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EVALUACION DE CUATRO AISLAMIENTOS DE Metarhizium anisopliae (MetschnikofT)
Sorokin 1883 PARA EL CONTROL MICROBIANO DE CHINCHE SALIVOSA (deneolamia sp)
BAJO CONDICIONES CONTROLADAS

EVALUATION OF FOUR ISOLATIONS OF Metarhizium anisopliae (Metch) Sor. TO
MICROBIAL CONTROL OF FROGHOPPERS (4eneolamia sp.y UNDER CONTROLLED
- CONDITIONS

RESUMEN

La presente investigacién tuvo como objetivo evaluar el comportamiento de cuatro

aislamientos det hongo entomopatégeno Metarhizium anisopliae, para el control de ninfas y adultos
de chinche salivosa bajo condiciones de laboratorio e invernadero.

La investigacién se realiz6 en el 4rea de Entomologia del Centro Guatemalteco de
Investigacién de la Cafia de Azicar, ubicado en la finca Camantulul, Santa Lucia Cotzumalguapa,
Escuintla, en donde la utilizaci6n de agentes entomopatdgenos para el control de insectos-plaga es
importante, principalmente en cultivos extensivos como la cafla de azicar, en la cual la chinche
salivosa es la plaga de mayor importancia. Dentro del Manejo Integrado de Plagas, ¢l control
microbiano con la utilizacion de hongos entomopatégenos, especificamente aislamientos
promisorios de M. anisopliae es importante, ya que es un hongo que se caracteriza por su control
més duradero y una vez se establece dificilmente el insecto alcanza niveles de dafio econbémico, y lo
principal es que afecta minimamente el agroecosistema de la cafia de aziicar. En ésta investigacion
se evaluaron tres aislamientos nativos promisorios (Boliviana, CG 93-3 e Ilusiones) y uno
importado del Brasil (PL-43) sobre ninfas y adultos de chinche salivosa, con el fin de sustitnir este
ultimo. La investigacién se desarrollé en dos fases, la fase de laboratorio, en esta fase se realizaron
dos ensayos diferentes, uno para ninfas y otro para adultos de chinche salivosa, utilizando como
variables de respuesta para evaluar el efecto de los mismos, el parasitismo expresado en porcentaje
y la virulencia expresada en porcentaje de mortalidad por dia, en el cual se utilizé para cada uno, un
disefio experimental completamente al azar con cinco repeticiones, con un total de 25 unidades
experimentales. La segunda fase (fase de invernadero) se realizaron dos ensayos diferentes uno
para ninfas y otro para adultos de chinche salivosa, utilizando como variable de respuesta, el

parasitismo expresado en porcentaje, en el cual se realizé para cada uno, un disefio experimental de
bloques al azar con cinco repeticiones. ‘
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Para-la fase de laboratorio en los resultados obtenidos de parasitismo y virulencia de M.
anisopliae sobre ninfas y adultos de chinche salivosa, ‘dg:" tal forma se pueden utilizar los cuatro
aislamientos evaluados para el manejo integrado de la chinche salivosa, ya que no presentaron
diferencias significativas entre los mismos. Para la fase de invernadero, en el ensayo de parasitismo
de M. anisopliae sobre ninfas de chinche salivosa, los aislamientos evaluados no presentaron
diferencias significativas, por lo tanto se pueden utilizar dichos aislamientos. En el ensayo de

‘adultos de chinche saiivosa los aislamientos CG 93-3 e Ilusiones al igual que PL-43 presentaron
mayor parasitismo.



1.. INTRODUCCION

En Guatemala el cuItlvo de la cana de azicar (Saccharum spp) es de 1mp0rtanc1a econémica
y social, como fuente de divisas al pals y por la gran cantidad de personas que dependen de la actividad.
“Guatemala es el sexto exportador mundlal tercero en Latmoamenca (8). La exportacion de azicar
a diversos mercados es dé un 70 % del total de ta produccnon generando en el afio de i996 un total US$
235 millones de d1v1sas por esa act1v1dad (8) '

Uno de los factores limitantes del cultivo son las plagas, principalmente insectos como la
chinche salivosa (deneolamia sp), ya que por ser de hdbito chupador, succiona la savia de la planta,
inyectando al mismo tiempo toxinas que causan clorosis en la parte foliar, afectando por ende el proceso
fotosintético. El dafio lo ocaciona, especialmente en la época de invierno. (34).

La chinche salivosa es uno de los insectos-plaga de mayor importancia econdmica en el cultivo
de la cafia de azticar. Segin Carrillo et al. las pérdidas ocasionadas por el ataque de esta plaga es de 10
toneladas métricas por hectérea cuando existe un dafio fuerte {quemazon foliar de la planta) existiendo
para 1,995 en Guatemala 11,774 hectéreas del cultivo con dicho dafio (18).

Como una estrategia para el control del insecto se esta recurriendo a los principios del Manejo
Integrado de plagas (MIP). Una de las ticticas que conforman al MIP es el control biolégico y para el
caso de la chinche salivosa, el control microbiolégico con la utilizacion de entomopatoégenos. El hongo
entomopatdgeno utilizado para el efecto es Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin /883. Este
hongo es caracterizado por su control mas duradero (con el paso de los afios) y una vez que se establece,
dificilmente el insecto alcanza niveles de dafio econémico, afectando minimamente el agroecosistema
de la cafia de azificar (13).

Actualmente, en Guatemala se ha desarrollado colecta y estudios de aislamientos nativos de
- Metarhizium anisopline.  Estudios que contemplan aspectos como la produccion de conidios
(comparados con la cepa PL-43 importada del Brasil), resistencia a la luz ultravioleta, tiempo méaximo
de almacenamiento y compatibilidad con surfactantes ¢ insecticidas (2, 10).

En el estudio se cuantificé el parasitismo y se determiné la virulencia de los mejores
aislamientos nativos evaluados (aislamientos promisorios) a manera de seleccionar los mejores y
recomendar su aplicacion en 4reas comerciales. Para el efecto se evalué el parasitismo y virulencia de

los aislamientos sobre ninfas y adultos de chinche salivosa, tanto en condiciones de laboratorio como
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de invernadero. De tal forma se encontrd que en las pruebas de parasitismo y virulencia sobre ninfas
y adultos de chinche salivosa bajo condiciones de laboratorio y la prueba de parasitismo sobre ninfas
a nivel de invernadero, los aislamientos no presentaron diferencias estadisticas significativas; por lo que
es viable la utilizacién de cualquiera de los mismos. En la prueba de parasitismo sobre adultos de
chinche salivosa a nivel de invernadero, se observaron diferencias estadisticas significativas de los
aislamientos (5% de significancia). Sin embargo en la prucba de medias de Tukey, el parasitismo del
aislamiento PL-43 fue el mejor, aunque estadisticamente igual a los aislamientos CG 93 -3 e [tusiones.

Por lo tanto en esta prueba de parasitismo se recomienda utilizar el aistamiento CG 93-3 como sustituto
de PLA43.



2. DEFINICION DEL PROBLEMA

La Cafia de azlcar (Saccharum spp) se ha constituido en uno de los principales cultivos de
exportacion para Guatemala. El cultivo se ve afectado econdémicamente debido al dafio ocacionado por
plagas, especialmente por insectos, las cuales tienen una amplia distribucién, interfieren con los habitats
naturales y afectan el cultivo.  Actualmente la chinche salivosa (deneolamia sp) esté clasificada dentro

"del grupo de insectos de mayor importancia econémica para el cultivo de la cafia de azicar (19). La

plaga afecta al cultivo en los estados de ninfa y adulto. En el estado adulto es més dafiino ¢ importante,
debido a las pérdidas econdmicas, ya que el adulto al alimentarse y succionar la savia, inyecta
sustancias téxicas a través del esquilete ‘causando una necrosis en el tejido foliar de la planta. Las
ninfas del insecto se alimentan de las raices, contribuyendo al dafio de la planta (29).

El control de la chinche salivosa se realiza aplicaciones de insecticidas, que ademds de elevar
los costos de produccion causan alteraciones al agroecosistema. En la actualidad el enfoque de MIP
parece ser lo m4s apropiado para controlar a la chinche salivosa. ‘Dentro del MIP, el control bioldgico
tiene buenas perspectivas debido a la alta capacidad de multiplicacién y dispersién de los
microorganismos comparados con los insecticidas, por lo que a través del control bioldgico se mantiene

un control mas aceptable (con relacién al insecto) y no provoca resistencia en el mismo.

En 1997 se implementd el plan regional para el manejo integrado de la chinche salivosa en la
zona cafiera guatemalteca, en el cual se recomienda la utilizacion del entomépatogeno M. anisopliae
como un agente microbioldgico. En este plan se resalta la necesidad de aislamientos nativos. Debido
a la poca adaptabilidad de la cepa importada PL-43 evidenciado por el bajo porcentaje de control
ejercido sobre el insecto plaga ', Ademas, observaciones realizadas en areas donde se aplicaron los
aislamientos nativos en estudio, se ha evidenciado el mejor control de €stas 2 Lo anterior puede
explicarse por el hecho de que los aislamientos nativos estan adaptados a las condiciones climaticas
particulares de cada.regién.

