otras dos manchas se
sittan cerca del polo posterior y corresponden a los tubos de Malpighi. Progresivamente se va
desarrollando una sutura 0 mancha negra a partir del polo anterior, la cual avanza en forma longitudinal
hasta la parte media del huevo, por esta estructura conocida con el nombre de opérculo, emerge la ninfa en

el momento de la eclosion.

a) Diapausa. Se realiza en estado de huevo, la fijacién es en gran parte genética y en parte
una influencia externa sobre la hembra cuando pone los huevos. Esta influencia probablemente es en parte
micro-ambiental y en parte debido a factores quimicos en el jugo de las hojas de la cafia. La diapausa puede
durar de 15 hasta 225 dias.

La diapausa es muy variable en cuanto a duracién y composicién dentro de cada lote de huevos
producido por las hembras y en diferentes épocas del afio. Puede ser que probablemente sea influido por
fotoperiodo, posiblemente por el estado de madurez de la cafia, la cual cambia la combinacion de

aminodcidos en la savia de la cafia, ingerida por las hembras.

2) Estado de ninfa: Las ninfas provocan un dafio leve, principalmente la raiz. Cuando
eclosionan, se introducen dentro del suelo, se adhieren y parasitan las raices de la cafia chupando la savia;
la ninfa es de color cremoso. Durante el 4° y 5° estadio ninfal que se presenta durante el inicio de una
nueva temporada de lluvias, con el aumento en la temperatura y humedad relativa, el insecto emerge del
suelo cubriéndose con una espuma o0 masa fluida semejante a saliva que protege a la ninfa de sus enemigos

naturales y le brinda la humedad que requiere para completar su condicién de adulto. (Lépez C. , 2012)

Las ninfas se caracterizan por la segregacion de saliva o espuma que les da su nombre caracteristico.
Este liquido protege al insecto de la desecacion. Es secretado por los tubos de Malpighi y las burbujas son
sopladas por una cadmara de aire ventral. El fluido contiene amilasa, invertasa, fenolasa y se estima que mas

del 90% esté constituido por proteina.

El cuerpo de la ninfa es amarillo y la cabeza rojiza, pero a medida que van creciendo cambian a
Cremoso con una zona rojiza a los lados del abdomen. Cuando completan su desarrollo Ilegan a medir de 6
a 8 mm de largo, terminando este a las 3 0 4 semanas habiendo pasado por 5 estadios ninfales que se

diferencian entre si por el tamafio del cuerpo y ancho de la cabeza.
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Figura 5: Ninfa de Chinche salivosa.

Fuente: (Cantellano, 2012)

3) Estado adulto. Son conocidos como mosca pinta o salivazo. El insecto es volador siendo
su principal forma de movilizarse, es de habito nocturno, que durante el dia pasa escondido en las partes
bajas de la planta donde hay sombra y buena humedad. EI macho adulto mide de 6 a 8 mm de largo y la
hembra de 8 a 9mm y 4 a 6mm de ancho. La hembra deposita de 40 a 100 huevecillos por postura. El
cuerpo tiene forma oval, es café, casi negro, el cual posee dos franjas que van desde amarillo-blanquecino a

amarillo, sobre las alas anteriores, estas coloraciones son caracteristicas de Aeneolamia sp.

Figura 6: Adulto de la Chinche salivosa especie: Aeneolamia sp.

Fuente: (Pérez Aguilar, 2012)

Los adultos tienen una longevidad que va desde los 6 hasta los 9 dias, empezando a copular a los dos
dias de haber emergido de estado ninfal. Poco después la hembra empezard a poner los huevos que
eclosionaran a los 10 o 20 dias para dar origen a otra generacion. En la estacién lluviosa se producen de 4 a

5 generaciones. Las hembras de la Gltima generacién ponen los huevos que eclosionaran a los 5 0 7 meses.


https://sites.google.com/site/moscapinta/hoja-tecnica/Ninfa.bb.png?attredirects=0
https://sites.google.com/site/moscapinta/hoja-tecnica/Sp_1.2.jpg?attredirects=0
https://sites.google.com/site/moscapinta/hoja-tecnica/Ninfa.bb.png?attredirects=0
https://sites.google.com/site/moscapinta/hoja-tecnica/Sp_1.2.jpg?attredirects=0
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La copula de la chinche salivosa tiene lugar en las axilas de las hojas y puede ocurrir durante el dia o la
noche. Esto solo se da un dia después de la emergencia y los huevos son depositados 2 o 3 dias mas tarde.
La duracion del estado adulto, en condiciones de laboratorio en Guatemala, es de 6 a 8 dias
aproximadamente. (Centro de Investigacion y Capacitacion de la Cafia de Azlcar, CENGICANA, 2012)

d. Hospederos. Los principales hospederos reportados para mosca pinta son: cafia de azlcar

(Saccharum officinarum), maiz (Zea mays), arroz (Oryza sativa) y pastos (Poaceae). (Pérez Aguilar, 2012)

Figura 7: Ciclo bioldgico de la chinche salivosa de la cafia de aztcar
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Fuente: (Pérez Aguilar, 2012)

e. Distribucién mundial. A nivel mundial se han reportado la presencia de mosca pinta en los

paises como México, Belice, Guatemala, Honduras y Brasil.

Figura 8: Distribucion a nivel mundial del salivazo de la cafia de azlcar.

N

Y

Fuente. (Proyecto - FUNPROVER-SAGARPA, México, 2012)


https://sites.google.com/site/moscapinta/hoja-tecnica/ciclo de salivazo.jpg?attredirects=0
https://sites.google.com/site/moscapinta/hoja-tecnica/Distribicion de Salivazo en el mundo.png?attredirects=0
https://sites.google.com/site/moscapinta/hoja-tecnica/ciclo de salivazo.jpg?attredirects=0
https://sites.google.com/site/moscapinta/hoja-tecnica/Distribicion de Salivazo en el mundo.png?attredirects=0
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f. Mecanismos y tipos de control. El dafio foliar debe medirse a finales de septiembre o
principios de octubre y, con base en el porcentaje, clasificar los campos en las categorias de dafio leve (0-

40 %), moderado (41-60 %) o severo, cuando es mayor del 60 por ciento de dafio foliar.

1) Control quimico. Las éreas con antecedentes de dafio severo en la zafra anterior requieren

de un analisis que considere la opcion de aplicar productos quimicos sistémicos preventivos
(Thiamethoxam, Imidacloprid) o bien el cambio de fecha de corte o la renovacion del cultivo.

Existen productos en el mercado que ayudan a controlar a las poblaciones de la chinche salivosa. Cuando
empiezan a verse los salivazos alrededor de los troncos de cafia, se combaten espolvoreando Thiodan. Otros
productos aplicados sobre el follaje como: Monocrotofos, Diazinén, Azinfés metilico CE20, Carbofuran
CE 35, Carbofuran G 5%, Endosulfan CE 35, Monocrotofos LM 56, Paration metilico CE 50. Se sugiere
que los productores consulten a los técnicos de su ingenio respectivo para obtener las recomendaciones mas

apropiadas para su zona.

2) Control bioldgico. El objetivo del control bioldgico es mantener las poblaciones de la
plaga en niveles que no causen dafio econémico, mediante el uso de los enemigos naturales que se
encuentran en el ecosistema cafia.

Se establece que el uso de hongos entomopatdgenos para el control de la mosca pinta o salivazo es una
alternativa viable de control, debido a que su uso mediante la aplicacion del patégeno afectaria las primeras
ninfas o adultos, en donde los insectos infectados y muertos por el hongo serian el in6culo primario de
diseminacion de las esporas del hongo, lo cual permite que las ninfas en su trayecto de blsqueda o cambio
de sitio de alimentacion se expongan al hongo, en donde su espuma crea un ambiente favorable para su
desarrollo. El control de la chinche salivosa de la cafia de azlcar con M. anisopliae es una alternativa real
para los productores cafieros, ya que disminuye hasta el 75 % el uso de insecticidas, asi como contribuye a

la inocuidad alimentaria y proteccion del medio ambiente.

a) Enemigos naturales. Se han encontrado algunos enemigos naturales atacando a la
mosca pinta, como la mosca Salpingogaster nigra (Diptera: Syrphidae); es un depredador que en su estado
de larva se alimenta de ninfas de salivazo, hormigas Pheidolegenalis (Hymenoptera: Myrmicinae) que se
alimentan de huevecillos de salivazo, hongos entomopatégenos como el hongo Metarhizium anisopliae que
atacan a los adultos y nematodos.
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Figura 9: Salpingogaster nigra, enemigo natural de la chinche salivosa.

Fuente: (Bustillo, 2011)

b) Control de ninfas y adultos. Cuando empieza la época de lluvia es necesario iniciar los
monitoreos de ninfas y adultos, ya sea mediante el uso de trampas amarillas adhesivas en el contorno de los
campos, o con el muestreo visual utilizando las macollas como unidades de observacion. EI umbral de
accion para aplicaciones terrestres de Metarhizium anisopliae varia entre 0.05 y 0.10 insectos/tallo dirigidas

al control de la primera generacion de ninfas, lo que causara la epizootia en adultos en el campo.

Figura 10: Metarhizium anisopliae en adultos de chinche salivosa.

¥

Fuente: (Bustillo, 2011)

Figura 11: Metarhizium anisopliae en adultos de chinche salivosa ya esporulado.

Fuente: (Centro de Investigacion y Capacitacion de la Cafia de Aztcar, CENGICANA, 2012)


https://sites.google.com/site/moscapinta/hoja-tecnica/hongo.png?attredirects=0
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https://sites.google.com/site/moscapinta/hoja-tecnica/hongo.png?attredirects=0
https://sites.google.com/site/moscapinta/hoja-tecnica/mosa depredadora.png?attredirects=0
https://sites.google.com/site/moscapinta/hoja-tecnica/hongo.png?attredirects=0
https://sites.google.com/site/moscapinta/hoja-tecnica/mosa depredadora.png?attredirects=0

16

¢) Uso de nematodos entomopatdgenos en el control del salivazo. Ensayos en
laboratorio y campo han mostrado que cerca de 17 6rdenes y 135 familias de insectos son susceptibles a los
nematodos Entomopatdgenos en algin grado (Akhurst y Smith, 2002). Existen varios registros del efecto
de los nematodos entomopatdgenos afectando especies de salivazo. Poinar y Linares (1985) determinaron
en los afios 1981- 1982, en las localidades de Guanare (Portuguesa, Venezuela), una alta incidencia natural
del nematodo Hexamermis dactylocercus, el cual parasitaba hasta un 50% de las ninfas y adultos
recolectados de A. varia. Bennett (1984) destaca la posibilidad de usar nematodos para el control de A.
varia basandose en informacion existente desde principios de siglo. Menciona también el nematodo

mermitido Hexamermis sp., parasitando A. varia en Trinidad, y en Brasil, sobre M. fimbriolata.

Ferrer et al. (2004) en Venezuela, presentaron el primer registro sobre la posibilidad de uso de
nematodos entomopatdgenos para el control de A. varia en cafia de azlcar encontrando que Heterorhabditis
bacteriophora a las 72 horas después de la aplicacion a ninfas ocasionaba una mortalidad entre 71,3 y

75,4%, en dosis de 50 a 100 millones de nematodos por hectarea.

Leite et al. (2002) fueron los primeros en evaluar la eficacia de Steinernema sp. Y Heterorhabditis sp.,
en el control de salivazo de cafia de azlcar en Brasil, ellos registraron un 80% de mortalidad utilizando un
aislamiento de Heterorhabditis sp., en laboratorio. Afios mas tarde, Leite et al. (2005) evaluaron la
patogenicidad de seis especies de nematodos entomopatdgenos contra ninfas de salivazo de la cafia de
azucar M. fimbriolata en laboratorio y campo encontrando que Heterorhabditis sp., (CB- N5), Steinernema
sp., (CB-N6) y Heterorhabditis sp., (CCA) fueron los tres nematodos mas virulentos (100%, 98% y 96% de
mortalidad, respectivamente). En el experimento de campo con una dosis de 3,3 x 108 Jl/ha,

Heterorhabditis sp., controlé el 74% de los insectos.

Recientemente en Brasil, Batista y Machado (2010) registran a Steinernemario bravis y a
Heterorhabditis amazonensis RSC1 causando mortalidades de 71% a una concentracién de 2000 JI/ml

sobre ninfas del salivazo de los pastos Mahanarva spectabilis bajo condiciones de invernadero.

En Colombia Arango y Calderén (1981), mencionan haber encontrado en condiciones de campo un
nematodo de la familia Rhabditidae afectando ninfas y adultos del salivazo. Quintero et al. (2007),
realizaron investigaciones en laboratorio y observaron la capacidad patogénica y multiplicacion de S.
colombiense y H. bacteriophora Fresno, sobre ninfas de diferentes instares de Aeneolamia sp. (Universidad
Nacional de Colombia, 2011)

3) Control cultural. Las labores de cultivo ayudan a disminuir las poblaciones de la plaga y
propician condiciones necesarias para que la planta soporte con vigor el ataque del insecto. La labor de

aporque (o desaporque) y la quema agricola controlada en la cosecha hacen que disminuya la cantidad de
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huevos viables y el nimero de ninfas del salivazo en los lotes infestados. Donde la cafia se cosecha en
verde, la cobertura vegetal crea un ambiente favorable de humedad que protege los huevos y garantiza la

supervivencia de las ninfas.

a) Rastra fitosanitaria. Se utiliza para el control de huevos diapausicos después del corte.
El Comité de Manejo Integrado de Plagas (CANAMIP) y el Programa de Manejo Integrado de Plagas de
CENGICANA han documentado una secuencia bésica de referencia que incluye informacion sobre la
época para cada actividad, forma de realizarla, criterio de uso, equipo, eficiencia operativa y las
condiciones especiales para garantizar la eficacia de su ejecucion (Marquez, 2010). El éxito del manejo
integrado se basa en la reduccidn de la poblacidn de huevos, mediante la implementacion de una secuencia
basica de labores mecanizadas que incluye el uso de implementos como la rastra sanitaria. Es un
implemento agricola que tiene como finalidad remover la tierra que se encuentra en el hilo de la cafia para
exponer los huevecillos al sol y a los depredadores. Esta labor se recomienda realizarla, si el terreno lo
permite, de preferencia inmediatamente después de la cosecha de la cafia, para no dafiar el brote de la cepa
y asegurar al menos un 60% en la reduccién de huevos o bien, dentro de los 10 primeros dias después del
corte, una vez realizado el destronco y el acamellonado de la paja. Se pueden utilizar rastras de tiro (semi-
pesadas) y rastras de levante. Alinear los discos en el sentido del hilo de la cafia para no voltear la cepa. La
profundidad de la rastra debe ser de 3 a 5 cm. Se recomienda mejorar el drenaje, principalmente en suelos
arcillosos, los cuales por su textura pueden empozarse, presentando con ello las condiciones ideales para el
desarrollo de la plaga. También se recomienda realizar un adecuado control de las malezas, incluyendo
caminos interiores y el contorno de los lotes. (Centro de Investigacién y Capacitacion de la Cafia de
Azlcar, CENGICANA, 2012)

Figura 12: rastra fitosanitaria para control de huevecillos de chinche salivosa.