La importancia del estudio, radica en verificar en forma cientifica si el parasitismo y la
virulencia de algunos aislamientos nativos promisorios en Guatemala son mayores que la importada
PL-43 , lo cual se constituiria en una alternativa que ayudaria a mejorar el control de plagas con la
utilizacién del hongo, contribuyendo’ de esta manera a establecer practicas de manejo integrado de
plagas con sus consecuentes ventajas.

1 Entrevista personal con téenicos en plagas CENGICANA 1997
2 Entrevista personal con encargados de investigacion de los Ingenios Pantalebn y Magadalena.

T




3. MARCO TEORICO

3.1. Marco conceptual
3.1.1. Aspectos generales del cultivo de la cafia de aziicar:

La cafia de azdicar es una graminea de crecimiento perenne, originaria de Nueva Guinea, de
donde se extendié a Borneo, Sumatra, La India y otros centros de diversificacién. Las partes mas
importantes de la cafia de azicar la constituyen, la raiz, el tallo, ia hoja y la flor, esto permite definir el

papel que cada una de ellas desempefia dentro del desarrollo det cultivo y su importancia agroeconémica

{14).
3.1.2. Importancia del cultivo de la cafia de aziicar en Guatemala

La cafia de azicar es un cultivo que forma parte de los renglones importantes en 1a economia
agricola del pais precedida por el café. En 1996 el rendimiento promedio de toneladas de cafia de
azicar por hectérea fue de 91 y 91.81 Kg de aziicar por tonelada de cafia molida (9)

En Guatemala el sector azucarero lo forman 17 ingenios ubicados principalmente en la costa
sur litoral del pacifico. El cultivo de la cafia de aztcar representa el 19.4 % de la produccion agricola
de nuestro pais; el 3 % del producto interno bruto y un 23 % del total de divisas generadas por los
productos tradicionales de exportacion (9) |

Dentro de los paises importadores del aziicar de Guatemala estan, Venezuela, China
Comunista, Filipinas, Perfi, México y Estados Unidos (30).

3.1.3. Concepto de Plaga

El término plaga est4 dado en sentido donde una determinada poblacion de un insecto produce
dafios econdmicos 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 produccién
es o serd afectada (35).
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Badilla citado por Nufiez (35) define plaga, al insecto con la capacidad de hacer dafio, el cual
depende de la densidad poblacional de la misma existente en el cultivo, el estado de desarrollo, la
distribucién en el campo, la duracién del ataque. Ademés debe considerarse el tipo de cultivo, el estado
fenoldgico, variedad, densidad de plantas, habitos de crecimiento y condiciones fisiolégicas, como
también factores externos biolégicos y fisicos.

3.1.4. Insectos chupadores

Este término se refiere fundamentalmente a individuos de los ordenes Homéptera y Hemiptera,

principalmente al orden Homéptera que ataca la cafia de azucary causa pérdidas considerables en forma
directa o indirecta (20).

De acuerdo con el tipo de dafio, los insectos chupadores, se pueden agrupar en dos categorias:
1) Los que causan dafio directo
2) Los que transmiten enfermedades

Dentro de los que causan dafio directo se encuentran principalmente los cércopidos (20).

Los insectos de la familia Cercopidae pertenece al orden Homdptera. Son insectos de
metamorfosis simple, su desarrollo transcurre por los estados de huevo, ninfa y adulto (26).

Los cércopidos causan dafio en diversas gramineas forrajeras, entre las que destacan las de los
géneros Brachiaria, Panicum, Digitaria, Cynodon y Cenchrus. Las especies de cércopidos de mayor

importancia econémica en la América tropical pertenecen a los géneros Aeneolamia, Prosapia, Zulia,
Deois y Mahanarva (26).

En Guatemala se han determinado dos géneros de chinche salivosa que atacan la cafia de
azicar, Aeneolamiay Prosapia , siendo el primero el mas abundante (21).

3.1.5. Plagas de la caiia de aziicar

En Guatemala las principales plagas del cultivo segtin su orden de importancia son las
siguientes: Chinche salivosa (deneolamia sp ) y chinche hedionda (Scaptocoris sp) son las plagas de
mayor importancia, luego le siguen las de importancia media, gallina ciega (Phyllophaga sp), gusano
alambre (Agriotes sp.)., barrenador del tallo (Diatraea sp), ron-ron (Podishnus sp), cogollero
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(Spodoptera sp) , falso medidor (Mocis sp) y taltuza (Geomydis sp). (21)
3.1.5.1. Chinche salivosa (Aeneolamia sp)

Es el género que comprende ia mayoria de insectos conocidos como salivasos (cércopidos), los
cuales causan grandes dafios a la cafia de azicar. Las especies de este género se pueden desarrollar sobre
pastos y malezas gramineas, ademds de la cafia (38).

Estos cercopidos se encuentran desde los 10 msnm hasta los 1700 msnm, los cercépidos tienen
en comin la caracteristica de alimentarse en su estado adulto de las laminas foliares de la cafia de azicar
inyectandoles téxicos oxidativos que obstruyen los haces vasculares provocando fitotoxemia causada
por la inoculacién de enzimas aminoliticas y oxidantes, asi como aminoécidos. Este estado patoldgico
se presenta después de pocos dias con la aparicién de manchas lineales cloréticas las que paulatinamente
se tornan amarillas y luego necréticas (38).

3.1.5.1.A Taxonomia y distribucién geogrifica

La clasificacion taxondmica de la chinche salivosa es la siguiente {16):

Orden Homoptera

Suborden Auchenorryncha

Superfamilia ~ Cercopoidae

Familia Cercopidae

Subfamilia ' Tomaspidinae

Género Aeneolamia _
Especie ' A. postica, A. varia, A. albofasciata.

Las especies del género Aeneolamia se encuentran en América Central y en toda la regién
oriental de América del Sur y son las que presentan la distribucién méas 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 (40).

Segiin For (29) la especie mas importante para Guatemala es deneolamia postica (Walk.),
distribuida en varias regiones de este Hemisferio con excepeion de las islas del Caribe y ciertas zonas
de Sur América. En Guatemala fué identificada la subespecie A.postica jugata (Fowler) en 1921, pero



es muy probable que también esté presente la A. varia asi como otras sub-especies de 4. postica.

3.1.5.1.B Ciclo de vida y habitos

La chinche salivosa es un insecto con tipo de metamorfosis hemimetabola pasando por las
siguientes etapas:

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 (23).

Al transcurrir cinco dias de incubacidn aparecen cuatro manchas rojizas: dos de ellas aparecen
cerca del polo anterior més agudo y corresponden a los ojos del embridn, las otras dos manchas se situdn
* cerca del polo posterior y corresponden a los tubos de Malpighi. Progresivamente se va desarrollando
una sutura o' 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 eclosién ( 7, 25).

Diapausa: Se realiza en estado de huevo, la fijacion 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 (23).

La diapausa es muy variable en cuanto a duracién y composicion 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 caifia, la cual cambia la combinacion de
aminodcidos en la savia de la cafia, ingerida por las hembras (4.0).

Estado de ninfa;

La ninfa provoca un dafio leve, atacando principalmente la raiz, chupando su jugo Estas se

cubren de una sustancia espumosa que secretan por el extremo anal, lo que las protege contra la







Figura 1. Ciclo de vida de la chinche salivosa (Aencolamia sp.)
Fuente: CENGICANA 1,998

Moron y Terron citados por Carrillo (19), mencionan que entre las plantas hospederas de A.

postica se encuentran la cafia de azicar, zacate pars, aleman, elefane, pangola, bermuda, maiz
Y arroz.

Esta plaga también predomina en los potreros y paztizales para ganado, siendo el Pangolay el
Zacate Guinea los més infestados (37).

3.1.5.1.C Factores que favorecen la propagacién de la chinche salivosa

Se ha dicho que el nimero de generaciones del insecto que ocurren durante el afio, es variable
y pueden ser de 2 a 4 segln la region cafiera de que se trate. También hay marcadas diferencias en lo
que respecta a la época en que aparece la primera poblacion masiva de salivasos. En lugares de clima
semidesertico la plaga aparece ya muy entrada el verano, en cambio en la regién cafiera semitropical y
humedo, el salivaso se presenta en la cafia a fines de la primavera o a principios del verano, Un factor

rir
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importante que ayuda a predecir que la plaga serd abundante esta determinada cuando la temporada de

lluvia se retrasa, es de esperarse una gran infestacion en los campos 27).
3.1.5.1.D Ecologia

Las poblaciones de los salivasos y su comporlamiento estan estrechamente relacionadas con
las condiciones climaticas, particularmente con las lluvias. Las ninfas de este insecto a pesar de tener
cuerpo esclerotizado presenta cierto grado de rechazo a los rayos del sol. También ocurre la eclosion

de los huevos que se encuentran en el suelo en estado de diapausa {24).

3.1.5.1.E Condiciones para un buen desarrolio de la chinche salivosa

- Precipitacién: las mayores poblaciones se presentan en areas con un indice pluviémetrico superior
a 1000 mm.

- Humedad relativa: hay mayor incidencia a un 60 % o mas.

- Temperatura: el rango adecuado oscila entre 20 a 35 grados centigrados.

- Altitud: se desarrolla en altitudes de 0 a 1000 msnm 'y ain mayores (24).

Todas las especies y subespecies presentan caracteristicas morfolégicas y biolégicas diferentes, sin

embargo todas se caracterizan por tener sus primeros estados de vida en forma de ninfas sin alas. (40).
3.1.5.1.F Daiio ¢ importancia econémica

El dafio que la chinche salivosa causa puede dividirse en dos:
1.- FEldafio provocado por la ninfa al alimentarse de las raices y tallos de la planta (19).
2.- El dafio provocado por el adulto al alimentarse de retofios y hojas (19).

El dafio depende mucho de la situacion fisica de la cafia de azicar y el clima (29).

Los mayores dafios son provocados por los adultos del salivazo. La reduccioén del proceso
fotosintético es debido a lesiones foliares que se traducen en una reduccidn sensible en la produccion

"de cafia de azlcar (24).

Este insecto se le ha colocado en primer orden, debido a que constituye la plaga de mayor
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importancia econémica en el pais. Carrillo reporta que en el afio de 1994 afectd a 9,521 hectareas de
cafia de azicar habiéndose realizado hasta 5 aplicaciones con insecticidas quimicos como Metamidofos,
Malation y Metil Paration en los casos mas severos (17). Sin embargo, Carrillo reporta que para ¢l afio
de 1995 afect6 a 11,774 hectéareas de caiia de azicar (22).

Segun Carrillo et al. 1995, las pérdidas ocasionadas por el ataque de chinche salivosa es de 10

toneladas métricas por hectérea cuando existe un dafio fuerte (quemazon foliar de la planta) por la plaga

(18).
3.1.6. Manejo Integrado de Plagas:

El manejo integrado de plagas pretende eliminar la nocividad de las poblaciones de plagas y no
erradicarlas. En vez de suprirhir las poblaciones se intenta mantenerlas a niveles especificos por medio
de preservacion, restauracién o aumento de los moderadores y equilibrantes presentes en el
agroecosistema. (4)

Trata de causar una reduccién general del promedio de la densidad poblacional de la plaga y tuego

emplear procedimientos supresivos adicionales cuando la poblacién exceda un nivel critico. (4)

Salazar (39) en su estudio manejo integrado de insectos-plagas de la cafia de azicar en la regién
centro occidental de Venezuela, comenta que el programa contra la candelilla (chinche salivosa) tiene
su fundamento en la evaluacién poblacional sistemética de adultos a partir del inicio del periodo
ltuvioso. Este seguimiento es la base para la toma de decisiones sobre el manejo de la plaga tomando

en cuenta la racionalidad en el uso de productos quimicos.

En el cultivo de la cafia de aziicar en Brasil, el contro! integrado estd bien establecido, involucrando

medidas legislativas, control mecénico, cultural, combate quimico y principalmente el control biolégico.

(6)

Badilla (11) dice que ademas de haber recomendado la introduccién al plan de manejo integrado
del insecto con el hongo M. anisopliae, se han recomendado otras practicas de manejo fundamentales
como son: avenamiento de las plantaciones, el control oportuno de las malezas especialmente

gramineas, el uso de trampas amarillas impregnadas con el adherente stiken capturdndose hasta 1500
adultos por trampa en 15 dfas.

1
14
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3.1.6.1. Control bioldgico de la plaga:

El control biologico es la utilizacién racional de los organismos parasitos, depredadores 'y
patégenos enemigos naturales de las plagas a fin de mantenerlos a niveles de poblacién inferiores al
nivel de dafio econdmico (14).

E! control biolégico es unc de los métodos mis antiguos de control de insectos (34) aunque
Buenaventura y Gémez (15) consideran al control bioldgico como una ciencia aplicada dentro del
control de plagas de reciente creacion.

3.1.6.2. Control microbiano:

Al igual que los humanos, otros animales y las plantas, los insectos son afectados por
microorganismos capaces de causar enfermedades y mortalidad en sus poblaciones. El control

microbiolégico se refiere al uso inteligente de entomopatogenos para regular o reducir las poblaciones
inséctiles (4).

La utilizacién de agentes microbioldgicos, donde los patégenos de insectos estan llegando

rapidamente a ser importantes instrumentos para la supresién de plagas inséctiles. (4)

Los hongos son los principales patégenos de insectos y son utilizados en el control microbiano (5).
Los hongos entomopat6genos poseen extrema importancia en el control microbiano de insectos
plaga, virtualmente todos los ordenes son susceptibles a las enfermedades fungosas y existen
aproximadamente 700 especies de hongos entomopatégenos, dentro de los més impottantes se
mencionan: Metarhizium, Beauveria, Aschersonia , Entemopthora, Zoophthora, Erynia, Fusarium,

Verticillium, pertenecientes a la clase Zygomicetes ¢ Hyphomycetes {11).

El primer reporte de control microbiano contra la mosca pinta de la cafia de azicar (chinche
salivosa) es con un hongo entomopatégeno, posiblemente M. anisopliae observado por Hart en 1889.
Aproximadamente diez afios mas tarde M. anisopliae era cultivado en diferentes medios y se efectuaban
pruebas de infectividad y sencillos experimentos de control bielogico.

Villacorta (41) menciona que uno de los mejores métodos de combate es a través del control
biolégico con la utilizacién del hongo entomopatogeno M. anisoplice, un hongo que causa
enfermedades en los insectos, conocido como moscardino verde. Examenes de laboratorio han
comprobado que su accion no transmite enfermedades cancerigenas.
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De un modo general, los hongos presentan las siguientes fases de desenvolvimiento sobre sus
hospederos: (5)

- Germinacién: encontrando condiciones favorables de humedad y temperatura el hongo germina
sobre el insecto produciendo un tubo germinativo. La germinacion ocurre en un minimo de 12
horas a una temperatura de 23 a 30 ® C y humedad relativa més o menos elevada.

- Formacién de apresorios: en la extremidad del tubo germinativo ocurre una dilatacién de las hifas
formando una estructura llamada apresorio.

- Formacién de la grapa de¢ penetracién: en la parte inferior de los apresorios aparece la formacion
de una saliencia o grapa de penetracién la cual penetra la epicuticula y procuticula del insecto. No
todos los hongos presentan esa estructura.

- Penetracién: en la penetracion estdn envueltos dos procesos principales: uno fisico, debido a la
presion de la hifa que rompe las dreas menbranosas ¢ esclerotisadas y un quimico, resultante de la
elaboracién de enzimas (proteasas, lipasas, quitinasas), que facilitan la penetracion mecénica. En
el 4rea de la procuticula alrededor de la penetracion, aparecen sintomas de histdlisis
(descomposicién del tejido por accién enzimatica). [El aparato bucal, ano, regiones
intersegmentarias y tarsos, son probablemente las dreas més comunes de penetracion. (5)

- Colonizacién: a partir de la penetracion se inicia el proceso de colonizacion del hospedero por el
hongo. La hifa que penetra sufre engrosamiento y se ramifica, inicialmente, en el tegumento del
insecto y posteriormente en la cavidad general del cuerpo. A partir de este momento son formadas
pequefias colonias del hongo y otros cuerpos hifales, es por ello que no ocurre grande crecimiento
hifal antes de la muerte del insecto. La colonizacion de los diversos 6rganos presenta la siguiente
secuencia: cuerpos grasosos, sistema digestivo y tubos de Malpighi, hipodermis y sistema nervioso,
musculos y traqueas. El tiempo para la colonizacion del insecto puede variar de 76 a 120 horas
dependiendo del insecto, patégeno y las condiciones ambientales.

- Reproduecion del patégeno: 48 a 60 horas despies de la muerte del insecto, ocurriendo despties

 de 4 a5 dias de la inoculacién, las hifas empiezan a emerger a traves de las dreas intersegmentarias
y despties la cuticula més gruesa. 'La produccién de conidios ocurre 24 a 48 horas despies de la
emergencia de las hifas sobre condiciones de elevada humedad y terrneratura en un rango de 20
a 30 ° C, dependiendo del patbgeno (5).

3.1.6.3. Caracteristicas generales del hongo entomopatégenos Metarhizium anisopliae

Este hongo entomopatdgeno causante de la muscardina verde es de distribuciéon mundial. Fue
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sefialado por primera vez en 1879 por Metschnikof. En el mismo afio Sorokin instituyo el género
Metarhizium. Presente un rango amplio de hospederos, algunos de gran importancia econémica,
principalmente inséctos de los ordenes Orthdptera, Coleéptera, Homéptera, Diptera, Hemiptera,
Lepidoptera, Hymenoptera (12).