Fuente: (Centro de Investigacion y Capacitacion de la Cafia de Aztcar, CENGICANA, 2012)
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C. NEMATODOS ENTOMOPATOGENOS

Después del Phylum Artrhopoda, el Nematoda (= Nemata) es uno de los mas diversos y versatiles del
reino animal, con un nimero estimado de mas de 100.000 especies (Coomans, 2000; De Ley, 2000). Han
logrado colonizar los ambientes mas diversos y variados como tundras, desiertos, ambientes marinos y de

agua dulce, o aguas termales y aguas congeladas (Stock, 1998).

Los nematodos son gusanos cilindricos no segmentados, que poseen una cuticula exterior acelular bajo la
cual se encuentra la epidermis seguida por las fibras musculares longitudinales. Tienen sistema excretor,
nervioso, digestivo, reproductivo y muscular, pero sin sistema circulatorio y respiratorio (Kaya y Stock
1997).

Figura 13: grupos troficos de nematodos. Vista de la cabeza. A Nematodo predador, B nematodo parasitico, C
nematodo bacteriéfago y D nematodo micetofago.

Parasitic Nematode

Fuente: (Ibafez, 2011)

Se consideran promisorias ocho familias para el control bioldgico de insectos, estas son:
Tetradonematidae, Mermithidae, Allantonematidae, Neotylenchidae, Sphaerularidae, Aphelenchidae,

Heterorhabditidae y Steinernematidae (De Ley y Blaxter, 2002).

Las familias Heterorhabditidae y Steinernematidae estdn asociados simbidticamente a las bacterias
Xenorhabdus sp., y Photorhabdus sp., respectivamente (Boemare, 2002), las cuales matan al hospedero
rdpidamente, razon por la cual han despertado interés mundial para ser desarrolladas como

biocontroladores de insectos plaga.

Los nematodos entomopatdgenos encajan muy bien en programas de MIP manejo integrado de plagas o
porque se consideran no toxicos para los seres humanos, relativamente especificos de su plaga u objetivo, y

pueden aplicarse con equipos plaguicida estandar (Shapiro-llan et al. 2006). Nematodos entomopatogenos
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han quedado exentos de la Agencia de Proteccién Ambiental de Estados Unidos (EPA) de registro de
plaguicidas. No hay necesidad de equipos de proteccion personal y las restricciones de reingreso.

Problemas de resistencia a los insectos son poco probables. (Universidad de Florida, 2012)

1. Ciclo de vida. Las especies de estas dos familias presentan un ciclo de vida basado
principalmente en seis estados de desarrollo: huevo, cuatro instares de estados juveniles (conocidos
también como dauer) y adulto (hembra, macho o hermafrodita segin el género) (Wouts, 1991). El tercer
estado juvenil o juvenil infectivo (JI) se introduce en el insecto por sus aberturas naturales (boca, ano o
espiraculos) (Tanada y Kaya, 1993) o a través de las partes suaves del integumento (Peters y Ehlers, 1994),
no obstante, los JI de los heterorabditidos también pueden penetrar el insecto raspando la cuticula del

mismo, debido a que poseen una estructura queratinosa que se asemeja a un pequefio diente (Poinar, 1976).

Cuando el juvenil infectivo entra al hemocele del insecto libera la bacteria. La bacteria se multiplica
rapidamente y mata al insecto por septicemia entre 24 y 48 horas (Adams y Nguyen, 2002). Los nematodos
se reproducen en el cadaver del insecto y se alimentan de la biomasa bacteriana y de los tejidos del insecto

metabolizados por la bacteria (Boemare, 2002).

La reproduccion del nematodo continlia hasta que la reserva de alimento que proporciona el hospedante
es suficiente para continuar con un nuevo ciclo, usualmente se puede presentar hasta tres generaciones
amfimicticas dentro del mismo insecto. Por el contrario, si la reserva alimenticia no es suficiente, el JI
adquiere la bacteria simbionte alimentandose de los tejidos del cadaver del insecto y posteriormente, lo
abandona en busca de un nuevo hospedero. Los juveniles infectivos no se alimentan y pueden sobrevivir en

el suelo por varios meses (Adams y Nguyen, 2002).

Figura 14: Ciclo de vida de los nematodos.
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Fuente: (Universidad Nacional de Colombia, 2011)
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2. Efecto sobre organismos no blanco. Ensayos en laboratorio y campo han mostrado que
cerca de 17 drdenes y 135 familias de insectos son susceptibles a los nematodos entomopatégenos en algun
grado (Akhurst y Smith, 2002). Este amplio rango de hospederos es una de las principales razones del gran
interés actual en el desarrollo de nematodos para el control biolégico, pero este atributo es un arma de
doble filo. Sin embargo, la infectividad ha sido demostrada en experimentos en cajas Petri donde el insecto
esta en contacto permanente con el nematodo bajo condiciones dptimas y donde las barreras ecolégicas y

de comportamiento han sido removidas (Kaya y Koppenhdfer, 1999).

Los predadores y parasitoides son potencialmente afectados por los nematodos entomopatdgenos a
través de una infeccion directa, muerte temprana del hospedero parasitado, o reduccién de la poblacién del
hospedero (Akhurst y Smith, 2002). A pesar de la amplia aplicacion, se ha reportado que no hay una
toxicidad aguda o cronica significativa para los seres humanos o de otros vertebrados y no presenta
importantes repercusiones a largo plazo en poblaciones de invertebrados no objetivo. Sin embargo, su uso
potencial requiere de medidas preventivas que deben ser tomadas durante las fases de produccion y

aplicacion para evitar la exposicion directa de los nematodos y sus simbiontes (Akhurst y Smith, 2002).

3. Factores que influyen en el establecimiento y accion de nematodos

entomopat0genos. Resultados insatisfactorios de nematodos entomopat6genos son causados por la
incorrecta manipulacién, transporte y almacenamiento (Shapiro-llan et al. 2002). Nematodos
entomopatégenos son organismos vivos y ambos factores bidticos y abidticos afectan nematodos
entomopatogenos eficacia durante las aplicaciones. Nematodos entomopatogenos funcionan mejor en
suelos arenosos con un pH entre 4 y 8. Nematodos entomopatdgenos son susceptibles a la congelacion, las
temperaturas calientes, desecacion, y la luz UV. S. ribrave, S. glaseriy H. indica son algunas de las
especies méas tolerantes al calor mientras que S. feltiae, H. megidisy H. marelatus estan adaptados a
temperaturas mas frias (Grewal et al. 1994). La eficacia nematodo se puede mejorar haciendo coincidir las
mas apropiadas especies de nematodos entomopatdgenos a las plagas objetivo, utilizando el tipo correcto
de un producto de nematodos viables, mantener el area tratada himeda durante al menos 8 horas después
de la aplicacién y la aplicacion durante las primeras horas de la mafiana o por la noche a minimizar la
exposicion UV y las condiciones de secado. También es importante inspeccionar nematodos
entomopatogenos después de recibirlos y antes de la aplicacion para garantizar que son viables
(movimiento sinusoidal de las etapas juveniles sanos se puede observar con una lente de 20 x mano o

microscopio).

Los nematodos entomopatégenos varian frente a los factores abioticos en sobrevivencia y eficacia de
parasitismo. Es asi, como pueden actuar dentro de un amplio rango de temperatura (3 a 35°C) (Patel et
al.1997). Caso contrario sucede con valores de pH del suelo extremos (11 6 3) ya que limitan su capacidad

de infeccidn, pero no su viabilidad, y humedad es extremas, afectan su viabilidad y establecimiento, debido
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al desecamiento del JI, dificulta su movilidad y capacidad de busqueda del hospedante y generan
condiciones anaerobias que reducen su viabilidad (Ishibashi y Kondo, 1990; Koppenhéfer et al., 1997). Los
suelos salinos o con altas concentraciones de iones como aluminio, afectan su integridad celular y por lo
tanto, su viabilidad (Glazer, 1996).

El uso de agroquimicos también puede afectar la permanencia y supervivencia de nematodos debido a
que su ingrediente activo puede actuar como modificador de las caracteristicas del suelo. Dependiendo de
los tiempos de exposicion a la mayoria de agroquimicos (fertilizantes, fungicidas, insecticidas, herbicidas,
reguladores de crecimiento y extractos vegetales), presentan sinergismo en algunos casos, al aplicarse en
mezcla para el control de algunos insectos plaga (Kaya, 1990; Glazer, 1996), pero resultan susceptibles a
algunos nematicidas (Glazer, 1996). Las especies de nematodos difieren en la susceptibilidad a los
pesticidas quimicos, por ejemplo los heterorabditidos tienden a ser mas sensibles a los cambios fisicos,
incluyendo pesticidas mas que los steinernematidos (Grewal, 2002). También resultan los heterorabditidos

mas sensibles a condiciones de almacenamiento.

En cuanto a los factores bidticos, se ha reportado una diversidad de organismos como hongos, bacterias,
virus, protozoos, acaros, insectos y nematodos, que pueden llegar a ser antagonistas o factor de mortalidad
de estos nematodos entomopatdgenos en el campo (Kaya, 1990; Kaya y Koppenhdfer, 1996; Epsky, et al.,
1998). Esta interaccion puede afectar la sobrevivencia del JI; afectar el establecimiento y/o desarrollo del
simbionte, y afectar al insecto una vez ha sido invadido por el nematodo (Kaya, 1990). Mientras que otros
organismos pueden ser benéficos al aumentar la eficacia por el incremento de la susceptibilidad a la
infeccion por el nematodo, reduciendo el periodo letal de infeccion, o presentando un efecto adictivo o

sinérgico sobre la mortalidad (Kaya, 1993; Koppenhofer et al, 1999).

4. Comercializacion de nematodos como agentes de control. Dentro de las técnicas
exitosas de produccién de nematodos que se han desarrollado e implementado, se encuentra el cultivo
monoaxénico en liquido, tecnologia que garantiza una produccién masiva constante, asegurando tanto la
estabilidad del in6culo como de las fuentes de material y reduciendo costos de produccion en cuanto a
equipos se refiere (Friedman, 1990). El desarrollo de formulaciones también ha ocupado la atencién y el
dinero de las compafiias. La investigacion en este sentido se ha enfocado en la facilidad de aplicacién y
aumento de persistencia del bioldgico incrementando su efectividad en el control (Lopez, 2002). Se puede
encontrar formulaciones desarrolladas en matrices de geles (alginato, arcilla, poliacrilamida, entre otras),
con diversas presentaciones (s6lidas, semisolidas y liquidas) (Georgis y Hom, 1992; Hominick y Collins,
1997).

Por otro lado, una amplia gama de tecnologia estd disponible para la aplicacion de nematodos

entomopatogenos, incluidos los sistemas de riego y diversos equipos de pulverizacion. La eleccién de los



22

equipos de aplicacion, y la manera en que los nematodos se aplican, pueden tener un impacto sustancial
sobre la eficacia del control de la plaga. Los nematodos entomopatégenos son principalmente usados como
agentes de control bioldgico inundativo y los JI’s son liberados en ndmeros masivos, normalmente 2.5%109
JI's/ha, el cual tiene como objetivo obtener una supresion inmediata de la plaga (Georgis y Manweiler,
1994). La susceptibilidad del insecto, comportamiento ecoldgico, formulacion, facilidad de uso
almacenamiento y costo del producto ha limitado el uso de nematodos para ciertos insectos y mercados
(Georgis, 2002).

Las tres principales compafiias que lideraban la comercializacidon de los nematodos entomopatdgenos
eran: Thermotrilogy Ltda® (antes, Biosys), Microbio Ltda® y Koppert Ltda®, distribuyendo sus productos
por medio de patentes, en mas de 11 paises europeos (Hominick y Collins, 1997). Actualmente en el
mundo, mas de 80 compafiias comercializan productos con solamente ocho especies de nematodos de las
35 registradas (Lopez, 2002).

Mas de la mitad de los productos existentes en el mercado (68%), se han desarrollado con base en dos
especies: Steinernema carpocapsae (37%) y Heterorhabditis bacteriophora (31%); otros productos
incluyen especies como S. feltiae (17%), H. megidis (5%), S. glaseri, H. indica, H. marelatus (3% c/u) y S.
riobrave (1%) (Lopez, 2002).

Lo anterior, se debe principalmente al desconocimiento tanto de los entomopatdgenos en si (biologia,
comportamiento, distribucion, entre otros), como del amplio potencial que tienen para implementarse en

programas MIP (Lo6pez, 2005).

Cuadro 1: Precios de comercializacion de nematodos entomopatdgenos

Nematodo JI (millones) | Dosis (m?) Precio
US $ | Quetzales Q (7.56)
Steinernema sp. 10 84- 232 24.9 188.24
Steinernema sp. 50 1,000 54 408.24
Steinernema sp. 100 2,000 99 748.44
Steinernema sp. 200 4,000 190 1436.4
H. bacteriophora 10 204 25.9 195.80
H. bacteriophora 50 408 54 408.24
H. bacteriophora 100 2,000 104 786.24
H. bacteriophora 200 4,000 196 1481.76

Fuente: (Universidad Nacional de Colombia, 2011)
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5. Nematodo entomopatégeno  Heterorhabditis  bacteriophora.  Nematodo

entomopatogeno que en colaboracion con la bacteria Photorhabdus luminiscens parasita diversas especies

de insectos cuyas larvas viven en el suelo y en mayor o menor medida se alimentan de raices.

a. Clasificacion taxonémica

Reino: Animalia
Filo: Nematoda
Clase: Secernentea
Subclase: Rhabditia
Orden: Rhabditida

Superfamilia:  Rhabditoidea
Familia: Heterorhabditae

b. Sintomatologia de ataque. Cuando el nematodo encuentra una larva de un determinado
insecto huésped, por ejemplo, Melolontha papposa penetra en su interior a través de alguna abertura natural
(boca, ano o estigmas). Esta circunstancia es detectada por la bacteria que abandona al nematodo e invade a
la larva de, en este caso, Melolontha, la cual muere en poco tiempo y pasa a ser el lugar en el que el
nematodo y la bacteria se alimentaran y reproduciran. Las larvas infectadas cambian de color blanco-beige
a rojo-marrén y el insecto se convierte en una materia mucosa por lo que no es facil reconocerlas. Los
primeros gusanos blancos muertos pueden observarse 2-4 dias después de la aplicacion. Cuando se acaba el
alimento, las bacterias vuelven a instalarse en el interior del nematodo y éste parte a la busca de otra larva.
Las bacterias que no se instalan en el nematodo no son capaces de infectar nuevas larvas de gusanos
blancos, gusano cabezudo, etc. Ni los nematodos que no portan bacterias las matan, por tanto, ambos deben

actuar en comun. (Control Bio, 2015)

Figura 15: Estadios juveniles de los nematodos Heterorhabditis bacteriophora
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Fuente: (Control Bio, 2015)
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Figura 16: Photorhabdus luminiscens.

Fuente: (Universidad de Florida, 2012)

c. Ciclo bioldgico y habitos. Heterorhabditis bacteriophora se mueve por el suelo atraido por
las feromonas que emiten los gusanos blancos, portando en su interior a Photorhabdus luminiscens sin que
le produzcan dafio en una perfecta simbiosis. Esta simbiosis nematodo-bacteria se utiliza en el control de

larvas de los insectos hospederos para el nematodo. Son muy activos.

1) Huevo. En el caso de la familia de los Steinernematidae las hembras al llegar a la fase
adulta depositan los huevos dentro del insecto hospedero. Los individuos de Heterorhabditidae son

hermafroditas autofértiles. (Universidad Nacional de Colombia, 2011)

2) Estados juveniles o dauer. Los nematodos se desarrollan a través de cuatro etapas
juveniles. El tercer estado juvenil o juvenil infectivo (JI) es la etapa juvenil infectiva, siendo la Gnica etapa
libre de nematodos entomopatdgenos; penetra en el insecto huésped a través de los espiraculos, la boca, el
ano o en algunas especies a través de las membranas intersegmentarias de la cuticula, y luego entra en el
hemocele (Molyneux 1982). Las bacterias se multiplican en la hemolinfa del insecto y el huésped
infectado, por lo general muere dentro de 24 a 48 horas; en funcién de los recursos disponibles una 0 mas
generaciones pueden ocurrir dentro del cadaver de acogida y un gran nimero de jovenes se liberan con el
tiempo en el entorno de infectar otros huéspedes y continuar su ciclo de vida. No obstante, los JI de los
heterorabditidos también pueden penetrar el insecto raspando la cuticula del mismo, debido a que poseen
una estructura queratinosa que se asemeja a un pequefio diente (Poinar, 1976). (Kaya y Gaugler 1993).
(Control Bio, 2015)

3) Adulto. Juveniles infectivos de nematodos heterorhabditidos se convierten en adultos
hermafroditas (Grewal et al. 2005). El cadaver del insecto se vuelve rojo si los insectos son asesinados por
heterorhabditidos y marrén si son asesinados por steinernematidos (Kaya y Gaugler 1993). El color del
cuerpo huésped es indicativo de los pigmentos producidos por el monocultivo de bacterias mutualistas que

crecen en los anfitriones. (Universidad Nacional de Colombia, 2011)


http://www.wormbook.org/chapters/www_genomesHbacteriophora/biogenomefig1.jpg
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Figura 17: Detalles de la especie Heterorhabditis sp. A. Nematodo juvenil cuerpo entero. B. Cabeza C. Anoy cola.
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Fuente: (Mullin, 2000)

d. Hospederos. Los nematodos parasitan diversas especies de insectos como los de la familia:
Scarabaeidae: Gusanos blancos (Amphimallon, Anoxia, Cetonia, Epicometis, Melolontha, Oxythyrea,
Phylloperta, Polyphylla, etc.), Buprestidae (Capnodis tenebrionis, gusano cabezudo), Curculionidae
(Otiorhynchus sulcatus), etc. Cuyas larvas viven en el suelo y en mayor o menor medida, se alimentan de
raices. Gusanos blancos: Aphodius cantaminatus, escarabajo del estiércol (Amphymallon solstitiale),
abejorro sanjuanero (Otiorhynchus sulcatus), (Phyllopertha horticola) gusano blanco de las huertas,
(Rhizotro gusestivus) pequefio escarabajo de San Juan, etc. En cultivos horticolas tanto en campo como en
invernadero asi como en césped de todo tipo y en plantaciones frutales invadidas por Capnodis tenebrionis.
(Universidad Nacional de Colombia, 2011)

6. Nematodo entomopatogeno Diplogasteritus sp. Algunos géneros de la familia
Diplogasteridae tienen la caracteristica de comportarse como paréasitos facultativos (Poinar, 1992). La
bacteria que se asocia a este nematodo es Xenorhabdus sp. Pudiendo situarse en los intestinos para

multiplicarse en la hemolinfa del insecto al ser inoculada en éste.
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a. Clasificacion taxonémica

Reino: Animalia
Filo: Nematoda
Clase: Secernentea
Subclase: Plectia
Orden: Rhabditida

Superfamilia: ~ Rhabditoidea

Familia: Diplogasteridae

b. Sintomatologia de ataque. Los nematodos Diplogasteridos para infectar con éxito a un
hospedero deben penetrar por lo menos 1 de ambos sexos, puesto que este nematodo se reproduce
sexualmente, al atacar se introduce en su hospedero a través de alguna abertura natural alrededor de su
cuerpo, incluyendo la boca, por ejemplo: el ano o los estigmas. Al realizar esto una bacteria mutualista se
introduce en el cuerpo del insecto, en el caso de los Diplogastéridos no se ha demostrado si los infectivos
juveniles son portadores de las bacterias en su intestino para posteriormente ser depositadas en el insecto o
si son transportadas en otro 6rgano (Poinar, 1980).La bacteria mutualista de esta familia de nematodos es
Xenorhabdus sp. (Kaya y Gaugler 1993). Péstumo al ataque, en un lapso aproximado de 48 horas se
presenta la muerte del insecto, la bacteria ha de podrir los 6rganos del hospedero de los cuales el nematodo
se alimentara. Los hospederos infectados presentan coloracion blanco — beige por lo que su identificacion
puede ser confusa. Sin embargo otros sintomas como la flacidez son caracteristicos del ataque, haciendo

entonces que se pueda discernir entre su nula o positiva presencia.

c. Ciclo bioldgico y habitos. Diplogasteritus sp. También posee al igual que Heterorhabditis
bacteriophora la capacidad de movilizarse a través del suelo por los diferentes poros del mismo, siendo
mas propicio cuando éste se encuentra himedo, a su vez se mueve atraido por las feromonas que emiten los

insectos hospederos. Son altamente activos.

1) Huevo. Las hembras Diplogasteridas al llegar a fase adulta depositan los huevos dentro del
insecto hospedero, éstos maduran y eclosionan las unidades infectivas juveniles de primera generacion, el

ciclo se repite hasta alcanzar la cuarta fase.

2) Estados juveniles o dauer. Los nematodos se desarrollan a través de cuatro etapas
juveniles. El tercer estado juvenil o juvenil infectivo (JI) es la etapa juvenil infectiva, siendo la Gnica etapa
libre de nematodos entomopatdgenos; penetra en el insecto huésped a través de los espiraculos, la boca, el

ano o en algunas especies a través de las membranas intersegmentarias de la cuticula, y luego entra en el
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hemocele (Molyneux 1982). Las bacterias mutualistas se multiplican en la hemolinfa del insecto infectado.
(Control Bio, 2015)

3) Adulto. La fase adulta de los juveniles infectivos diplogasteridos se convierten ya sea en
hembras o en machos, dependiendo de las condiciones de desarrollo; asi que durante esta fase, los
nematodos abandonan el cadaver de su hospedero y se movilizan en blsqueda de un nuevo hospedero.

Figura 18: Detalles de la especie Diplogasteritus sp. Hembra A. Cabeza, B. Vulvay C. Cola.

D|P|ogastcntus sp.

DI logasteritus sP |
vulva 1000X

Female %m:l 1000X

Mead pasture

Mead pasture Dead pig 5

Dead pig B

10pum

© Peter Mullin/2001

D|P|ogastcntus sp.

female tail 400X

Mcnd Pash:rc "o
Dead Pig B

© FPeter Mullin/2001

Fuente: (Mullin, 2000)

d. Hospederos. Los nematodos parasitan diversas especies de insectos como los de la familia:
Scarabaeidae: Gusanos blancos (Amphimallon, Anoxia, Cetonia, Epicometis, Melolontha, Oxythyrea,
Phylloperta, Polyphylla, etc.), Buprestidae (Capnodis tenebrionis, gusano cabezudo), Curculionidae
(Ctiorhynchus sulcatus), etc. Se ha reportado a Diplogasteritus sp. Como controlador de larvas en Chile de
Pristionchus uniformis (Aguilera, 2001), también se encontrd infestando diferentes estados de Coledptera
en Polonia. (Aguilera, Urlich, & Celis, 2001)
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D. BASE TEORICA DEL ANALISIS ESTADISTICO DE VARIANZA
ANOVA.

El analisis de varianza se utiliza para probar hipotesis sobre igualdad de tres 0 mas medias poblacionales.
Al comparar las varianzas muestrales, es posible sacar alguna conclusion o inferencia sobre los valores

relativos de las medias poblacionales.

El andlisis de varianza ANOVA, esta disefiado especificamente para probar si dos o0 mas poblaciones
tiene la misma media, implicando un examen de las varianzas muestrales, en particular a una poblacion,
éste tendra un impacto significativo en su media. Mas especificamente, el procedimiento se puede utilizar
para determinar si cuando se aplica un “tratamiento” en particular a una poblacion, éste tendra un impacto
significativo en su media. En un estudio ANOVA, las unidades experimentales son los objetos que reciben
el tratamiento. El factor es la fuerza o variable cuyo impacto en tales unidades experimentales se desea

medir. Finalmente, los factores constituyen los tratamientos, o niveles del factor.

La forma como se seleccionan los tratamientos determina si se esta utilizando un modelo de efectos fijos

0 un modelo de efectos aleatorios. Asi, en el ANOVA existen modelos segln su seleccion.

1. Modelo de efectos fijos. En el cual se seleccionan tratamientos especificos o se fijan antes del

estudio.

2. Modelo de efectos aleatorios. En el cual los niveles (tratamientos) utilizados en el estudio se

seleccionan aleatoriamente de una poblacién de niveles posibles.

Un estudio completo de modelos de efectos aleatorios va mas alla del alcance de este texto. La intencion

de este capitulo se concentrara en los modelos de efectos fijos.
Para la aplicacion de ANOVA son esenciales 3 suposiciones:
a. Todas las poblaciones involucradas son normales.

b. Todas las poblaciones tienen la misma varianza.

c. Las muestras se seleccionan independientemente.

Si un nimero de tratamientos se designa como c, el conjunto de hip6tesis de prueba es
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Ho= [y = Hp = M3 ... Y

H, = No todas las medias son iguales.

Fuente: (Webster, 2000)

Siendo p,, el valor de la media poblacional, por lo tanto la hip6tesis nula se enfoca a plantear la igualdad,

es decir, que no existe diferencia alguna entre las medias.

Para efectuar el analisis de varianza es necesario emplear las siguientes formulas:

Cuadro 2: Férmulas del analisis ANOVA. Férmulas de la 1 a la 10.

Nombre de la férmula Férmula Especificaciones
Gran media de todas las X Xi= la  sumatoria de las
. - = Z Xij . , -
observaciones del experimento. X = observaciones segun los tratamientos.
n

Formula 1.

n= cantidad de observaciones

Suma de cuadrados, para probar
la igualdad de las medias

poblacionales. Férmula 2.

SCT = SCTR + SCE

SCTR=
tratamientos.

suma de cuadrados de los

SCE= suma de cuadrados del error.

Varianza muestral. Formula 3.

_ I - X

2
S n—1

El numerador es la suma de los
cuadrados de las desviaciones de la
media.

n-1= namero de grados de libertad.

Suma de cuadrados total.

Formula 4.

SCT = ii(xij - X)2

i=1 j=1

X = La gran media.
Xij= las observaciones.
Y. > =sumatoria a través de las filas y

columnas.

Suma de los cuadrados de los

tratamientos. Formula 5.

SCTR = (Z &- 3P
rj

X = la media.
X = La gran media.
xrj =

tratamientos.

sumatoria para todos los

Suma del cuadrado del error.

Férmula 6.

SCE = ZZ(XU

X;j = las observaciones.
X; = la media.
> Y =Sumatoria a través de filas y

columnas.
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Nombre de la férmula Férmula Especificaciones
Cuadrados medios totales. SCT SCT= suma de cuadrados totales.
CMT =
Formula 7. n-—1 n-1= ndmero de grados de libertad.
] SCTR= suma de cuadrados de los
Cuadrados medios de los SCTR .
. ) CMTR = —— tratamientos.
tratamientos. Formula 8. -1 )
¢ — 1= medias muestrales.
Cuadrados medios del error. SCE SCE= suma de cuadrados del error.
CME =
Férmula 9. n—c n — ¢ = grados de libertad.
] CMTR= cuadrados medios de los
Razén F para una prueba de CMTR )
) ] = —— tratamientos.
medias. Formula 10. CME

CME-= cuadrados medios del error.

Fuente: (Webster, 2000)

Con los resultados de los calculos obtenidos es posible aceptar o rechazar la hip6tesis nula, o bien, la

hipotesis alternativa; ello servira a su vez, para interpretar los datos recopilados y establecer conclusiones

de lo que se pretende analizar.