Hart fue el primer investigador que encontrd M. anisopliae parasitando candelilias (deneolamia
sp) (12) |

El hongo M. anisopliae pertenece a los hongos mitosporicos, que es un grupo de hongos que
Ginicamente presentan fase asexual y por lo mismo no se les puede dar una clasificaci6n sistematica.
La clasificacion artificial en la cual se ubicaria M. gnisopliae dentro de este grupo se describe a
continuacion (31). |

REINO Fungi

GRUPC Mitosporicos

CLASE : Hyphomycetes

ORDEN _ Hyphomycetales

FAMILIA Moniliaceae

GENERO Metarhizium

ESPECIE - M anisopliae (Metschnikoff) Sorokin 1883

Metarhizium anisopliae se caracteriza por sus esporas de 5 a 7.5 micras de largo por 2.3 a 3.7
" micras de ancho. Las conidias maduras son tipicamente uninucleadas y de color verde, usualmente se
forma un sélo tubo germinativo en el 4rea polar. El micelio es hialino y los conidiéforos sencillos o
ramificados. Este hongo crece bien en medios artificiales, orgénicos e inorgénicos (12)

El hongo se encuentra en forma saprofitica en el suelo y come pardsito en insectos. (13)
La luz es importante (fase oscura y luminica). Se dan contradicciones acerca de si la humedad

la germinacion de los conidios. La capacidad de parasitar depende de la concentracion del inbeulo, de
1a viabilidad de los conidios, de la conservacién del indculo, del hospedero y su estado fisiolégico (12)

En Brasil en 1969, fueron encontradas ninfas y adultos de Mahanarva posticata parasitadas por
M anisopliae el cuél fue posteriormente aislado. Empleando técnicas apropiadas y usando como medio
de cultivo arroz cocido, fue posible producir una mayor cantidad del hongo, proporcionando una
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primera aplicacion en cafiales de productores de azicar, en cabo, estado de Pernambuco. (33)

El hongo M. anisopliae posee una serie de atributos que lo hace un candidato ideal para usarlo en el

combate microbial de insectos plaga. La patogenicidad para una gran variedad de insectos el almacenaje por
largos periodos, la buena viabilidad en el suelo y la facilidad de producirlo en sustratos simples, ha despertado
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gran interés en este hongo.(33)
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Figura 2. Ciclo biologico del Llungo entomopatoégeno M. anisopliae
Fuente: CENGICANA 1,995
Aislamiento: "Es la separacion de un patogeno de su hospedero y su cultivo en un medio nutritivo". (1)

Cepa: "Progenie de un solo aislamiento en un cultivo puro, aislado; conjunto de aislados semejantes; una

raza". (1)
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Patogenicidad: "Capacidad relativa que tiene un patogeno para producir enfermedad" (1)
Virulencia: * Grado de patogenicidad de un patégeno determinado® (1)

Parasitismo: "La relacién que se establece entre un parasito y su hospedero” (1)

3.2, MARCO REFERENCIAL
3.2.1. Ubicacidén del ensayo

La investigacion se realizé en el laboratorio e invernadero de Entomologia del Centro Guatemaiteco de
Investigaciéon y Capacitacion de la Cafla de Azicar CENGICANA ubicado en la estacién experimental
Camantulul, Santa Lucia Cotzumalguapa, Escuintla, a una altitud de 280 msnm. Geograficamente se localiza
a una latitud de 14 ° 09' Norte y a una longitud de 91 ° 03" Oeste.

Las condiciones ambientales que se tuvieron en el laboratorio e invernadero fucron controladas.

3.2.2. Aislamientos de M. anisopliae evaluados

Los aislamientos que fueron objeto de estudio pertenecen a la coleccion de aislamientos nativos promisorios del
Centro Guatemalteco de Investigacion de la Cafia de Aztcar los cuales se describen a continuacién.

Boliviana: este aislamiento nativo fue recolectado en la finca Bolivia, a una altitud sobre el nivel del mar
* de 35 metros, del Ingenio Santa Ana ubicado en el departamento de Escuintla

Ilusiones: Este aislamiento nativo fue recolectado en la finca ilusiones ubicada en el municipio de
Guanagazapa, Escuintla que se encuentra a una altitud sobre el nivel del mar de 300 metros, el cual pertenece al
Ingenio Concepcion. -

CG 93-3: Este aislamiento nativo fue recolectado en la finca Cadiz ubicada en ¢l municipio de Masagua,
Escuintla que se encuentra a una altitud sobre el nivel del mar de 95 metros, el cual pertenece al Ingenio Santa
“Ana.

PL 43: Este aislamiento imporiado de Brasil se utilizé como testigo relativo debido a su amplia
utilizacién en diversos paises, incluyendo Guatemala.
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Se evaluaron tres aislamientos nativos, comparandolos con la cepa importada de origen brasilefio PL-43,
el origen de los aislamientos nativos se detalla en el cuadro 1.

Cuadro 1. Origen de los aislamientos de M. anisopliae evaluados sobre ninfas y adultos de chinche

salivosa.
f | ALTITUD
AISLAMIENTOS FINCA LUGAR INGENIO
(msnm)
Boliviana Bolivia 35 Escuintla Santa Ana
Husiones Tlusiones 300 Guanagazapa, Escuintla | Concepcién
CG 93-3 Cadiz 95 Masagua, Escuintla Santa Ana
PL-43 ' ER— Brasii 0 e

Los aislamientos nativos de la coleccion CENGICANA evaluados han solventado una serie de prucbas
como Produccién de conidios, Resistencia a la Luz Ultravioleta, viabilidad en periodos de almacenamiento,
compatibilidad con agroquimicos (4, 10).



18

4. OBJETIVOS

GENERAL
" Evaluar el comportamiento de cuatro aislamientos del hongo entomopatogeno M. anisopliae,

{(Metschnikoff) Sorokin 1883 para el control de ninfas y adultos de chinche salivosa bajo condiciones de

laboratorio e invernadero.
ESPECIFICOS
1. Cuantificar el porcentaje de parasitismo de cuatro aislamientos de M. anisopliae. en ninfas de chinche

* salivosa ( Aeneolamia sp. ) a nivel de laboratorio e invernadero.

2. Cuantificar el porcentaje de parasitismo de cuatro aislamientos de M. anisopliae. en adultos de chinche

salivosa ( Aeneolamia sp.) a nivel de laboratorio e invernadero.

3. Determinar la virulencia de cuatro aislamientos de M. anisopliae. sobre ninfas de chinche salivosa

(Aeneolamia sp.) a nivel de laboratorio.

4.  Determinar la virulencia de cuatro aislamientos de M. anisopliae. sobre adultos de chinche salivosa

(Aeneolamia sp.) a nivel de laboratorio.



5. HIPOTESIS

Al menos un aislamiento nativo de M. anisopliae evaluado sobre ninfas de chinche salivosa
(Aeneolamia sp.) mostrara mayor parasitismo respecto al aislamiento importado PL - 43,

Al menos un aislamiento nativo de M. anisopliae evaluado sobre ninfas de chinche salivosa

(4deneolamia sp.) mostrara en menor tiempo la virulencia, respecto al aislamiento PL-43.

Al menos un aislamiento nativo de M. anisopliae evaluado sobre adultos de chinche salivosa
(deneolamia sp.) mostrara mayor parasitismo respecto al aislamiento importado PL -43.

Al menos un aislamiento nativo de M, anisopliae evaluado sobre adultos de chinche salivosa

(Aeneolamia sp.) mostrara en menor tiempo la virulencia, respecto al aislamiento PL-43.

19
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6. METODOLOGIA

Previo a la realizacion del experimento, como rutina del laboratorio de Metarhizium de

CENGICANA, se realizé 1a revigorizacion de cada aislamiento, tomando en cueria los siguientes pasos:

Se colocé el insecto vivo para luego asperjario con un atomizador que contuviera una _suspensic’m
de hongo y agua. El insecto inoculado se colocé en una caja petri esterilizada con pape! mayordomo,
permaneciendo cinco dias en la cdmara himeda hasta su esporulacion. Posteriormente con una aguja
de diseccion estéril, observandolo en un estereoscopio los conidios del hongo provenientes del insecto
inoculado se aislaron en un medio de haba, para que 12 dias después se extrajera una colonia del hongo,
la cual se diluyd en a-guei estéril, La suspension preparada se inoculd sobre arroz cocido contenido en
frascos. Diesiocho dias después se inicid la cosecha (separacién de los granos de arroz y las esporas
del hongo), accion realizada manualmente con un tamiz de 60 mesh.

1a metodologia que se utilizo en este estudio se dividio en dos fases, laboraterio e invernadero.
6.1. FASE DE LABORATORIO
6.1.1. Ubicacién del ensayo

El ensayo se realizo en el laboratorio de la seccion de Entomologia del Centro Guatemalteco de
Investigacién y Capacitacién de la Cafia de Azicar -CENGICANA-, ubicado en fa estacion

experimental Camantulul, del municipio de Santa Lucia Cotzumalguapa del departamento de Escuintla
6.1.2. Ninfas

Los aislarientos del hongo M. anisopliae evaluados fueron: Boliviana, Ilusiones, CG93-3 y PL-
43, cuantificando el parasitismo y determinando la virulencia sobre ninfas de chinche salivosa. Para
el efecto se utilizaron insectos recolectados en campos sin historial de aplicaciones con M. anisopliae,

procurando tener insectos del mismo tamafio, que tuvieran aproximadas tres semanas de estar en estado
ninfal.
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6.1.2.1. Disefio experimental:
En este ensayo se utilizé el disefio experimental completamente al azar con submuestreo.

El disefio experimental comprendio cinco tratamientos y cinco repeticiones, teniendo un total de
25 unidades experimentales.

La unidad experimental, estuvo constituida por una caja petri plastica de 9 cm de didmetro por
1.5 cm de altura, en donde se colocéd un niimero de 15 ninfas por caja.

.El modelo estadistico'utilizado es el siguiente:
Yijk = p + Ti +  Eij + nijk

donde:

Yijk = Variable de respuesta de la ijk - ésima unidad esperimental
p = efecto de la media general
Ti = efecto del i - ésimo aislamiento de M. anisopliae

Eij = efecto del error experimental asociado a la i - ésima unidad
~ experimental. '

nijk = efecto del error de muestreo en la ijk-ésima unidad experimental,

Enel cuadm 2 se describen los tratamientos evaluados en dicho estudio:
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Cuadro 2. Descripcion de los tratamientos de M. anisopliae evaluados sobre ninfas de

chinche salivosa.