V. MARCO METODOLOGICO

A. Ubicacidn de la evaluacion

La evaluacion se llevo a cabo en las instalaciones los laboratorios bioldgicos del ingenio azucarero
Pantaledn S.A., en el &rea de Control de Conformidad Agricola (Temperatura media de 27 + 1y 75 + 5%
de humedad relativa), ubicado en el municipio de Siquinald, dentro de las coordenadas geograficas Latitud
14° 20" 04”" Norte y Longitud 90° 59" 31"" Oeste, a una altitud de 460 metros sobre el nivel de mar.

B. Material biologico

1. Nematodos entomopatdgenos. El Centro Guatemalteco de Investigacion de la Cafia de
Azicar (CENGICARNA) proporciond una especie de nematodo entomopatégeno diplogasteritido
proveniente de su zona: Diplogasteritus sp. Asi mismo, el ingenio azucarero Pantaledn S.A., proporciond
una especie de nematodo entomopatégeno heterorhabditido: Heterorhabditis bacteriophora, de dos
procedencias: Cuba y Holanda. Estos nematodos se obtendran a través de presentaciones de esponja, en el
caso de Heterorhabditis bacteriophora y en hermético para Diplogasteritus sp. Tales nematodos estuvieron
en concentraciones puras, es decir, pasaron por el proceso de multiplicaciones masivas previas en

laboratorio utilizando como hospedero a larvas de Galleria mellonella criadas a su vez; en dieta artificial.

Cuadro 3: Procedencia de los nematodos evaluados durante la investigacion.

Especie Procedencia del nematodo | Lugar de disposicion
Heterorhabditis bacteriophora Cuba Pantaledn S.A.
Heterorhabditis bacteriophora Holanda Pantaledn S.A.

Diplogasteritus sp. CENGICANA CENGICANA

Fuente: Autor.

2. Cercopidos de la cafia de azlcar. Se utilizo la chinche salivosa de la cafia de azdcar de la
especie Aeneolamia postica en estadio de ninfa Il y Ill; para la obtencién de las ninfas, se efectuaron
extracciones del insecto por medio de inspecciones en cafaverales circundantes al casco central del
ingenio azucarero Pantaleén S.A., recolectandolas en octubre 2015. Las evaluaciones se realizaron el

mismo dia de su recoleccién, con las ninfas adaptadas previamente a su hospedero.
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3. Hospedero de la chinche salivosa de la cafia de aztcar Aeneolamia postica. Se
germinaron semillas de sorgo sobre algodén humedecido con agua estéril en cajas Petri; de vidrio de 10
cms de diametro utilizando solamente la parte inferior de la caja, obteniendo un hospedero abundante de
raices para alimento de las ninfas. Las semillas pasaron las primeras 72 horas en total oscuridad; y 96 horas
mas en total exposicion de luz. Las semillas se sometieron a desinfeccién previa con el fin de asegurar que
estuviesen libres de plagas y enfermedades, sumergiéndolas por 1 minuto en solucién de Virkon's® al 1%;

seleccionando las mejores. Las plantulas utilizadas tuvieron edad de 7 dias.

C. Prueba de seleccion por patogenicidad de los nematodos
entomopatdgenos a ninfas de 11 y 111 instar de A. postica bajo condiciones de

laboratorio

Estableciendo que:

Se evaluaron dos dosis de nematodos: 30, 000,000uij/ha y 60, 000,000 uij/ha; por cada procedencia, es
decir, para Heterorhabditis bacteriophora de Cuba, Heterorhabditis bacteriophora de Holanda y

Diplogasteritus sp. De CENGICANA; cada una sera tomada como una evaluacion independiente (Factor A
y B).

Cada dosis fue evaluada en 2 instar de ninfa de Chinche salivosa Aeneolamia postica: instar Il y 111 éstos

también fueron considerados evaluaciones independientes (Factor C).

La evaluacién correspondiente a determinado instar de ninfa, a una establecida dosis de nematodos a
aplicar tuvo:
+ Tres parasitoides: siendo las 3 procedencias de nematodos entomopatdgenos, que se combinaron
con los Factores B y C, para conformar los tratamientos.
+ 1 Testigo: testigo absoluto en el que solo se aplico agua estéril sobre las ninfas en instar 11y I11.
+ Los tratamientos estuvieron integrados por 3 repeticiones.
¢ Las repeticiones se formaron de 10 unidades experimentales (ue), es decir, 10 ninfas, siendo 120

ninfas/evaluacion.

Como se describe en el cuadro siguiente.
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Cuadro 4. Tratamientos por factor a evaluar.

. Concentracion uij (Unidad Instar de A. #
Tipo de nematodo ] o . . .
infectiva juvenil) postica tratamiento
I
Heterorhabditis bacteriophora (Cuba) 30,000,000 1
. . I
Heterorhabditis bacteriophora (Holanda) 30,000,000 2
. . - I
Diplogasteritus sp. CENGICANA 30,000,000 3
. ] 11 4
Heterorhabditis bacteriophora (Cuba) 30,000,000
. . 11
Heterorhabditis bacteriophora (Holanda) 30,000,000 5
. . ~ 11
Diplogasteritus sp. CENGICANA 30,000,000 6
. ) I
Heterorhabditis bacteriophora (Cuba) 60,000,000 7
o ) I
Heterorhabditis bacteriophora (Holanda) 60,000,000 8
. . - I
Diplogasteritus sp. CENGICANA 60,000,000 9
. ] 11
Heterorhabditis bacteriophora (Cuba) 60,000,000 10
. . 11
Heterorhabditis bacteriophora (Holanda) 60,000,000 11
. . - 11
Diplogasteritus sp. CENGICANA 60,000,000 12
Testigo absoluto Agua estéril 1 13
Testigo absoluto Agua estéril 11 14

Fuente: Autor.

Se confinaron 10 ninfas en una caja Petri/repeticién experimental en sorgo de 7 dias de edad, adaptadas
horas antes de la evaluacion; ello se constatd a través de la verificacién de formacion de saliva de las

ninfas. Las ninfas ya adaptadas se colocaron en contacto con inoculo de nematodos.




34

1. Preparacion del indculo

¢ 300 uij aplicadas en 2 ml de agua estéril; por caja, en el caso de la dosis de 30, 000,000 uij/ha;
(150uij/ml).

¢ 600 uij aplicadas en 2 ml de agua estéril; por caja, en el caso de la dosis de 60, 000,000uij/ha;
(300uij/ml).

Los nematodos fueron evaluados en calidad a través de la estimacion de su viabilidad y conteo de uij’s
para establecer el volumen de nematodos requerido para preparar la solucién de 30 millones o 60 millones/
hectérea, equivalentes a: 75,000 uij’s / 500 ml y 150,000 uij’s/ 500 ml; pues se prepararan atomizadores
con medio litro de agua estéril con la adicidn de los nematodos correspondientemente para poder aplicar 2
ml en cada caja, se realizard una sola vez al inicio del ensayo, a través del indice de nematodos vivos

observados de la muestra colectada.

Férmula 11: Medicion de Viabilidad

# de nematodos en movimiento (vivos)

% Viabilidad = ( ) x 100

# de nematodos colectados
Fuente: Autor.

Con este indice se establecerd el tipo de nematodo con mayor posibilidad de parasitar las ninfas.

Al tratamiento testigo se ha de aplicar 2 ml por caja de agua estéril.

Las cajas Petri con las ninfas se mantuvieron a temperatura ambiente del area de conformidad, con

temperatura media de 27° C £ 1y 75 + 5% de humedad relativa.
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D. Metodologia para el conteo de nematodos multiplicados en alimento

balanceado. (Centro de Investigacion de la Cafia de Azicar CENGICANA, éarea de Entomologia,
2004)

Después de transcurridos 8 dias de incubacion de las bandejas con alimento balanceado donde se ha

multiplicado el nematodo, se procede a realizar un conteo mediante la siguiente metodologia.

1. Materiales:

e Céamara de conteo de nematodos.
e  Cuadro de una pulgada cuadrada.
e  Beacker 250 ml.

e Pipetasde 1y5ml.

e Tubos de Ensayo.

e  Estereoscopio.

2. Procedimiento

a. Clasificacion de bandejas. Se deben clasificar las bandejas por la cantidad de nematodos que

contengan, auxilidndose de un estereoscopio, las bandejas pueden ser clasificadas como buenas y regulares.

Hay que tener en cuenta que las bandejas que presenten contaminacion deben ser descartadas.

b. Extraccion de la muestra. Se toma al azar una bandeja y se obtiene una muestra de una
pulgada cuadrada, para obtener esta muestra se debe utilizar el cuadro de una pulgada cuadrada con el cual
se marca en los extremos de la bandeja recuadros. Luego con una espatula se extrae un recuadro por cada

extremo (en total cuatro), formando asi una pulgada cuadrada.

c. Dilucion. La muestra obtenida se suspende en un beacker con 200 ml de agua desmineralizada
y se agita en la estufa-agitador por cinco minutos, luego se hacen diluciones de 1/10 hasta que se puedan

contar facilmente.

d. Conteo. Luego de las diluciones se extraen 2 mililitros para la lectura en la cdmara de conteo

para mayor facilidad se debe utilizar un estereoscopio. Usando un objetivo de 4X, contar los nematodos
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bajo los cuadros principales de las esquinas del rayado. Se debe evitar el conteo doble de aquellos

nematodos ubicados en las lineas limite entre los cuadrados.

El total de nematodos contados debera dividirse por dos para obtener el valor promedio por mililitro. El
valor promedio obtenido anteriormente debera corregirse por procedimientos matematicos, dependiendo
del nimero de diluciones hasta llegar a la dilucién original. Esto debera proporcionar la informacién de
nimero de nematodos por pulgada cuadrada, multiplicandolo por el nimero de pulgadas cuadradas que

tiene una bandeja se obtendré el total por bandeja.

Si la camara de conteo de nematodos es de 1 ml de capacidad, entonces se omitira la operacion de dividir

el total de nematodos contados por 2, pues se obtendria directamente el valor promedio por mililitro.

E. Metodologia para el conteo y extraccion de nematodos en

presentacion de esponja.

Después de realizada la obtencién y dosificacion de nematodos en el laboratorio, éstos proceden a
empacarse en bolsas de polipropileno con esponjas de aproximadamente 20 cms x 10 cms, en su interior se
depositan los ml necesarios de concentracion pura de los mismos segun el requerimiento de dosis. Al
momento de realizarse un conteo para verificar la cantidad presente o estimaciones de viabilidad, los

nematodos presentes en la esponja deben extraerse segln la metodologia a continuacion.

1. Materiales:

e Camara de conteo de nematodos.
e Beacker 1000 y 200 ml.

e Pipetasde 1,5y 10 ml.

e  Tubos de Ensayo.

e Guantes de latex.

e  Estereoscopio.

2. Procedimiento

a. Hidratacion de esponja. Se deposita la esponja en el interior del Beacker de 1000 ml
afiadiéndose 500 ml de agua estéril, la esponja de debe de movilizarse en el agua con auxilio de los guantes

de latex para evitar contaminacion. La esponja debe tratar de “enjuagarse” con el agua del Beacker y se
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retira del agua exprimiéndola. Se debe de dejar reposar el agua del Beacker por una lapso de 20 — 30
minutos o bien se visualiza, los nematodos irdn depositandose en el fondo del Beacker; asi mismo se
pueden visualizar las uij’s mientras se asientan. Transcurrido ese tiempo se descarta el agua del Beacker

que esta sobre la concentracion asentada de nematodos cuidadosamente.

b. Extraccion de la muestra. La concentracion obtenida se mide con una pipeta de 10 ml para
conocer la concentracion pura disponible. De esta concentracion se traslada 1 ml a un Beacker con 199 ml

de agua, completando 100 ml de solucidn, la cual se revuelve y se toma 1 ml.

c. Dilucién. El ml extraido del Becker de 100 ml se deposita en un tubo de ensayo con 9 ml de
agua, resultando en 10 ml, se toma 1 ml del tubo de ensayo y se traslada a otro tubo de ensayo con 9 ml de

éste segundo tubo se toma 1 ml de solucion para colocarlo en la cAmara de conteo de nematodos.

d. Conteo. Para contar el ml de la cdmara de conteo de nematodos se utiliza un estereoscopio, en
el objetivo 4X se cuentan los nematodos teniendo precaucion de no realizar un doble conteo por los

nematodos que pueden estar ubicados en las lineas de limite de los cuadros de la cAmara.

El total de nematodos contados debera ser utilizado con calculos matematicos para obtener el total, segin

la formula siguiente:

Formula 16: estimacion total de nematodos contados segln diluciones.

N * dill = dil2 = 200
concentracion total

% Mortalidad =

Fuente: Laboratorio biolégico de produccién de nematodos entomopatégenos, Ingenio Pantaledn S.A.

Donde:

N= nematodos contados en la cdmara.

dill=dilucion 1, es el tubo de ensayo donde se deposita 1 ml de nematodos provenientes de la mezcla de
1 ml de concentracion total de éstos con 200 ml de agua, en 9 ml de agua.

dil2=dilucion 2, es el otro tubo de ensayo donde se deposita 1 ml de la dilucién 1, con 9 ml de agua.

200=son 200 ml de agua colocados en un Beacker donde se coloca 1 ml de la concentracion total.

Concentracion total= es la concentracion total de nematodos medida con la pipeta, siendo los nematodos

presentes en la la esponja, sin agua.
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El total obtenido sera la cantidad de nematodos presentes en un ml de muestra, es decir, la cantidad de
unidades infectivas juveniles por 1 ml de muestra. Cabe mencionar que para dosificar se contabilizan los
nematodos moviles para asegurar la cantidad de uij’s disponibles para parasitar al momento de su

aplicacion.

Si no se dispone de un Beacker de 200 ml puede utilizarse uno de 100 ml teniendo cuidado de

reemplazar el 200 de la formula 16 por 100.

F. Meétodos estadisticos

El experimento se realizd bajo un disefio completamente al azar.

Las lecturas o revisiones pdstumo a la evaluacion se llevaron a cabo cada 24 horas, extrayendo las ninfas
muertas, éstas se colocaron en camaras himedas, las cuales consistieron en cajas Petri de 10 cms de
didmetro; en cuyo interior se deposité un circulo de papel toalla del didmetro de la caja, sobre éste descanso
un porta objetos acompafiado de una bolita de algodén de aproximadamente 1 cm de diametro; humedecida

con 0.5 ml de agua, todo los utensilios fueron previamente autoclavados a 121°C durante 15 minutos.

Las ninfas se examinaron bajo un estereoscopio a las 120 horas 0 5 dias después se haber sido extraidas
de las cajas. Las cajas se revisaron en un periodo de 5 dias consecutivos, periodo en el cual; se pudo
manifestar la mortalidad natural o la virulencia de los nematodos en las ninfas, o bien, que algunas ninfas

no presentasen tal virulencia.

1. Variables a evaluar. Se estimaron los promedios de parasitismo, mortalidad y ninfas no

parasitadas, es decir, aquellas que siguieron vivas e inclusive pudieron pasar a estado adulto. Se estimo el
promedio de ninfas por tratamiento, y se corrigié teniendo en cuenta la mortalidad en el testigo. (Schneider-
Orelli, 1947)

Férmula 12: Mortalidad de Abbott:

individuos vivos — individuos muertos

% Mortalidad = 1 — ( ) x 100

individuos vivos

Fuente: (Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal, 1997)
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Formula 13: Mortalidad corregida en base a la formula de Scheider- Orelli:

. % mt — % mta
% Mortalidad = m x 100
— /0

Fuente: (Schneider- Orelli, 1947)
Donde:

mt= mortalidad en el tratamiento.

mta= mortalidad en testigo absoluto.

Los datos se analizaron segun cada tratamiento, determinando los nematodos con mayor parasitismo a
través de la comparacién entre las medias de cada uno, a su vez, se compararon entre dosis aplicadas en
ninfas del mismo instar; para establecer los nematodos mas eficaces para controlar la chinche salivosa en
un determinado instar; ademas de ello, se analizaron las medias mediante analisis de varianza con valor f de

0.05% de significancia.

2. Disefio completamente al azar, aleatorio simple. Se arreglé el material con igual nimero
de réplicas por tratamiento, tal como describe el protocolo de Hinkelman y Kempthorne (1994), en

consideracion que:

Se tuvieron N=tr. Siendo.
r = repeticiones: 3 repeticiones por tratamiento.
UE = unidades experimentales homogeéneas: las ninfas de un mismo instar, 10 ninfas por cada repeticion.

t = tratamientos: las 3 procedencias de los nematodos.
Formula 14: Modelo Experimental de un Disefio Completamente Aleatorio.
Yt, = p+t, +&,
Fuente: (Galeon hispavista, 2015)

Donde:

Yt,.= Variable respuesta en la r-ésima repeticion del t-ésimo tratamiento

p = Media general
t, = Efecto del tratamiento t, es decir, efecto de los nematodos aplicados a las ninfas.
€ .= Error aleatorio, donde €,.~N (0,0?%), no debe ser mayor de 12 grados de error experimental;

originado por manejo, condiciones, etc.
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Los tratamientos se asignaron al azar a los grupos tales que el i-ésimo tratamiento es aplicado a cada una

de las repeticiones con sus unidades experimentales en el i-ésimo grupo.

Figura 19: modelo de aleatorizacion para el disefio completamente al azar, segiin Hinkelman y Kempthorne (1994).

Tratamientos
N-tr UE homogéneas 1.2.3 t
o l aloatorizacion
02

I T, Ty e Tx

Alaatorizacibn

Fuente: (Virtual Unal, 2000)

a. Aleatorizacion. Se utilizo la opcidn de Ran#, disponible en las calculadoras cientificas en
varias presentaciones. En tal caso se utilizé la calculadora modelo fx-350 MS marca comercial Casio.
Antes de aleatorizar, cada caja fue identificada con un nimero del 1 al 12, la opcién Ran# sirvi6 para

establecer las cajas que conformaron cada tratamiento.

1) Opcidén Ran#. Esta opcion genera nimeros aleatorios entre un valor establecido, para la
correlacion de este método se identificaron todas las repeticiones con un numero del 1 al 12, pues son 3
réplicas/tratamiento, incluyendo al testigo. Para efectuar dicha opcién en la calculadora se establecié el
namero limite, en este caso es 12, consecuentemente se activd la funciéon con Shift + Ran# = la cual
produjo un numero al azar entre 0 y 12. Se seleccionaron los dos primeros digitos enteros, los decimales se
descartaron. A los valores repetidos no se les tomé en cuenta. Segtn el ndmero resultante, asi se tomé la
caja para formar el tratamiento, por ejemplo si se empezd a seleccionar las repeticiones del primer

tratamiento se tomaron los primeros 3 nimeros salientes, y se rotularon segun su tratamiento.

3. Analisis de varianza, ANOVA. Se utilizaron las herramientas estadisticas de Microsoft

Office Excel 2,010; para realizar el ANOVA; con el fin de establecer estadisticamente si existieron

diferencias significativas o no, partiendo de las hipotesis:

Ho- 1y = pp = 3,

es decir, las medias del parasitismo de los nematodos aplicados son iguales.
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Hy = py # pp # 3

es decir, las medias de la efectividad en parasitismo de los de nematodos aplicados no son iguales

Siendo p,, el valor de la media poblacional de la efectividad en parasitismo de los nematodos aplicados.

Los resultados obtenidos se sintetizaron en una tabla o cuadro de resultados.

a. Tabla de anélisis de varianza en sintesis:

Cuadro 5: Tabla de anlisis de varianza generalizada.

Fuente de variacion Suma de cuadrados Grados de libertad Cuadrado medio Valor F

Entre muestras | SCTR c-1 SCTR/(c-1) CMTR/ CME
(tratamiento)

Dentro de muestras | SCE n-c SCE/(n-c)

(error)

Variacion total SCT n-1

Fuente: (Webster, 2000)

4. Pruebas para la diferencia entre pares de medias. El analisis de varianza dice si todas las
medias son iguales. Sin embargo, cuando se rechaza la hipétesis nula, el andlisis de varianza no revela cuél
(es) media(s) es(son) diferentes del resto. Se deben utilizar otras pruebas estadisticas para tomar esta
determinacion. Estas pruebas consisten en una comparacién por pares, de todos los pares de medias
posibles. Si el valor absoluto de la diferencia entre dos medias muestrales cualquiera es mayor que algin
estandar, se observa como una diferencia significativa, y se concluye que las medias poblacionales
respectivas son diferentes. Se puede determinar este estdndar debido a una diversidad de procedimientos

estadisticos inluyendo el método de Tukey y la diferencia minima significativa (DMS). (Webster, 2000)

a. Prueba para disefios balanceados. Ambos métodos mencionados con anterioridad se utilizan
si existe igual nimero de observaciones en cada muestra. Se dice que tales disefios del analisis de varianza
son balanceados. Al ser un disefio que cumple con la estimacion de ser balanceado se hara uso del método

de Tukey.

b. EI método de Tukey. Desarrollado en 1953 por J.W. Tukey, requiere el calculo del criterio
de Tukey, T.
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Formula 15: calculo de Tukey.

CME
T= Qucn—c |~

Fuente: (Webster, 2000)
Donde:

g= distribucion de rangos estudentizada.

¢ = nimero de muestras o tratamientos.

n= numero total de observaciones en todas las muestras combinadas.
n — c= grados de libertad.

o= valor a seleccionado.

El criterio estandar de Tukey resultante se ha de comparar entonces con la diferencia absoluta entre cada
par de medias muestrales. Si cualquier par de medias muestrales tiene una diferencia absoluta mayor que el

valor T, se podra concluir que tales medias poblacionales respectivas no son iguales.



VI. RESULTADOS

A. Material biologico

1. Nematodos entomopatdgenos procedentes de Cuba y Holanda. El ingenio azucarero
Pantaleon S.A. Proporciond la especie de nematodo Heterorhabditis bacteriophora con procedencia de
Cuba y Holanda en presentaciones de 60, 000, 000 uij de concentracién pura en esponja, siendo una
esponja/ cada procedencia de nematodo a 3 dias después de colectarse de la multiplicacion previa realizada
en larvas de Galleria mellonella en dieta artificial. Para su extraccion se colocaron las esponjas en 600 ml

de agua estéril para que las uij’s pudieran salir de estas y asi poder utilizarlas.

Figura 20: Nematodos brindados por Pantaleén S.A. Presentacién de esponja

Fuente: Autor.

Figura 21: Esponjas en hidratacion para extraccion de las uij’s.
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2. Nematodo entomopatégeno procedente de CENGICANA. CENGICARNA dispuso para

la investigacion la especie de nematodo Diplogasteritus sp. En presentacion de una bandeja plastica; en la
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Fuente: Autor.

cual se multiplicé previamente el nematodo por medio de alimento balanceado para caninos, siendo (til
para su extraccion la ejecucion de la metodologia para conteo de nematodos, segiin CENGICANA, 2015.
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Figura 22: Nematodos provenientes de CENGICANA, dispuestos en alimento balanceado para canes.

Fuente: Autor.

3. Cercopidos de la cafia de azUcar. De los cafiaverales colindantes al casco central del ingenio
azucarero Pantaledn S.A. Fueron tomadas ninfas de la chinche salivosa de la especie Aeneolamia postica
por personal de muestreos de plagas en campo; las ninfas fueron depositadas en recipientes plasticos en
cuyo interior previamente se deposit6 pasto del género Rottboellia sp. Las ninfas se extrajeron con su saliva
y se protegieron los recipientes de la luz directa del sol para evitar que éstas se expusieran y murieran por

deshidratacion, obtenidas las ninfas se trasladaron inmediatamente al area de experimentacion.

Figura 23: vista en campo de las ninfas de A. postica.

Fuente: Autor.

4. Hospedero de la chinche salivosa de la cafia de aztcar A. postica. Una semana previa
a la evaluacion se dispusieron a germinar semillas de sorgo sobre algodon en fondos de cajas Petri de
vidrio, con fines de obtener alimento para las ninfas por disposicidn radicular. Las semillas germinadas y
adaptadas a su medio se revisaron para verificar la disposicion de humedad para las plantulas. Listos los
hospederos se procedié a clasificar las ninfas por instar segln los tratamientos y se dejé un lapso de 4 horas

para que éstas pudiesen formar su saliva segln las caracteristicas como insecto.
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Figura 24: Germinacién de semillas de sorgo en cajas Petri. (A) a 96 horas, (B) a las 72 horas.

Fuente: Autor

B.  Prueba por patogenicidad de los nematodos entomopatdgenos a ninfas

I1'y Il instar de A. postica bajo condiciones de laboratorio.

1. Preparacion del indculo. Obtenidos los nematodos en concentracion pura se procedié a

realizar su conteo segun la metodologia descrita por CENGICANA 2,015.

Cuadro 6: Concentracion obtenida del conteo de control de calidad de los nematodos.

ml de nematodos requeridos para
. ] Concentracion de preparar 500 ml de solucion
Especie del Procedencia del . .
nematodos/ ml del conteo equivalentes a dosis de
nematodo nematodo
en cdmara 30, 000, 000 60, 000, 000
uij uij
Heterorhabditis
) Cuba 244,000 uij 0.61 0.31
bacteriophora
Heterorhabditis B
. Holanda 448,000 uij 0.33 0.17
bacteriophora
Diplogasteritus sp. | CENGICANA 416,000 uij 0.36 0.18

Fuente: Autor.

a. Medicién de la viabilidad. Para la realizacion de las dosis requeridas se hizo control de
calidad de viabilidad en los nematodos; el cual consistié en contabilizar los nematodos muertos, que se
presentan totalmente rectos; sin movilidad alguna a comparacion de los vivos, contabilizando también los

nematodos en total de la muestra. El conteo se hizo en la cdmara de nematodos.
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Cuadro 7: Viabilidad obtenida de los nematodos para dosificacion.

Especie del nematodo Procedencia del nematodo % Viabilidad
Heterorhabditis bacteriophora Cuba 52.586
Heterorhabditis bacteriophora Holanda 95.412

Diplogasteritus sp. CENGICANA 92.561

Fuente: Autor

2. Sintomatologias. Las ninfas aplicadas desarrollaron sintomas diversos clasificados en 3
categorias: parasitadas por nematodos, mortalidad sin influencia de nematodos y sobrevivencia ante el

parasitismo.

a. Parasitadas por nematodos. Las ninfas parasitadas por nematodos se tornan anaranjadas o
rojizas, en el caso de ser ataque de Heterorhabditis bacteriophora, su cuerpo se torna flacido y se rodea de
liquido desapareciendo la saliva protectora. En algunos casos las ninfas intentan pasar a la fase adulta,
resultando en una ninfa deforme que al examinar por el estereoscopio pueden visualizarse uij’s en su

interior. (Universidad Nacional de Colombia, 2011)

Figura 25: Sintomatologia del ataque de nematodos en ninfas de Chinche Salivosa. A. Flacidez. B y C. Malformacion

en la metamorfosis a adulto. D. Cambio de coloracién causado por nematodos Heterorhabditidos.

Fuente: (Universidad Nacional de Colombia, 2011)

b. Mortalidad sin influencia de nematodos. El deceso de las ninfas ocurre sin haber sido
causado por el ataque de nematodos, la saliva que rodea a las ninfas se seca y su cuerpo se vuelve rigido. Al

examinarse en el estereoscopio no hay presencia de uij’s.



47

Figura 26: Mortalidad de la ninfa sin influencia de ataque por nematodos.

Fuente: Autor

c. Sobrevivencia ante el parasitismo. Las ninfas pueden llegar a no verse afectadas por los
nematodos, continuando con su ciclo de vida pasando al siguiente instar, las ninfas de instar Il pasan al Il
hasta llegar a adultas. Estando en ninfa la saliva no desaparece y al paso de unos dias éstas salen de la
misma a través de un orificio ya desarrolladas completamente en adultas. Los adultos mueren en un lapso
de 1 a 3 dias. (Universidad Nacional de Colombia, 2011)

3. Resultados de la evaluacion. Los rendimientos de eficiencia de parasitismo, estimaciones de
mortalidad y no parasitismo o sobrevivencia hacia estado adulto del insecto, ante el ataque de nematodos

se presentan en el cuadro siguiente (ver Cuadro 8):



Cuadro 8: Resultados de la prueba de patogenicidad de los nematodos en ninfas Il y 111 de Chinche salivosa

Tipo de nematodo Conc_entra(_:ic')n_ uij (L_Jnidad Instar (_je A #_ % % % Morta_ndad %_I\_Io
infectiva juvenil) postica tratamiento | Parasitismo | Mortandad corregida parasitismo

H. bacteriophora (Cuba) 30.000.000 I 1 6,67 3,33 0,00 90,00

H. bacteriophora (Holanda) 30.000.000 I 2 36,67 13,33 10,34 50,00

Diplogasteritus sp. CENGICANA 30.000.000 I 3 40,00 10,00 6,90 50,00

H. bacteriophora (Cuba) 30.000.000 Il 4 6,67 10,00 6,90 83,33

H. bacteriophora (Holanda) 30.000.000 Il 5 33,33 10,00 6,90 56,67

Diplogasteritus sp. CENGICANA 30.000.000 Il 6 43,33 10,00 6,90 46,67

H. bacteriophora (Cuba) 60.000.000 I 7 20,00 13,33 10,34 66,67

H. bacteriophora (Holanda) 60.000.000 I 8 73,33 16,67 13,79 10,00

Diplogasteritus sp. CENGICANA 60.000.000 I 9 86,67 6,67 3,45 6,67

H. bacteriophora (Cuba) 60.000.000 Il 10 10,00 16,67 13,79 73,33

H. bacteriophora (Holanda) 60.000.000 Il 11 80,00 6,67 3,45 13,33

Diplogasteritus sp. CENGICANA 60.000.000 Il 12 83,33 10,00 6,90 6,67

8y




Continuacién Cuadro 8.