. L. Concentracion
Tratamiento Producto Aislamiento s
Conidias/ce

1 ' M. anisopliae Boliviana 3 x 107
2 M. anisopliae Tlusiones 3 x 10
3 | M anisopliae CG 93-3 3 x 10
4 M. anisopliae | PL-43 (vestigo Relativo) 3 x 107
5 o Agua destilada |  Testigo Absoluto | mmemmanee

A todos los tratamientos, se les agregé el surfactante Tween 20, con el propésito de romper la
tension superficial de las suspensiones. Este surfactante es compatible con los aislamientos de

M. anisopliae; 1a concentracion utilizada (0,2 %) no causa efecto significativo sobre los conidios (2).

6.1.2.2 Manejo de la Unidad Experimental:

Para cada aistamiento del hongo, el paso inicial fue ¢ de preparar la fuente de inéculo. Para tal
efecto, la concentracién de esporas aplicadas de cada aislamiento fue de 3 x 10'/cc, nivelando las
concentraciones a través de conteos con la camara de Neubauer. El indculo se prepard y aplico el

mismo dia de la recoleccion de los insectos.

La cclecta de insectos se realizé en campos que no presentaron historial de aplicacion de M.
anisopliae. Las ninfas se colectaron con pinzas, colocandolas en bandejas plasticas que contuvieron
granos de maiz germinado, para ser llevadas al laboratorio. Todo el equipo utilizado en la colecta de los

individuos estuvo debidamente esterilizado.

Previo a la inoculacién de los especimenes se efectud una seleccién de ninfas tomando en
consideracién el tamafic de los individuos y que tuvieran aproximadamente trés semanas de estarenel
estado ninfal.
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El método utilizado en la aplicacién del indculo sobre los individuos fue el de inmersion. Para
el efecto, se colocaron en una bolsita de “tul” las quince ninfas (una unidad experimental), para luego
realizar la inmersién en las suspensiones de los aislamientos contenidas en cada beacker, asegurandose

de que todos los individuos quedaran inoculados.

- Al inocular las ninfas se colocaron en cajas de Petri plasticas conteniendo una capa de algodén
y una de papel filtro para mantener la humedad. A estas cajas se les hizo un agujero en su tapa con un
didmetro de 2 cm sirviendo de entrada de oxigeno, y por donde empezaron a emerger las plantulas de

los granos de maiz germinados que se colocaron adentro, como alimento de las ninfas.
Esta fase se realiz6 tomando en consideracién las medidas asépticas de laboratorio.

Cuando se empezé a observar ninfas muertas, éstés se trasladaron a cadmaras himedas,
desinfectando los insectos con una solucién de Hipoclorfto de Sodio al 2%. Inmediatamente después
se realizaron lavados con agua desmineralizada, para luego colocarlas en cAmaras hiimedas. El traslado
de los individuos muertos se realizé usando pinzas desinfectadas en alcohol y flameadas con un
mechero para reducir el riesgo de contaminacién. Los insectos permanecieron en la cAmara hiimeda por
un minimo de 10 dias o cuando el insecto esporulara, haciendo observaciones con el microscopio
estereoscopio diariamente. | ' | '

6.1.2.3. Variable de respuesta:
Las variables de respuesta a medir fueron las siguientes:

~A. Parasitismo: Al término del ensayo se midi6 ¢l parasitismo (expresado en %) de acuerdo a la
siguiente formula: ' '

~Pp- _Ip *100 Pp: porcentaje de parasitismo
It .. Ip: No. de insectos parasitados
| It: No. de insectos totales .

B. Virulencia: Para determmar la varlable v1rulenc1a se reallzaron lecturas a diario despuds de haber
aplicado los tratamientos, tomando la mortalidad expresada en porcentaje por dia.
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6.1.2.4. Andlisis de la informacién:
A. Variable parasitismo.

Para la variable parasitismo se le realizé el anélisis de varianza a los valores expresados en
porcentaje. Al no existir diferencias significativas entre los tratamientos, no se realizd 1a prueba
multiple de medias planificada.

B. Variable virulencia.

Para determinar la variable virulencia se le realizé el anlisis de varianza utilizando el criterio
de series repetidas en el tiempo. Al no existir diferencias significativas en la interaccién Dia *
Aislamiento no se realizé la prueba de medias. '
6.1.3. Adultes

Los aislamientos del hongo Boliviana, Ilusiones, CG 93-3 y PL-43 se evaluaron para cuantificar
el parasitismo y determinar la virulencia sobre adultos de chinche salivosa. Para el efecto se utilizaron
insectos recolectados en campos sin historial de aplicaciones con M. anisopliae,.
6.1.3.1. Disefio experimental:

En este ensayo se utilizé el disefio experimental completamente al azar con submuestreo.

El disefio experimental comprendi6 cinco tratamientos y cinco repeticiones, teniendo un total de
25 unidades experimentales,

La unidad experimental, estuvo constituida por 15 frascos de vidrio de 2em de didmetro por 4.5
cm de altura, en donde se colocd un adulto por frasco.

La descripcion de los tratamientos es similar a la prueba realizada en ninfas (cuadro 2), de igual
forma el manejo de las suspensiones.
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6.1.3.2 Manejo de la Unidad Experimental:

Para cada aislamiento del hongo, el paso inicial fue de preparar la fuente de in6culo, realizandola
de la misma manera a la descrita en la prueba de ninfas de chinche salivosa.

La colecta de insectos se realiz6 en campos que no presentaron historial de aplicacion de M.
anisopliae. Los adultos se colectaron con trampas elaboradas con envases de plastico de 2 litros de
capacidad; una vez dentro se aplicé CO, para adormecerlos e inmediatamente trasladarlos en jaulas de
plasticos al laboratorio.

El método utilizado en la aplicacién del indculo sobre los individuos fue por inmersién. Para el
efecto, se colocaron en una bolsita de “tul” los quince adultos (una unidad experimental), para luego
realizar la inmersion en las suspensiones de los aislamientos contenidas en cada beacker, asegurandose
de que todos los individuos quedaran inoculados.

Al inocular los adultos se colocaron en los frascos de vidrio contenian en la base un disco de
papel filtro, para mantener la humedad y una porcién de hoja de cafia de aztcar que les sirvié como
alimento. Posteriormente se les colocd un cedazo de “Tul”, asegurada con un hule, logrando
proporcionarle oxigeno y asf evitar el escape del insecto. Esta fase se realiz6 tomando en consideracion
las medidas asépticas de laboratorio.

Cuando se empez6 a Qbsetvar adultos muertos, se trasladaron a cAmaras homedas, utilizando Ia
misma metodologia descrita en la parte de ninfas.

6.1.3.3. Variable de respuesta:
 Las ﬂ(ariables__de respuesta a medir fueron las siguientes:

A. Parasitismo: Al término del ensayo se midié el parasitismo (expresado en %) de acuerdo a la
siguiente férmula:

Pp« _Ip * 100 Pp: porcentaje de parasitismo
It ' Ip: No. de insectos parasitados
It: No. de insectos totales

=
I
!
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B. Virulencia: Se realizaron lecturas a diario después de haber aplicado los tratamientos.
6.1.3.4. Andlisis de ia informacion:
A. Variable parasitismo:

Para la variable parasitismo se le realizo el analisis de varianza a los datos expresados en
porcentaje. No hubieron diferencias significativas de los tratamientos evaluados, por lo tanto, no se
realizé la prucba multiple de medias planificada.

B. Variable virulencia:
Para determinar la variable virulencia se le realiz6 el analisis de varianza utilizando el criterio

de series repetidas en el tiempo. Al no existir diferencias significativas en la interaccién Dia *
Aislamiento no se realizo la prueba de medias planificada.

6.2 FASE DE INVERNADERO
6.2.1. Ubicacién del ensaye:

El ensayo se realizd en la casa de Malla de la seccién de Entomologfa del Centro Guatemalteco
de Investigacién y Capacitacién de la Cafia de Aztcar —CENGICANA-, ubicado en la estacion
experimental Camantulul, del municipio de Santa Lucfa Cotzumalguapa del departamento de Escuintla

Los aislamientos del hongo M. anisopliae evaluados en la fase de laboratorio (Boliviana,
Tusiones, CG 93-3 y PL-43) cuantificando su capacidad para parasitar las ninfas y adultos de chinche
salivosa. Para el efecto se utilizaron insectos recolectados en campos sin historial de aplicaciones con
M, anisopliae, procurando tener insectos del mismo tamafio, que tuvieran aproximadas tres semanas de
estar en estado ninfal, no existiendo restricciones para €l caso de aduitos.

6.2.2. Ninfas

6.2.2.1. Unidad Experimental:

La unidad experimental consistié en un recipiente en el que previamente se colocd un piloncito



27

de cafia de azhicar con el objetivo de que enraizara y creard el medio adecuado para el desarrollo del
insecto. La maceta utilizada, tuvo como dimensiones 0.12 m en su didmetro inferior, 0.20 m en su
didmetro superior y una altura de 0.13 m. El ensayo se manej6 con un disefio experimental en bloques
al azar con tres repeticiones. En cada unidad experimental se colocaron 15 ninfas de chinche salivosa
en las raices de la cafia.