Tipo de nematodo Concentracion uij (Unidad | Instar de A. # % % 9% Mortandad % No
P infectiva juvenil) postica tratamiento | Parasitismo | Mortandad corregida parasitismo

Testigo absoluto Agua estéril I 13 0,00 3,33 - 96,67

Testigo absoluto Agua estéril 1l 14 0,00 3,33 - 96,67

Fuente: Autor

5174
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4. Rendimientos de eficacia de los nematodos evaluados. Se estimaron los rendimientos

de los nematodos aplicados segun la mortalidad causada por los mismos; considerando ademas la

mortalidad posible en las ninfas y su sobrevivencia ante el ataque de los nematodos.

Figura 27: Efectividad porcentual de parasitismo de los factores A 'y B sobre el factor C de la investigacion.

Porcentaje de Parasitismo de nematodos sobre A. postica en ninfa Il

100,00 - 86,67
80,00 - 73,33
60,00 -
S
40,00 -
= Désis mill uij 30/ha
20,00 - = Dosis mill uij 60/ha
0,00 -
H. bacteriophora (Cuba) H. bacteriophora Diplogasteritus sp.
(Holanda) CENGICANA

Parasitoides

Fuente: Autor

H. bacteriophora procedente de Cuba obtuvo bajos rendimientos en parasitismo ante ninfas de estadio Il
de chinche salivosa, a pesar de ser aplicado en dos dosis distintas; ante esto la misma especie pero de
diferente procedencia, siendo H. bacteriophora de Holanda més del doble de eficaz para controlar al mismo
estado ninfal; presentando mayor mortalidad en dosis de 60 millones de uij/ha. No obstante,
Diplogasteritus sp. De CENGICANA queda en el rango mas alto de control en ambas dosis evaluadas,

sobrepasando en 3% para el caso de 30 mill uij/ha y 13% en 60 mill uij/ha a los nematodos de Holanda.

Figura 28: Mortalidad de las ninfas instar 11 de A. postica en la evaluacion de 30 mill uij/ha.

Porcentaje de mortalidad natural de A. postica en ninfa Il

15,00 - 13,33
10,00 -
O\o = Dosis mill uij 30/ha Mortalidad
5,00 - 3,33
= Dosis mill uij 30/ha Mortalidad
. 0,00 corregida
0,00 . .
H. bacteriophora H. bacteriophora Diplogasteritus Testigo
(Cuba) (Holanda)  sp. CENGICANA

Parasitoides

Fuente: Autor
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Durante la evaluacion se presenté mortalidad en los tratamientos; siendo crucial estimar la mortalidad del
testigo como factor influyente también en la eficacia de los nematodos, considerandose como mortalidad
corregida en los tratamientos; puesto que ésta mortalidad hace constatar el deceso de los insectos por
naturaleza. Se present6 la mayor mortalidad de ninfas con un 13.33% a razon del testigo fue
cientificamente de 10.34% para los nematodos de Holanda; mientras que en los nematodos de
CENGICANA fue de 6.90%

Figura 29: Mortalidad de las ninfas instar 1l de A. postica en la evaluacién de 60 mill uij/ha.

Porcentaje de mortalidad natural de A. postica en ninfa Il

20,00 -
16,67
15,00
g 10100 m Doésis mill uij 60/ha mortalidad
5,00 3,33
0 [ gjéris Enzl uij 60/ha mortalidad
0,00 : ] e
H. bacteriophora H. bacteriophora Diplogasteritus sp. Testigo

(Cuba) (Holanda) CENGICANA
Parasitoides

Fuente: Autor.

En las dosis méas fuerte de nematodos evaluada, la mayor presencia en mortandad la presentaron las
ninfas de los nematodos holandeses, con el 13.79% relativo al 10.34% de deceso en las ninfas tratadas con
nematodos de Cuba. La mortalidad mas baja fue de 3.45% con las ninfas aplicadas con nematodos de
CENGICANA, tales valores fueron analizados considerando la mortalidad del testigo, en pauta clave de

estimacion en la mortalidad real.
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Figura 30: Sobrevivencia porcentual de A. postica en ninfa Il a las dosis evaluadas.

Porcentaje de sobrevivencia hacia estado adulto de A. postica en ninfa 11
100,00 1 90,00 9,67

80,00

60,00

%

40,00

= Désis mill uij 30/ha

m Désis mill uij 60/ha

20,00

0,00 . .

H. bacteriophora H. bacteriophora  Diplogasteritus Testigo
(Cuba) (Holanda)  sp. CENGICANA

Parasitoides

Fuente: Autor.

Considerando que, los nematodos de Cuba fueron los que menor eficacia de ataque tuvieron en ambas
dosis evaluadas con rendimientos de 6.67% y 20% para las dosis de 30 y 60 mill uij/ha; éstos dieron pauta a
que mayor cantidad de ninfas sobrevivieran y continuaran su ciclo de vida, con méas del 65% de insectos
vivos en ambas dosis; para el caso de los nematodos de CENGICANA y los de Holanda, siendo de especies
distintas; ambos fueron altamente efectivos en las dosis de 60 mill uij/ha en control, dejando solamente
para el caso de los nematodos de Holanda, el 10.00% y para Diplogasteritus sp. El 6.67% de ninfas vivas.
En las dosis de 30 mill uij/ha en ambos casos se dieron sobrevivencias del 50% mostrando menor eficiencia

de control.

Figura 31: Efectividad porcentual de parasitismo de los factores A 'y B sobre el factor D de la investigacion.

Porcentaje de Parasitismo de nematodos sobre A. postica en ninfa I11
100,00 -

80,00 83,33
80,00
60,00
N

40’00 = Dasis mill uij 30/ha
20]00 m Désis mill uij 60/ha

0,00

H. bacteriophora (Cuba) H. bacteriophora Diplogasteritus sp.
(Holanda) CENGICANA

Parasitoides

Fuente: Autor.
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Los nematodos con mayor eficiencia de control en ninfas de estadio 111 fueron los de CENGICARNA con
83.33% y Holanda con 80.00%; ambos casos en dosis de 60 mill uij/ha el menor control se dio para la
misma dosis de parte de los nematodos de Cuba con 10.00%. Mientras que en las dosis de 30 mill uij/ha el
control mas alto fue de los nematodos CENGICANA con 43.33% continuos a los nematodos de Holanda

con 10% de diferencial.

Figura 32: Mortalidad de las ninfas instar 111 de A. postica en la evaluacion de 30 mill uij/ha.

Porcentaje de mortalidad natural de A. postica en ninfa Il

15,00 -
10,00 10,00
10,00 -
m Désis mill uij 30/ha Mortalidad
S
5,00 - 3,33
= Do6sis mill uij 30/ha Mortalidad
corregida
K
0,00 - . .
H. bacteriophora H. bacteriophora Diplogasteritus sp. Testigo

(Cuba) (Holanda) CENGICANA
Parasitoides

Fuente: Autor.

En las dosis de 30 mill uij/ha se presenté mortalidad en las ninfas del 6.90% con los tres parasitoides

tomando en cuenta la mortalidad en el testigo.

Figura 33: Mortalidad de las ninfas instar 111 de A. postica en la evaluacion de 60 mill uij/ha.

Porcentaje de mortalidad natural de A. postica en ninfa Ill

20,00 -
15,00
Q\O 10,00 = Désis mill uij 60/ha
mortalidad
5,00 3,33
- 0 " ot i
0,00 : .
H. bacteriophora H. bacteriophora Diplogasteritus sp. Testigo

(Cuba) (Holanda) CENGICANA
Parasitoides

Fuente: Autor.
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La mayor mortalidad presentada fue de 13.79% de las ninfas tratadas con nematodos holandeses, esta
mortalidad fue seguida por el 10.34% de las ninfas aplicadas con nematodos cubanos; del lado de las ninfas
expuestas a nematodos de CENGICANA fue de 3.45%. La mortalidad estimada fue de causa indistinta a la

aplicacion de los parasitoides.

Figura 34: Sobrevivencia porcentual de A. postica en ninfa Il a las dosis evaluadas.

Porcentaje de sobrevivencia hacia estado adulto de A. postica en ninfa 11l

100,00 ~ 96,67

80,00

60,00

%

40,00

= Dosis mill uij 30/ha

m Désis mill uij 60/ha

20,00

0,00 . .

H. bacteriophora H. bacteriophora Diplogasteritus sp. Testigo
(Cuba) (Holanda) CENGICANA

Parasitoides

Fuente: Autor.

Los niveles de sobrevivencia de parte de las ninfas Il se presentaron altos de parte de los nematodos
cubanos, permitiendo el 83.33% y 73.33% de continuacion de las ninfas hacia su siguiente fase de ciclo de
vida en ambas dosis; situacion contraria para los nematodos holandeses y de CENGICANA, puesto que en
los primeros en dosis de 60 mill uij/ha sobrevivieron el 13.33% y en los segundos el 6.67%, una cantidad
mayor sobrevivio en las dosis de 30 mill uij/ha pero no méas grande que en los nematodos de Cuba, para los
nematodos de Holanda fue de 56.65% y en los diplogasteritidos fue de 46.64%.

C. Métodos estadisticos

1. Andlisis de varianza ANOVA. Se analizaron los factores A, B en el factor C asi como en D,
a través de las medias de efectividad de control de las ninfas segln los parasitoides. Los resultados se
resumen en cuadros de andlisis de varianza; los céalculos se hicieron en hojas de calculo de Microsoft Excel
2,010.



Cuadro 9: Anélisis de Varianza de la evaluacion

Resumen de analisis de varianza de los factores A, B y C

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

Tratamiento 1 3 20 6,667 33,333

Tratamiento 2 3 110 36,667 33,333

Tratamiento 3 3 120 40 100

Tratamiento 4 3 20 6,667 33,333

Tratamiento 5 3 100 33,333 33,333

Tratamiento 6 3 130 43,333 33,333

Tratamiento 7 3 60 20 0

Tratamiento 8 3 220 73,333 33,333

Tratamiento 9 3 260 86,667 33,333

Tratamiento 10 3 30 10 0

Tratamiento 11 3 240 80 0

Tratamiento 12 3 250 83,333 33,333

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones | Suma de cuadrados | Grados de libertad | Promedio de los cuadrados F Probabilidad | Valor critico para F
Entre grupos 30666,667 11 2787,87879|91,2396694 | 8,1534E-17 2,21630865
Dentro de los grupos 733,333 24 30,5555556
Total 31400 35

Fuente: autor

El valor F obtenido al efectuar el andlisis de varianza fue de 91,23 siendo mayor, ante el valor critico correspondiente de F de 2,216, por lo tanto;
estadisticamente se rechaza la hipotesis nula, entonces, las medias de efectividad de parasitismo de los nematodos evaluados en chinche salivosa son

diferentes.

qS



56

2. Prueba de pares de medias. EI ANOVA realizado estimé que, estadisticamente las hipGtesis

nulas se rechazaban pero no determiné la efectividad de parasitismo de nematodos aplicados que mas
control obtuvo sobre las ninfas de chinche salivosa; por tal razén, las medias fueron analizadas mediante la

prueba de pares de medias.

Cuadro 10: Prueba de pares de medias de las dosis de 30 mill uij’s aplicadas en ninfa Il de chinche salivosa.

Promedio general 43,33
SCT 31400,00
SCTR 30666,67
SCE 733,33
CMTR 2787,88
CME 30,56
Razo6n F 91,24
Alfa 5%
Grados libertad SCE 24,00
Grados libertad SCTR 11,00
Valor critico de F 2,22

Prueba de pares de medias

Valor critico para Alfa 5,1
Razon T 16,28
Tratamientos Valor absoluto Resultante en comparacion con Razén T

T1-T2 30,0 mayor

T1-T3 33,3 mayor

T1-T4 0,0 menor

T1-T5 26,7 mayor

T1-T6 36,7 mayor

T1-T7 13,3 menor

T1-T8 66,7 mayor

T1-T9 80,0 mayor

T1-T10 3,3 menor

T1-T11 73,3 mayor

T1-T12 76,7 mayor

T2-T3 3,3 menor

T2-T4 30,0 mayor

T2-T5 3,3 menor

T2-T6 6,7 menor

T2-T7 16,7 mayor

T2-T8 36,7 mayor

T2-T9 50,0 mayor

T2-T10 26,7 mayor

T2-T1l 43,3 mayor

T2-T12 46,7 mayor




Continuacién Cuadro 10.

Tratamientos Valor absoluto Resultante en comparacion con Razon T
T3-T4 33,3 mayor
T3-T5 6,7 menor
T3-T6 3,3 menor
T3-T7 20,0 mayor
T3-T8 33,3 mayor
T3-T9 46,7 mayor
T3-T10 30,0 mayor
T3-T11 40,0 mayor
T3-T12 43,3 mayor
T4-T5 26,7 mayor
T4-T6 36,7 mayor
T4-T7 13,3 menor
T4-T8 66,7 mayor
T4-T9 80,0 mayor
T4-T10 3,3 menor
T4-T11 73,3 mayor
T4-T12 76,7 mayor
T5-T6 10,0 menor
T5-T7 13,3 menor
T5-T8 40,0 mayor
T5-T9 53,3 mayor
T5-T10 23,3 mayor
T5-T11 46,7 mayor
T5-T12 50,0 mayor
T6-T7 23,3 mayor
T6-T8 30,0 mayor
T6-T9 43,3 mayor
T6-T10 33,3 mayor
T6-T11 36,7 mayor
T6-T12 40,0 mayor
T7-T8 53,3 mayor
T7-T9 66,7 mayor
T7-T10 10,0 menor
T7-T11 60,0 mayor
T7-T12 63,3 mayor
T8-T9 13,3 menor
T8 -T10 63,3 mayor
T8-T11 6,7 menor
T8-T12 10,0 menor
T9-T10 76,7 mayor
T9-T11 6,7 menor
T9-T12 3,3 menor

T10-T11 70,0 mayor
T10-T12 73,3 mayor
T11-T12 50,0 mayor

Fuente: autor.
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Mediante el analisis de pares de medias, estadisticamente, se tiene el 95% de seguridad que solamente
hay ciertos tratamientos que tienen igual nivel promedio de efectividad de parasitismo, pues los puntos que

resultaron menores en su valor ante la Razon T son correspondientes a los nematodos:

. Heterorhabditis bacteriophora de Cuba, estos nematodos obtuvieron los niveles mas bajos de

eficacia para controlar ninfas de Chinche salivosa en instar 11y I11, desde 6.6% hasta 20%.

. Heterorhabditis bacteriophora de Holanda presentd niveles de efectividad cercanos a los
obtenidos con Diplogasteritus sp. De CENGICANA, estos nematodos controlaron niveles de las
poblaciones de ninfa de Chinche salivosa en ninfa Il y 11l de 33.33% al 80%, los de CENGICANA
controlaron de 40% hasta 86.6%. En ambos casos, los niveles de porcentaje bajo corresponden a las

aplicaciones de 30 mill uij s/ha; el control alto de poblacion fue con dosis de 60 mill uij s/ha.

Estadisticamente, al aplicar 30 mill uij’s/ha de Diplogasteritus sp. De CENGICANA para controlar tanto
a la ninfa Il como 11l de Chinche Salivosa resulta en niveles de control de parasitismo iguales, no existe
diferencia significativa entre su rendimiento. EI mismo panorama, estadisticamente, resulta si se utiliza

Heterorhabditis bacteriophora de Holanda en 30 mill uij’s/ha en ninfas Il o Il de la Chinche.



VII. ANALISIS DE RESULTADOS

A. Material biologico

1. Nematodos entomopatdgenos. Los nematodos poseen un movimiento propio conocido como
nictacion, que consiste en la prolongacion posterior del cuerpo, en forma ondulatoria, quedando totalmente
parado en su parte posterior, hasta el momento en el cual se prepara para el salto hacia el hospedante
(Ishibashi y Condo, 1990). Tal movimiento fue clave para la identificaciéon de movilidad de los nematodos
evaluados; ya que de esta forma se identificaron los nematodos activos en el momento de estimar su
viabilidad para la aplicacién de las dosis en uij’s disponibles para poder analizar la eficacia de ataque de

éstos ante los cercopidos de chinche salivosa.

2. Prueba por patogenicidad de los nematodos entomopatdgenos a ninfas Il y Il

instar de A. postica bajo condiciones de laboratorio. Se han realizado investigaciones sobre
nematodos en plagas de la raiz, como indica (Centro de Investigacion de la Cafia de Azicar CENGICANA,
area de Entomologia, 2004), en el cual evalu6 distintas concentraciones para determinar el 50% de
mortalidad en individuos, los objetos de investigacion fueron: gallina ciega, gusano alambre y chinche
hedionda; con rendimientos de 15.30 veces mas patogénicos los Heterorhabditidos ante los
Diplogasteritidos con 9 dias de después de la inoculacion, en el caso de las ninfas de chinche hedionda se
obtuvo que el nematodo Heterorhabdits sp. Fue 8.25 veces mas patogénico que Diplogasteritus sp.
Durante la evaluacion efectuada con tres procedencias de nematodos con chinche salivosa en ninfa se
obtuvieron resultados del 6% de patogenicidad mayor de parte de Diplogasteritus sp. Ante Heterorhabditis

bacteriophora procedente de Holanda.

a. Consideraciones para inoculacion de nematodos. Los factores ambientales determinantes
para la sobrevivencia en campo se relacionan con la temperatura, la desecacion y la humedad.
Independiente al aislamiento del nematodo, la concentracion, la exposicién a uno o varios hospederos y las
condiciones Optimas, solamente entre un 30 a 40 por ciento de los nematodos infectan al hospedero. Con
base en los estudios de Bedding, (1983) se ha comprobado que los nematodos no pueden excavar ni nadar.
Ellos se mueven a través de la tension superficial que se produce en la pelicula himeda alrededor de las
particulas del suelo. En condiciones controladas, es adverso pues se pueden manejar rangos de temperatura
y humedad, se controla el hospedero vegetal para los nematodos mas no se modifica al huésped pues sobre
éste se analiza si el nematodo ha sido capaz de actuar; en ambientes manejables se descantan variaciones de
campo pues el ambiente puede regularse y disponerse segin parametros elegibles por el evaluador para

poder analizar sin fluctuaciones dificiles de descartar por su influencia.
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3. Sintomatologias

a. Parasitismo por nematodos. Contextualmente, los hospederos afectados por nematodos
entomopatdgenos fallecen por Septicemia, (Centro de Investigacion de la Cafia de Azicar CENGICANA,
area de Entomologia, 2004). Debido a que a través de la hemolecele se trasladan las bacterias mutualistas
de los nematodos provocando infecciones en los huéspedes, al liberar la bacteria se crea un ambiente
adecuado para su desarrollo produciendo antibiéticos, que suprimen la competicion de organismos
secundarios, desdoblando los tejidos en nutrimentos utilizables; en las ninfas de la chinche salivosa se ha
presentado como: flacidez, cambio de color, como en el caso de los Heterorhabditidos que fue tono rojizo,

tales sintomas fueron notorios con a més de 5 dias después de la inoculacidn.

4. Rendimientos de la evaluacion. Bioensayos realizados en diferentes insectos para el
programa de manejo integrado de plagas de CENGICANA, CANAMIP, en el area de Entomologia,
empleando una serie logaritmica de nueve concentraciones méas un testigo con agua destilada con rangos de
concentraciones de 20 hasta 6,000 nematodos por ml, hubieron concentraciones letales que provocaron el
50% en las ninfas de chinche hedionda el nematodo Heterorhabdits sp. Fue 8.25 veces mas patogénico que
Diplogasteritus sp. Sin embargo, en tal evaluacién no se aplicaron nematodos en ninfas de Chinche

salivosa.

De las tres procedencias de nematodos evaluadas, los nematodos de mayor efectividad en las ninfas de
instar 11y 111 fueron los brindados por CENGICANA, Diplogasteritus sp. Con rendimientos diferenciales
del 6% ante Heterorhabditis bacteriophora de Holanda y 52% para los nematodos de Cuba; siendo el doble
de eficaz ante este Gltimo, con distincién ademas que los diplogasteritidos necesitan para poder infectar,
que un individuo de cada género ingrese al mismo hospedero, mientras que los heterorhabditidos no, pues

son hermafroditas.

La mortalidad presentada durante la evaluacion se estimé con dos diferencias: mortalidad resultante de la
evaluacién y mortalidad corregida, pues al ser un organismo vivo, existe la posibilidad de mortandad por
factores distintos de la evaluacién, siendo condiciones totalmente naturales, sin la oportunidad de
controlarlas pues es un organismo que se desarrolla en campo abierto. La mortalidad corregida se estimé
debido a que al presentarse mortalidad en el testigo no puede considerarse del todo la mortalidad en las
ninfas aplicadas con nematodos pues hubo presencia de ésta en las ninfas que no se expusieron a éstos;
siendo necesaria la estimacion real de la mortalidad tomando en cuenta lo sucedido con el testigo y asi

determinar la mortalidad precisa ante un ataque de nematodos con variables involucradas.
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5. Métodos estadisticos. Los niveles de eficiencia de parasitismo de los nematodos utilizados se
presentaron diversos debido a las concentraciones pues si hubo, estadisticamente diferencia significativa
entre las medias de eficiencia de ataque de los nematodos, no sélo a simple analisis grafico, con analisis de
varianza; en base a los rendimientos de control si es posible que ante una misma concentracion de uij’s,
incluso de la misma especie pero de diferente procedencia, como en el caso de los nematodos de Cuba y
Holanda, el rendimiento de mortalidad en hospederos por septicemia sea distinto, variando en niveles
alrededores del 45%.

Al analizar entre las dos concentraciones de uij’s de una misma especie también hay oscilaciones, al ser
cantidades cambiantes entre si la concentracién mayor, 60 mill uij’s/ ha fue mas eficaz ante la dosis de 30
mill uij’s/ ha en el caso de los heterorhabditidos de Cuba, en ninfa Il fue 13.33% superior, de Holanda el
36.67% y CENGICANA el 46.67%.

En el caso de los rendimientos en ninfa Il la dosis méas eficaz también fue de 60 mill uij’s/ ha
encabezado por el nematodo diplogasteritido con 83.33%, aunque, entre sus dosis aplicadas su diferencia
fue de 40.00%; 6.67% distinto a la diferencia entre dosis de parte de los heterorhabditidos de Holanda pues
entre concentraciones su diferencia fue de 46.67% sobrepasando la dosis mas alta en control. Para los
nematodos de Cuba el valor diferencial fue de 3.33% mas no asi, es estimado como nematodo de alto
control para las ninfas pues en conjunto el 78.33% de los cercdpidos pudo continuar su ciclo hasta fase

adulta.

Segun los resultados obtenidos, para el caso de los nematodos holandeses; se necesitaria mayor cantidad
de uij’s para tener similitud en rendimientos de control ante los nematodos de CENGICANA, si se
pretendiese que los nematodos de Cuba fuesen el método de control, seria necesario una cantidad
demasiado alta de nematodos para incluso lograr el 50% de control, aunque en control bioldgico los niveles
de control se busca que se den en condiciones naturales que persistan a través del tiempo empezando por
valores bajos, el tiempo para que esto ocurriese seria muy prolongado, ante los diplogasteritidos que son
mejores controladores y siempre en sus condiciones como organismo dejando que su bacteria actGe por si

misma sin manipulacién humana directa.

Los estimados obtenidos mediante el ANOVA, indicaron que la hipétesis nula fuese rechazada, en
ninguno de los casos evaluados las medias de la eficacia de parasitismo de nematodos fueron iguales,
estadisticamente; siendo necesario el analisis de pares de medias para determinar el tratamiento mas
efectivo. En tal caso, el analisis efectuado resulto en que las medias obtenidas de la eficiencia de control de
nematodos de Cuba tanto para ninfa Il, I11, en dosis de 30 y 60 mill uij’s fueron demasiado distantes a las
obtenidas por los nematodos de Holanda y CENGICANA en tales casos; considerando entonces, la

hipotesis alternativa.
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Para la condicién de aplicacion de 30 mill uij’s]/ha, estadisticamente, no existe diferencia entre la
eficacia resultante de los nematodos de Holanda ante los de CENGICANA, cualquiera de éstos pueden

aplicarse, aunque, en tal dosis los niveles de control son bajos siendo de 36.6% y 40%.

En dosis de 60 mill uij’s de nematodos/ha para controlar ninfas de estadio Il, se pueden aplicar tanto los
nematodos H. bacteriophora de Holanda como Diplogasteritus sp. De CENGICANA; ambos obtuvieron
rendimientos de 73.3% y 86.7%, niveles de aceptacion para su aplicacion con fines de control de la plaga.
Estadisticamente, en esta condicion, las 3 procedencias de nematodos resultaron diferentes en sus medias
respectivas, entonces al analizar los valores obtenidos se descantan a los nematodos de Cuba pues su
rendimiento fue de 20%.

Como método de control para ninfa Il de chinche salivosa, al aplicar 30 mill uijs/ha; estadisticamente la
diferencia entre los nematodos procedentes de Holanda ante los de CENGICANA es indiferente, no existe
diferencia entre sus medias de rendimiento de parasitismo, los resultados fueron 33.3% y 43.3%; aun asi,
comparados con los H. bacteriophora de Cuba si, los niveles de rendimiento son diferencialmente drasticos

pues éstos solamente controlaron 6.67%.

Controlar ninfas de estadio Il con dosis de 60 mill uij’s/ ha estadisticamente, no debe de efectuarse con
H. bacteriophora de Cuba, pues al integrar manejos para tal plaga al aplicar ese nematodo los controles
segun la evaluacion podrian ser de 10%; un nivel demasiado bajo, existiendo diferencia entre la eficacia de
éste y los nematodos H. bacteriophora de Holanda y Diplogasteritus sp. De CENGICANA; los
rendimientos de éstos fueron de 80% y 83.3%, que en analisis, no exista diferencia entre si se aplica el

holandés o el procedente de CENGICANA, ambos controlan alto porcentaje de la plaga.



VIIl. CONCLUSIONES

1. Los nematodos de mejor alternativa de control para chinche salivosa sea en estadio de ninfa Il o
111, analizados segun los rendimientos generales, son los nematodos diplogasteritidos con niveles superiores
al 80% de eficacia ante los nematodos heterorhabditidos de Cuba y Holanda, siendo estos Gltimos la
segunda alternativa de control con resultados oscilantes al 75% de deceso para las ninfas en dosis de 60
mill uij’s/ ha.

2. Estadisticamente existe diferencia significativa entre los rendimientos de control de ninfas de
chinche salivosa en la especie Aeneolamia postica ante una misma dosis, en 30 mill uij’s/ha pero con
porcentajes mucho menores ante una dosis de 60 mill uij’s/ha, al existir mayor cantidad de individuos/ ml
viables para invadir a las ninfas se da un aumento en control, evitando que éstas continden con su ciclo de
vida para pasar a estado adulto, inhibiendo la aparicién de huevos que provocarian la continuidad de la
especie; sin embargo siempre se debe de analizar la densidad poblacional del enemigo natural adecuada

para controlar la el organismo plaga de manera eficiente.