" 6.2.2.2. Manejo de la Unidad Experimental:

Para cada aislamiento del hongo, el paso inicial fue de preparar la fuente de inéculo. Para tal
efecto, la concentracion de esporas aplicadas por cada aislamiento fue de 3 x 107/cc, nivelando las
concentraciones a través de conteos con la cAmara de Neubauer. El indculo se preparé y aplico el
mismo dia de la recoleccién de los insectos. A cada unidad experimental se le aplicaron 3.3 cc de la
suspension preparada. El inéculo se aplicé con un atomizador, utilizando uno diferente para cada
aislamiento. Luego de aplicar la suspensién del hongo, la unidad experimental se cubrié con un cedazo
de “tul” a manera de evitar fuga de insectos.

6.2.2.3. Variable de respuesta:

La variable de respuesta fue el porcentaje de parasitismo observado. Para ello, ocho dias despues
de aplicados los aislamientos del hongo, se contaron los insectos muertos que presentaron infeccion por
M. anisopliae (observada en cAmaras humedas) y el nimero total de insectos para cada maceta, teniendo
el porcentaje de parasitismo a traves de la siguiente formula:

Pp: _Ip * 100 Pp: porcentaje de parasitismo
It Ip: No. De insectos parasitados
It: No. De insectos totales

6.2.2.4. Analisis de la informacion:

Para la variable parasitismo se le realizé el andlisis de varianza a los datos expresados en
porcentaje. No hubieron diferencias significativas de los tratamientos evaluados, por lo tanto, no se
realizd la prueba multiple de medias planificada.
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6.2.3. Adultos
6.2.3.1. Unidad Experimental:

La unidad experimental consistid en un recipiente en el que previamente se colocd un piloncito
de cafia de azdcar con el objetivo de que enraizara y propiciara un medio adecuado para el desarrollo
del insecto. El recipiente fue similar al presentado en la figura 3, con la diferencia que las dimensiones
fueron de 0.30 m en su didmetro inferior, 0.35 m en su didgmetro superior y una altura de 0.4 m. El
ensayo se manejé con un disefio experimental en bloques al azar con cinco repeticiones. En cada unidad
experimental se colocaron 15 adultos de chinche salivosa.

6.2.3.2. Manejo de la Unidad Experimental:

El manejo que se le realizd a la unidad experimental fue similar a la descrita en la prueba de
ninfas en invernadero.

6.2.3.3. Variable de respuesta:

La variable de respuesta fue el porcentaje de parasitismo observado. Para ello, cuatro dias
después de aplicados los aislamientos del hongo, se contaron los insectos muertos que presentaron
infeccion por M. anisopliae (observada en cimaras hiimedas) y el nimero total de insectos para cada

maceta, teniendo el porcentaje de parasitismo a través de la siguiente formula:

Pp - _Ip_ * 100 Pp: porcentaje de parasitismo
It Ip: No. De insectos parasitados
it: No. De insectos totales

6.2.3.4. Analisis de la informacion:
La variable de respuesta analizada fue el parasitismo. Para ¢l efecto, se le realizd el andlisis

de varianza a los datos expresados en porcentaje. Al existir diferencias significativas entre
tratamientos, se realizé la prueba miltiple de medias Tukey al 5 % de significancia.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION -

'Los resultados obtenidos se analizaron conforme a cada una de las variables estudiadas.

7.1 Parasitismo de M. anisopliae sobre ninfas de chinche salivosa bajo condiciones de

~ laboratorio

En el cuadro 3A del apéndice se presenta el resumen del anélisis de varianza efectuado a la
prueba de parasitismo de M. anisopliae sobre ninfas.  Como se puede observar no existieron

diferencias significativas entre los tratamientos. Los datos analizados presentaron una distribucion
normal (Pr< w = 0.3457). |

Los valores observados de porcentaje de parasitismo en el tratamiento testigo fue de cero, por lo
tanto en el analisis estadistico no fue necesario incorporar dichos datos ya que éstos no son
representativos.

Como no se encontraron diferencias estadisticas significativas entre los aislamientos en la prueba

de parasitismo, se podria utilizar para el manejo integrado de la chinche salivosa cualquiera de los
aislamientos evaluados.

Lo anterior se puede confirmar en la figura 1. Sin embargo, se puede observar que el
comportamiento del aislamiento Ilusiones fue el que presentd mayor porcentaje de parasitismo (60%),
10 % mis alto élue' PL-43 (50%), 16% mayor que Boliviana (44%) y 18% mayor que CG93-3 (42%).
Por lo tanto, en la prueba de parasitismo observado sobre ninfas puede recomendarse la utilizacion del
aislamiento Ilusiones.

Por otra parté, en estudios de los aislamientos evaluados sobre eficiencia de produccién de

| cc;nidios_' bajo condiciones de produccién comercial 2, se encontré que el aislamiento CG 93-3 reporté
un _mayo.r porcentaje de eficiencia (4.88 %), seguido de la PL 43 (3.88%), I::1siones (1.42 %) y Boliviana
. (0.88 %)‘ (3,. 35). Por lo tanto, si se mejora la eficiencia de produccién de coﬁidios del aislamiento
Ilusiones puede ser una buena opcién para la utilizacion, debido al parasitismo observado. Ademas de
la eficiencia de produccion de conidios y el porcentaje de parasitismo de los aislamientos evalvados,
otro criterio que puede reforzar la seleccion del aislamiento a utilizar, son las condiciones climaticas

3 La eficiencia de preduccién de conidios, es la cantidad de conidios producidos en relacién a la cantidad de sustrato (awoz) ulilizado para el efecto.
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del lugar en donde fueron aislados ya que su comportamiento puede ser mejor al observado en la
evaluacion. Por lo tanto, al mejorar la eficiencia de produccion de los aislamientos Boliviana ¢
Husiones, se tendrian opciones de aplicacion para ires rangos altitudinales (En funcién del analisis

estadistico). -

Es importante recalcar la importancia de esta prueba, ya que en el plan regional de Manejo

Integrado de la chinche salivosa se recomienda enfocar el control sobre ninfas.

PORCENTAJE DE
PARASITISMO

BOLIVIANA I ILUSICNES I €Ge3-3 ‘ PL-43 l TESTIGO

Figura 3. Porcentaje de parasitismo de ninfas de chinche salivosa, con diferentes
aislamientos de M. anisopliae bajo condiciones de laboratorio,
CENGICANA, Escuintla 1998.

7.2 Virulencia de M. anisopliae sobre ninfas de chinche salivosa bajo condiciones de
laboratorio.

Estadisticamente los cuatro aistamientos respondieron igual a la aplicacién del hongo en los
diferentes dias de evaluacién; lo cual se puede observar en el resumen del analisis de varianza efectuado
a la prucha virulencia {cuadro 5A. del apéndice). Esto indica que no hay efecto alguno del tiempo sobre
los aislamientos evaluados que parasite a las ninfas de chinche salivosa (segtin la interaccién “ dia *
aislamiento”, Pr > F = 0.0829), por lo que el tiempo requerido para que los aislamientos causen la
mortalidad del insecto es similar.

Los valores observados de virulencia en el tratamiento testigo fue de cero, razon por la cual se

aplicé la misma regla que las prueba anteriores.
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En forma general se puede describir que todos los tratamientos tuvieron estadisticamente un
comportamiento igual, de tal forma en la figura 2, se puede cbservar que los aislamientos del hongo M.
anisopliae presentan su mayor incidencia al tercer, cuarto y quinto dia después de su inoculacion.

De igual forma se puede observar en la misma figura, que al tercer y cuarto dia el aislamiento CG
93-3 presenté mayor porcentaje de mortalidad acumulada seguida de Ilusiones, Bolivianay PL-43.

Por lo tanto, en todo programa de control biologico, se tiene que tomar en cuenta que la
cuantificacién de los resultados de aplicaciones con M. anisopliae sobre chinche salivosa en estado
ninfal, se debe observar a partir del quinto dia después de la aplicacién.

-
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Figura 4. Virulencia en ninfas de chinche salivosa con diferentes aislamientos de A/ anisopliae
bajo condiciones de laboratorio, CENGICANA, Escuintla 1998.
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73 Parasitismo de M. anisopliae sobre adultos de chinche salivosa bajo condiciones de

laboratovio

Los valores de la prueba de parasitismo de M. anisopliae sobre adultos, tuvieron un
comportamiento con una distribucién normal (Pr < w = 0.2037). En el cuadro 4A del apéndice se
presenta un resumen del anélisis de varianza, efectuado a dicha prueba y en donde se puede observar

que no existieron diferencias estadisticas significativas entre los aislamientos.

Los valores observados de parasitismo en el tratamiento festigo fue de cero, razén por la cual se
aplicé la misma regla que las prueba anteriores.

Como no existieron diferencias significativas entre los aislamientos se podria utilizar para el
manejo integrado de la chinche salivosa cualquiera de los aislamientos evaluados.

En la figura 3 se observa el porcentaje de parasitismo de M. anisopliae sobre adultos de chinche
salivosa, el aislamiento en el cual se obtuvo el valor més alto fue la PL-43 (70%) seguido de CG 93-3
- {62%) vy por Gltimo Boliviana (54%) e Ilusiones (54%).