3. Mediante analisis estadisticos, se pueden aplicar tanto Heterorhabditis bacteriophora de Holanda
como Diplogasteritus sp. De CENGICANA para controlar ninfas de estadio 11 y 111 en dosis de 60 mill
uij’s/ha, las medias de sus rendimientos de control no difieren drasticamente, segun el analisis de pares de
medias; asi que ambos son una opcidén eficaz para controlar la plaga, pues los procedentes de Holanda
controlan en ninfa 11 el 73.3%, ninfa 111 80% y en el caso de los procedentes de CENGICANA en ninfa 11
86.7% y en ninfa I11 83.3%.

4. EIl control temprano de la chinche salivosa (inmaduros) permite manejar la posibilidad de la
continuidad de la especie, pues al terminar el invierno las hembras depositan huevos diapausicos, que
sobreviviran las condiciones drasticas de la época de verano para eclosionar en inicios de invierno,
entonces, mientras mas temprano se inicia el control, menor cantidad de descendencia resulta, inclusive en

huevos diapausicos.

5. Los nematodos llevan en su interior bacterias que interactdan con estos de manera mutualista,
haciendo que ambos especimenes sobrevivan, uno depende del otro, los nematodos ingresan a un
hospedero y liberan las bacterias que contienen en su interior, al paso de las horas se presenta en el huésped
septicemia, falleciendo con una poblacién de nematodos en su interior listos para abandonar ese huésped e

infestar mas.
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6. Existen nematodos hermafroditas, que en ventaja, no necesitan del género contrario para procrear,
ellos mismos generan su descendencia, fascinantemente evolutivos, aunque hay otros nematodos que si
necesitan, para matar a su hospedero que por lo menos uno de cada género ingrese al mismo huésped,

sobreviva y copule con su contrario para asi infectar a su hospedero.

7. El andlisis de pares de medias efectuado, fue una herramienta Gtil para determinar el mejor
nematodo para control de ninfas de chinche salivosa, determinando que, estadisticamente se pueden aplicar
los nematodos Heterorhabditis bacteriophora de Holanda y Diplogasteritus sp. De CENGICANA ya
que, no existen diferencias significativas entre sus medias de rendimiento de eficiencia de control para
ninfas 111, los rendimientos fueron 80% y 83.3%, para el caso del estadio Il si se presentd diferencia, para
tal fase del insecto el mejor controlador es Diplogasteritus sp. 86.7%. Sin embargo, en ninguno de los casos
evaluados en la investigacion, el nematodo Heterorhabditis bacteriophora De Cuba rindié con porcentajes

altos para el control de la plaga, pues controld, en general s6lo el 10.83%.

8. Para fines de control inundativo se pueden aplicar dosis de nematodos de 30 mill uij’s/ha, pues al
ser un proceso regulado por la naturaleza, al paso de los afios los nematodos se multiplicaran y adaptaran
segun las condiciones, no obstante, al ser un dirigido por el ambiente los rendimientos de control para la
chinche salivosa al principio seran menores, desde el 10 hasta el 40%, pero, si se realiza un plan de manejo
integrado para tal plaga es mejor aplicar dosis de nematodos de 60 mill uij s/ha, los rendimientos de control

son del 70% al 80%, bajando los umbrales poblacionales.

9. Enun mismo hospedero pueden alojarse grandes cantidades de uij’s de nematodos, cada una de las
cuales al salir de éste buscardn a otro huésped, es decir, un hospedero es fuente para control de muchos
mas, con uno eficientemente infectado es suficiente como para resultar en fuente de crecimiento de control
natural al movilizarse los nematodos por las fuentes hidricas del suelo en blsqueda de nuevas fuentes de
comida pueden infectar a varios individuos, ademas, al ser entomopatégenos atacan en gran exclusividad a

otros insectos Unicamente.



IX. RECOMENDACIONES

Hacer bioensayos en campo que tomen parametros como busqueda de los nematodos por el hospedero,
es decir, desplazamiento pues en ambiente libre, éstos deben buscar movilizarse por vias de agua a través
de los poros del suelo, entonces las condiciones son diferentes, en tal bioensayo también podria

considerarse la cantidad de descendencia viable de éstos en cada hospedero.

Realizar una recopilacién de informacién sobre los nematodos segun sus paises de origen para escudrifiar

las condiciones a las que se han adaptado y los avances surgidos a la fecha.

Evaluar mas procedencias de nematodo en las mismas condiciones para crear un banco de nematodos

eficaces para manejo integrado de plagas evaludndose en condiciones controladas y en campo abierto.

Estimar la sobrevivencia de nematodos en el suelo luego de la quema realizada previo a la cosecha en
cafia de azUcar, pues por el momento, siendo un factor importante para los nematodos pues puede provocar
su deceso y al ser fuente de calor puede penetrar en el suelo y afectar a la microfauna existente resultando
en que si los nematodos estan movilizandose en centimetros abajo a la superficie del suelo puedan ser
alcanzados por la quema y al secar los poros superficiales de la tierra éstos no tendrian manera para

desplazarse; los posibles hospederos pueden morir, afectando en futuros controles.

Recolectar muestras de campo para analizarlas en blsqueda de nematodos nativos, pues el suelo
guatemalteco es diverso y alli pueden encontrarse muchas especies que podrian beneficiar el manejo
integrado de plagas, ya estan adaptadas a tal tipo de suelo asi que, seria de indole cientifica positiva

investigar sobre éstos.

Impulsar estrategias de control bioldgico con el uso de nematodos en los ingenios de la agroindustria
azucarera guatemalteca en refuerzo a las estrategias de manejo integrado de plagas de forma fisica,
mecénica, etoldgica y sus demds alternativas; incorporando de forma temprana la utilizacion de recursos
como: trampas de luz para recoleccion de adultos de insectos plaga, aplicacién de enemigos naturales sean

insectos 0 microorganismos y otros.

Investigar nuevas alternativas sustentables para el control de plagas de la cafia de azdcar, como fuente de
posibles mejoras para el control no s6lo de cercopidos sino que también para otros organismos dafiinos,
pues de ser posible una asociacion de enemigos naturales, por ejemplo, hongos y nematodos
entomopatogenos; se beneficiaria el cultivo y a la naturaleza, que consecuentemente no causarian efectos
adversos en el ser humano.
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A. CONTROL DE TEMPERATURA DURANTE LA EVALUACION.

Cuadro 11: Control de temperatura referente a la investigacion.
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Fecha Hora | Temperatura minima °C | Temperatura maxima °C | Temperatura Promedio °C
7:00 26 27 26,5
21/10/2015 | 12:00 27 27 27
17:00 27 28 27,5
7:00 26 28 27
22/10/2015 | 12:00 27 27 27
17:00 26 28 27
7:00 25 27 26
23/10/2015 | 12:00 26 27 26,5
17:00 27 28 27,5
7:00 27 28 27,5
24/10/2015 | 12:00 26 28 27
17:00 26 29 27,5
7:00 27 28 27,5
25/10/2015 | 12:00 28 27 27,5
17:00 26 28 27
7:00 28 29 28,5
26/10/2015 | 12:00 27 28 27,5
17:00 27 28 27,5
7:00 27 28 27,5
27/10/2015 | 12:00 26 28 27
17:00 25 26 25,5
7:00 27 28 27,5
28/10/2015 | 12:00 26 27 26,5
17:00 26 28 27
7:00 25 26 25,5
29/10/2015 | 12:00 27 28 27,5
17:00 26 27 26,5
7:00 26 27 26,5
30/10/2015 | 12:00 26 28 27
17:00 27 29 28
7:00 25 27 26
31/10/2015 | 12:00 27 28 27,5
17:00 26 28 27
Promedio 26,39 27,67 27,03

Fuente: Autor.



. CONTROL DE HUMEDAD DURANTE LA EVALUACION.

Cuadro 12: Control de Humedad referente a la investigacion.

71

Fecha Hora Humedad minima % | Humedad méxima % | Humedad Promedio %
7:00 73 78 75,5
21/10/2015 | 12:00 72 76 74
17:00 75 78 76,5
7:00 76 79 77,5
22/10/2015 | 12:00 75 78 76,5
17:00 74 77 75,5
7:00 77 79 78
23/10/2015 | 12:00 74 78 76
17:00 77 79 78
7:00 73 76 74,5
24/10/2015 | 12:00 75 78 76,5
17:00 73 79 76
7:00 77 79 78
25/10/2015 | 12:00 75 76 75,5
17:00 72 78 75
7:00 75 76 75,5
26/10/2015 | 12:00 75 79 77
17:00 74 76 75
7:00 72 79 75,5
27/10/2015 | 12:00 73 75 74
17:00 76 79 77,5
7:00 73 78 75,5
28/10/2015 | 12:00 75 79 77
17:00 72 77 74,5
7:00 74 76 75
29/10/2015 | 12:00 73 78 75,5
17:00 74 79 76,5
7:00 72 78 75
30/10/2015 | 12:00 74 77 75,5
17:00 71 79 75
7:00 73 76 74,5
31/10/2015 | 12:00 72 78 75
17:00 74 79 76,5
Promedio 73,94 77,76 75,85

Fuente: Autor.



XIl. GLOSARIO

Antagonista: cualquier sustancia, 6rgano o fendmeno cuya accién se opone a cualquier otra sustancia,

6rgano o fenémeno.

Biomasa: masa total de los componentes bioldgicos de un ecosistema.

Camara humeda: sistema cerrado capaz de mantener una atmdsfera de condiciones estable de
temperatura, utilizada cominmente en evaluaciones de nivel de laboratorio. Se elabora segln requiera

la prueba a realizar, siendo desde tubos de plastico hasta cajas Petri de vidrio.

Cercopido: insecto homdptero cuyas ninfas se recubren de espuma para protegerse; algunas especies

causan plagas.

Clorosis: enfermedad de las plantas debida a trastornos en la nutricion, que se manifiesta por la

presencia de hojas amarillentas.

Crecimiento activo en cafia de azUcar: planta en 6ptimo desarrollo.

Cultivo monoaxcénico: cultivo que contiene una especie que crece en presencia de otra especie.

Eclosionar: nacimiento.

Enzima: biocatalizador proteico que actta sobre el metabolismo celular.

Enzima amilolitica: enzima que convierte el almidon en oligosacaridos y disacaridos.

Epizootia: enfermedad contagiosa que ataca a un nimero inusual de animales al mismo tiempo y

lugar propagandose con rapidez.

Estigma: cada una de las pequefias aberturas que tienen en el abdomen los insectos para respirar.

Fitotoxemia: enfermedad en los tejidos de las plantas cuyo sintoma es la obstruccion de los haces

vasculares.
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Germinacion: brotar y comenzar a crecer las plantas.
Hemocele: laguna sanguinea del cuerpo de los animales, ocupada por la hemolinfa.
Hermafrodita: que tiene los dos sexos, es decir, masculino y femenino.
Hongo entomopat6geno: son los hongos que parasitan diferente érdenes de artrépodos.
Huevo diapausico: huevos que se encuentran en un estado fisioldgico de inactividad con factores
desencadenantes y terminantes bien especificos. Usado a menudo para sobrevivir condiciones
ambientales desfavorables y predecibles, tales como temperaturas extremas o sequia.

Indculo: conjunto de organismos, en general patdgenos, que se inoculan o transmiten a un organismo.

instar: etapa larval o de crecimiento cualquiera presente en algunos artrépodos, alcanzada despues de

un cambio o muda.

Integumento: conocido también como sistema integumentario; es con frecuencia el sistema organico
mas extenso de un animal que lo recubre por completo, tanto externamente, como numerosas

cavidades internas. En ocasiones actia como un exoesqueleto.

Inundativo: referente al control bioldgico de plagas, se refiere a liberar intencionalmente enemigos

naturales con el objetivo que controles la plaga por ellos mismos.

Lamina foliar: hoja, exceptuando el peciolo o peddnculo. Es la porcion plana de la hoja, generalmente

de color verde, que se une a la rama o tallo por el peciolo y cuando éste falta, directamente.

Macollamiento: fase de desarrollo vegetal del conjunto de vastagos, flores o espigas que nacen de un

mismo pie.

Maduracién: conjunto de fenémenos de transformacion que dejan el fruto en condiciones de liberar

las semillas en orden a la reproduccion de la planta.

Nematodo mermitido: nematodo de la familia Mermithidae, entomoparasito que vive y se alimenta a

expensas de su hospedero, pudiendo producir diversos dafios en el mismo incluso la muerte.
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Ninfa: en la metamorfosis incompleta, el insecto que nace con una forma similar a la adulta, siendo la
etapa joven, estadio o fase de desarrollo en la metamorfosis de insectos; intermediaria entre fase larval

y el insecto adulto.

Opérculo: pieza que, a modo de tapadera, sirve para cerrar ciertas abertuas; como las de las agallas de

los peces, la concha de muchos moluscos, los huevos de algunos insectos, etc.

Patogenicidad: capacidad de un agente infeccioso de producir enfermedad en huésped susceptible.

Postura: huevo.

Queratinosa: que posee queratina, es decir, que posee una sustancia cornea proteica, una de las

principales constituyentes de la piel.

Raiz adventicia: raiz que crece a partir de otro 6rgano que no es la raiz primaria, puede salir de otras

partes de una planta como los tallos, hojas o raices viejas.

Reproduccion asexual: tipo de reproduccidén en la cual un solo organismo puede dar origen a otros

organismaos nuevos.

Resoca: son los cortes que va teniendo la planta de cafa de azdcar. EI primer corte es como planta,
después al segundo corte se le llama soca y los siguientes cortes se les llama resoca, dependiendo de la

calidad de la planta cuantos cortes permita.

Simbiosis: medio de subsistencia como un vinculo asociativo desarrollado por ejemplares de distintas

especies.

Sinergismo: combinacién de potencias, accion farmacoldgica, accion o efectos terapéuticos de una
determinada sustancia. Tiene la caracteristica que el efecto combinado es mayor o mas amplio en sus
propiedades que la simple suma de las acciones y/o potencias individuales.

Soca: Gltimo retofio de la cafia de azucar.

Tubos de Malpighi: sistema de regeneracion de fluidos corporales que proporciona una cantidad

estable de agua y de consecuente hidratacion en los organismos de los insectos.
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Variedad: tipos de la cafia de azlcar con variabilidad genética que permiten la produccion de sacarosa

en mayor cantidad al compararse y otras caracteristicas segin su codigo genético.
Viabilidad: cualquier organismo que puede considerarse vivo.

Xilema: conjunto de los vasos lefiosos de un vegetal, constituidos por traqueidas (gimnospermas) o

por traqueas (angiospermas).