En base a estudios consultados sobre la evaluacién de la eficiencia de produccion de conidios
bajo condiciones de produccién comercial se encontré que el aislamiento CG 93-3 produce mayor
cantidad de conidios (4.88 %) seguido de PL-43 (3.88%) (3, 35).

Por lo tanto, el aislamiento CG 93-3 tiene mayor potencial para utilizarse en el control de adultos
de la chinche salivosa. Sin embargo, nuevamente es importante considerar que al mejorar la eficiencia
de produccién de conidios de Ilusiones y Boliviana se puede tener mayores opciones de utilizacién en
relacién a las condiciones climéticas determinadas (en funcion del andlisis estadistico).
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PORCENTAJE DE PARASITISMO
N

BOLIVIANA  ILUSIONES CG93-3 PL 43 TESTIGO

Figura 5. Porcentaje de parasitismo de adultos de chinche salivosa, con diferentes
aislamientos de M. anisopliae bajo condiciones de laboratorio,
CENGICANA, Escuintla, 1998.

7.4 Virulencia de M. anisopliae sobre adultos de chinche salivosa bajo condiciones de
laboratorio.

- No se encontrd ningim efecto del tiempo sobre los aislamientos de M. anisopliae
declarandose estadisticamente no significativas las diferencias entre los mismos (Pr>F = (0.8889)
para la interaccion “dia * aislamiento™.

Un resimen de los andlisis de varianza de la prueba virulencia practicados se incluye en el
cuadro 7A del apéndice.

Para ¢l caso de los valores del testigo, el mecanismo fue similar a las pruebas anteriores.

En la figura 4 se puede observar el comportamiento en el tiempo de los aislamientos evaluados,
indicando que la PL-43 alcanzé el 70 % de mortalidad en el cuarto y quinto dia después de su
inoculacién, seguido de la CG 93-3 (60%), Boliviana (54%) e llusiones (34%).

En base a la eficiencia de produccioén de conidios y el porcentaje de mortalidad en menor tiempo la PL-
43 y CG 93-3 pueden ser una alternativa para la utilizacién a nivel comercial.



34
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- Figura 6. Virulencia en adultos de chinche salivosa con diferentes aislamientos de M anisopliae
bajo condiciones de laboratorio, CENGICANA, Escuintla, 1998.

7.5. Parasitismo de M. anisopliae sobre ninfas de chinche salivosa bajo condiciones de
invernadero

El parasitismo de M. anisopliae en ninfas de chinche salivosa, bajo condiciones de invernadero,
' tuvieron un comportamiento con distribucion normal (Pr< w = 0.4504). En el cuadro 8A del apéndice,
se presenta un resumen del andlisis de varianza efectuado a dicha prueba, en donde se observa que no

existieron diferencias estadisticas significativas entre los aislamientos.

Los valores observados de parasitismo en el tratamiento testigo fue de cero, razon por la cual se
aplicé la misma regla que las pruebas anteriores.

Al no existir diferencias significativas entre los aislamientos se puede utilizar para el manejo
integrado de la chinche salivosa cualquiera de los aislamientos evaluados.

En la figura 5 se puede observar que el aislamiento Boliviana presenté mayor porcentaje de
parasitismo (27%), 3% mayor que CG 93-3 (24%), seguido de Ilusiones (19%) y PL-43 (13%). Por
lo tanto, el parasitismo observado en la figura 5 nos indica que el aislamiento Boliviana puede
recomendarse para su utilizacién. En invernadero las condiciones son menos controladas que en el

laboratorio, por 1o que en invernadero los aislamientos nativos presentaron mayor parasitismo que
PL-43.
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Tomando en consideracion los estudios consultados sobre eficiencia de produccion de conidios
bajo condiciones de produccion comercial y el porcentaje de parasitismo el aislamiento CG 93-3 puede |
recomendarse para su utilizacién. Sin embargo, si se mejora la eficiencia de la produccion de conidi_os
del aislamiento Boliviana e [lusiones, éstas pueden ser otra opcion de utilizacién en el manejo integrado

_de la chinche salivosa a nivel comercial, en funcidn del estrato altitudinal donde se realice la aplicacién.

30 -

25 -1
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BOLIVIANA ILUSIONES CG 93-3 PL 43 TESTIGO

Figura 7. Porcentaje de parasitisao de ninfas de chinche salivosa, con diferentes

aislamientos de M. anisopliae bajo condiciones de invernadero, CENGICANA,
Escuintla, 1998.

7.6. Parasitismo de M. anisopliae sobre adultos de chinche salivos: bajo condiciones de
invernadero

En la prueba que se realizo en invernadero para los insectos en su fase adulta, el comportamiento
fue similar al observado en la prueba que se realizo a nivel de laboratorio.
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Los valores de la prueba de parasitismo de M. anisopliae sobre adultos bajo condiciones de
invernadero, tuvicron un comportamiento con distribucién normal (Pr< w = 0.3072), observandose en
el cuadro 9A del apéndice un resumen del analisis de varianza efectuado a dicha prueba. En el cuadro
mencionado se observa que existieron diferencias estadisticas significativas entre los aislamientos (5%
de significancia). Las medias de parasitismo se analizaron a través de la prueba de Tukey (cuadro 10
A) observandose que PL-43 fue el mejor tratamiento, aunque estadisticamente igual a CG93-3e
Hlusiones. Es importante recordar, que ¢l testigo no se incluye en el andlisis de varianza, ya que su valor
promedio fue de cero, razén por la cual se aplicé la misma regla que en las pruebas anteriores.

De tal forma, en funcién al requerimiento de encontrar un sustituto de PL-43, CG 93-3 e Ilusiones

son los mejores aislamientos, aungue €3 necesaric mejorar la eficiencia de produccion de conidios del
aislamiento Ilusiones. '

Por otra parte, en la figura 6 se puede observar el comportamiento promedio de los aislamientos
en la cual PL-43 mostr6 la mayor media seguido de CG 93-3 ¢ Tlusiones. En la misma gréfica la media
de parasitismo del aislamiento Boliviana es evidentemente inferior al resto de aislamientos, por lo que
su utilizacion para el conirol de adultos es cuestionado.
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Figura 8. Porcentaje de parasitismo de adultos de chinche salivosa, con diferentes
aislamientos de M. anisopliae bajo condiciones de invernadero, CENGICANA
Escuintla, 1998.
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8. CONCLUSIONES

8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

- 8.5.

8.6.

8.7.

8.8.

8.9.

El porcentaje de parasitismo de M. ani&opl'iae sobre ninfas de chinche salivosa bajo condiciones
de laboratorio, para los diferentes aislamientos fue: 44 % para Boliviana, 60% liusiones, 42%
CG 93-3 y 50% PL-43.

El porcentaje de parasitismo de M. anisopliae sobre ninfas de chinche salivosa bajo condiciones
de invernadero, para los diferentes aislamientos fue: 27% para Boliviana, 19% Ilusiones, 24%
CG 93-3 y 13% PL-43.

En la prueba de parasitismo de M. anisopliae sobre ninfas de chinche salivosa bajo condiciones
de laboratorio ¢ invernadero, no se encontraron diferencias estadisticas significativas

La viralencia de las ninfas de chinche salivosa por aislamientos de M. anisopliae , bajo
condiciones de laboratorio, se da en el tercer y cuarto dia.

No se observaron diferencias estadisticas significativas entre los aislamientos evaluados, en
cuanto a la virulencia de M. anisopliae sobre ninfas de chinche salivosa bajo condiciones de
laboratorio.

El porcentaje de parasitismo de M. anisopliae sobre aduitos de chinche salivosa bajo condiciones
de laboratorio, para los diferentes aislamientos fue: 54 % para Boliviana, 54% Tlusiones, 62%
CG 93-3 y 70% PL-43.

En la prueba de parasitismo de M. anisopliae sobre adultos de chinche salivosa bajo condiciones
de laboratorio, no se encontraron diferencias estadisticas significativas

En la prueba parasitismo de M. anisopliae sobre adultos de chinche salivosa bajo condiciones de
invernadero, para los diferentes aislamientos evaluados fue: 19% para Boliviana, 32.8%
Ilusiones, 49.2% CG 93-3 y 60.2% PL-43.

En la prueba de parasitismo de . anisopliae sobre adultos de chinche salivosa bajo condiciones

de invernadero, existieron diferencias estadisticas significativas de los aislamientos evaluados.



39

8.10. En funcién del parasitismo observado de M. anisopliae sobre adultos de chinche salivosa bajo

condiciones de invernadero, el aislamiento CG 93-3 es el mejor sustituto para PL-43 .

8.11. La virulencia de adultos de chinche salivosa por aislamientos de M. anisopliae , bajo condiciones

de laboratorio, se-da en el cuarto y quinto dia.

8.12. Lavirulencia de M. anisopliae sobre adultos de chinche salivosa bajo condiciones de laboratorio,

no presentod diferencias estadisticas significativas de los aislamientos evaluados.
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9. RECOMENDACIONES
1. Utilizar el aislamiento CG 93-3 como sustituto de PL-43.
3. Utilizar los aislamientos en funcién del estrato altitudinal donde fueron encontrados.
3. Realizar investigaciones tendientes a.mejorar la eficiencia de produccion de conidios de los

aislamientos [lusiones y Boliviana.
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Cuadro 3A Resumen de los resultados obtenides en cada prueba de la evaluacién de los aislamicntos de

M. anisopliae bajo condiciones de laboratorio e invernadero, 1,998.

Condiciones del | Estado de Variable de -y i
. . Andlisis Resultados
experimento la chinche respuesta
Boliviana 44%
llusiones 60%
Laboratorio Ninfa | parasitismo (%) | ANDEVA CG 93-342%
' ' PL 43 50%
Testigo 8%
Boliviana 44% | La mayor
| Virulencia | Ilusiones 60% incidencia la
. . {mortalidad en Serie repetidas  § CG 93-3 42% presentan al tercer,
-Laboratpne Ninfa 1 funcién del {eneltiempo  |PL 43 50% cuarto y quinto dia,
tiempo) ' | Testigo 0% - después de su
: ' inoculacion
Boliviana 27%
| | . . 1Tusiones 19%
Invernadero Ninfa | Parasitismo (%) | ANDEVA | CG 93-3 24%
PL 43 13%
Testige 0%
Boliviana 54%
) i - {lusiones 54%
Laboratorio { Adulto’ Parasitismo (%) |ANDEVA CG 93-3 62%
PL 43 70%
Testigo 0%
Boliviana 54% | La mayer
Virulencia | Tlusiones 534% incidencia la
: . : {mortatidad-en Serie repetidas | CG 93-3.62% presenrtan al cuarte
Laboratorio Adulto funcion del lenel .ticixpo PL 43 70% y quinto dia,
tiempo) Testigo 0% después de su
inoculacion
Boliviana 19%
1y | Husiones 32.8%
Invernadero Adulto 1 Parasitismo (34) ?3]]25\\: A 1CG 93-349.2%
_ PL 43 60.2%
1 Testigo 0%

Cuadro 4A. Analisis de varianza de la prueba parasitismo de los aislamientos de
M. anisopliae sobre ninfas de chinche salivosa a nivel de laboratorio, 1,998.

{ Fuente Variacion G.L. SC CM Fe Pr>F
Tratamiento 3 980 326.66 0.97 043 ™
Error 16 5400 337.50
Total 19 6380

ns =No existe diferencia significativa.

CV=3749%
Pr<w= 03457



Cuadro SA. Analisis de varianza de la prueba parasitismo de los aislamientos de

M. anisopliae sobre adultos de chinche salivosa a nivel de laboratorio, 1,998,

Fuente Variacion G.L. SC CM Fe Pr>F
Tratamiento 3 880 293.33 0.95 0.44 ™
Error 16 4920 307.50
Total 19 5800

ns = No existe diferencia significativa.

CV=2922%
Pr<w= 0.2037

Cuadro 6A. Analisis de varianza de la prueba Virulencia de los aislamientos de

M. anisopliae sobre ninfas de chinche salivosa a nivel de laboratorio, 1,998.

Fuente Variacién G.L. SC CM Fc Pr>F
Dia 2 | 204333 | 1021.66 5.10 0.0142
Aislamiento 3 | 65333 | 217.78 1.09 03731
Repeticion 4| 30000 75.00 037 0.8243
Aislamiento * repeticion | 12 | 1846.67 | 153.89 0.77 0.6750
Dia * aislamiento 259667 | 43278 | 2.16 0.0829™
Dia * repeticion 425000 | 53625 2.68 0.0294
Error 24 | 480333 | 20014
Total 50 | 1653333

ns = No existe diferencias significativa .

CV=28488%




Cuadro7A. Analisis de varianza de [a prueba Virulencia de los aislamientos de

M. anisopliae sobre aduitos de chinche salivosa a nivel de laboratorio, 1,998.

Fuente Variacién G.L. SC CM Fe Pr>F
Dia 2 | 1024333 | 512167 24.73 0.0001
- Aislamientio 3 326.66 108.89 0.53 0.6687
Repeticion 4 | 376.67 94.17 0.45 0.7680
Aislamiento * repeticion 12 1090.060 90.83 0.44 0.9307
Dia * aistamiento 463.33 77.22 0.37 0.8889 ™
Dia * repeticién § | 172333 | 21542 1.04 0.4347
Error 24 | 4970.00 | 207.08
Total 59 | 19193.33

ns = No existe diferencias significativas.

CV=73.17%

Cuadro 8A. Analisis de varianza de la prueba parasitismio de les aislamientos de

M. anisopliae sobre ninfas de chinche salivosa a nivel de invernadero, 1,998.

| Fuente Variacion G.L. SC M Fe Pr>F
Tratamientos 3 543.75 181.25 1.76 0.2074
Bloque. 4 1233.80 308.45 3.00 0.0624
Error 12 1233.00 102.75
Total 19 3010.55

ns = No existen diferencias significativas.

CV =49.09 %
Pr<w=04504




Cuadro 9A. Analisis de varianza de la prueba parasitismo de los aislamientos de
M. anisopliae sobre adultos de chinche salivosa a nivel de invernadero, 1,998.

Fuente Variacién GL. SC . CM Fe Pr>F
Tratamiento 3 4925.80 1641.93 5.09 0.0168"
Bloque 4 1616.20 404.05 1.25 0.3410
Error 12 3870.20 322.52
Total 19 10412.20

* = Diferencias significativas

CV= 4456 %
Pr<w=0.3072

Cuadro 10A. Prucba de medias de Tukey (significancia del 5%) para los valores de parasitismo
de los aislamientos de M. anisopliae sobre adultos de chinche salivosa a nivel de
invernadero, 1,998.

Aislamiento . Media. Grupo Tukey
PL-43 60.20 A
CG 93-3 : 49.20 AB
Ilusiones 32.80 AB
Boliviana 19.00 B




Cuadro 11A. Datos de la prueba parasitismo de los aislamientos de M. anisopline sobre
ninfas de chinche salivosa (Expresado en porcentaje) a nivel de laboratorio, 1,998.

TRATAMIENTO REPETICION ' PORCENTAJE
0
80
30
60
3
60
30
50
70

0
30
90
50
30

0
60
60
30
60
0
30
40
50
30
0

alnlwin|alolaloio|lols|wivia|olsjeipjajolb oo =
N I ENEN TN FN EN YR R PRIV KN TSI DTS D DS R Sl el e o




Cuadro 12A. Datos de la prueba virulencia de los aislamientos de M, anisopliae sobre
ninfas de chinche salivosa (Expresado en porcentaje) a nivel de laboratorio, 1,998,

TRATAMIENTO REPETICION %DM %DM2 %DOM3 %DM4 %DM5
1 K 0 0 0 30 10
1 2 0 0 20 40 0
1 3 0 0 20 10 0
1 4 0 0 0 50 10
1 5 0 0 30 0 0
2 1 0 0 10 50 20
2 2 0 0 10 20 0
2. 3" 0 0 50 20 20
2 4 0 0 30 0 60
2 5 0 0 0 20 20
3 K 0 0 10 20 0
3 2 0 0 30 20 0
3 3 0 0 40 10 0
3 4 0 10 0 20 0
3 5 0 0 30 20 0
4 1 0 0 0 50 10
4 2 0 0 0 50 20
4 3 0 0 0 30 0
4 4 0 0 0 20 40
4 5 0 0 20 10 0




Cuadro 13A. Datos de Ia prueba parasitismb de los aistamientos de M. anisopliae sobre
adultos de chinche salivosa (Expresado en porcentaje) a nivel de laboratorio, 1,998.

TRATAMIENTO REPETICION PORCENTAJE
1 - 80
70
80
80
0
70
40
60
90
0
80
40
40
60
0
30
50
60
50
0
30
70
70
70
0

2
3
4
5
]
2
3
4
5
1
2
3
4
5]
1
2
3
P
5
1
2
3
4
5
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Cuadre 14A. Datos de la prueba virnlencia de los aislamientos de M. anisopliae sobre
adultos de chinche salivosa (Expresado en porcentaje) a nivel de laboratorio, 1,998.

TRATAMIENTO REPETICION %M1 %DM2 %DM3 %DM4 %DMS5
1 1 0 10 50 0 0
1 2 0 30 30 0 0
1 3 0 0 50 30 0
1 4 0 0 | 30 0 0
1 5 0 0 30 | 0 0
2 1 0 30 20 20 0
2 2 0 30 10 0 0
2 3 0 0 20 20 0
2 4 0 _ 0 50 0 0
2 5 0 10 50 10 0
3 1 0 20 40 10 10
3 2 0 10 50 0 0
3 3 0 0 30 10 0
3 4 0 20 30 10 0
3 5 0 20 50 0 0
4 1 0 40 40 0 0
4 2 0 0 70 20 0
4 3 0 0 50 10 0
4 4 0 10 20 20 0
4 5 0 20 40 10 0




Cuadro 15A. Datos de la prueba parasitismo de los aislamientos de M. dnisop[iae sobre
ninfas de chinche salivosa (Expresado en porcentaje) a nivel de invernadero, 1,998.

TRATAMIENTO REPETICION | PORCENTAJE
7
20
20
13
0
20
13
27

O .
0
27
20
33
13
0
33
0
7
20
13
47
40
33
20
0




Cuadro 16A. Datos de la prueba parasitismo de los aislamientos de M. anisopliae sobre
adultos de chinche salivosa (Expresado en porcentaje) a nivel de invernadero, 1,998,

TRATAMIENTO REPETICION PORCENTAJE
' 14
33
57
14
00
25
62
40
100
00
20
14
57
56
00
17
22
43
71
00
19
33
49
60
00
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