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RESUMEN

El presente trabajo de graduacion lo componen tres partes, los cuales son: el diagndstico,
el proyecto de investigacion y los servicios. Se realizé en el Departamento Técnico Agricola
del Grupo Corporativo Santa Ana, ubicada en el municipio de Escuintla, Guatemala, Centro

Ameérica.

El Diagnostico fue la recopilacion de informacion primaria y secundaria sobre la
conformacion y la estructura del Departamento Técnico Agricola, la cual fue la base para
determinar a través de una matriz de prioridades las necesidades del departamento y
trabajar la investigacion principal y los servicios ejecutados en el Ejercicio Profesional

Supervisado.

Grupo Corporativo Santa Ana, tiene su sede en la finca Cerritos, el cual esta ubicada en el
kilometro 64.5 de la ruta nacional CA-9, en el departamento de Escuintla. EI Departamento
Técnico Agricola, pertenece a la Divisidbn Agricola y Servicios y se conforma por los
siguientes laboratorios; Parasitoides, Hongos Entomopatégenos, Meristemos, Control de
Calidad y Desarrollo de Proyectos, produccién de trampas adhesivas para chinche salivosa

y planta de maquiladora de cebos para roedores.

El presente trabajo de investigacion se realizo, con el fin de determinar el efecto de la edad
del hospedero D. crambidoides en la preferencia de parasitacion de la micro avispa C.
flavipes. Se sometio a estudio el lll, IV y V instar del barrenador D. crambidoides, para
determinar en cual o cuales de los instar se obtenia una mayor preferencia de parasitismo
de C. flavipes. Se observé que las larvas del barrenador tienen defensas externas, para el
caso de D. crambidoides es una larva muy agresiva. En las observaciones realizadas en
un 30 por ciento de los intentos de parasitacion de la avispa ésta fue eliminada por el
huésped de dos formas. La primera emitia regurgitaciones de un liquido por la boca, que al
caer sobre el parasitoide lo mata al dejarlo inmévil. Otro mecanismo de defensa de D.
crambidoides es que en la galeria que forma por su alimentacion, cuando el parasitoide se
acerca las larvas, toma un comportamiento de movimientos bruscos y enérgicos, con tal de

evitar ser parasitado eliminando de esta forma a la avispa.



El parasitoide Cotesia flavipes tiene preferencia de parasitismo sobre el instar [V con un
47 porciento en las evaluaciones realizadas en condiciones de laboratorio. EI maximo
porcentaje de parasitismo de obtuvo en los instares IV y V con 61 y 49 porciento
respectivamente. El encapsulamiento se registré con el valor mayor en el instar Ill, con un

32 por ciento contrarios a otras especies.

En los servicios realizados se evalu6 una alternativa biolégica para el control del barrenador
del tallo. Se evaluaron 6 dosis del hongo entomopatéogeno Beauveria bassiana para
determinar las dosis letales 50 y 90, y determinar el potencial del uso en el programa de

manejo integrado de barrenadores.

La DL50 y la DL90 de Beauveria bassiana sobre larvas penetrantes (3 dias de edad) fueron
3.14x10%* conidios/hectarea y 1.23x10% conidios/hectarea respectivamente, por lo que se

concluye su potencial como controlador biolégico.






CAPITULO | DIAGNOSTICO DEL DEPARTAMENTO TECNICO AGRICOLA, GRUPO
CORPORATIVO SANTA ANA, ESCUINTLA, GUATEMALA



1.1 PRESENTACION

Segun el Banco de Guatemala en el afio 2013 el Azucar, con US$ 941.9 millones (9.3%);
ocupa el segundo lugar entre los productos de mayor exportacion, esto refleja la importancia

del cultivo de la cafia de azucar en la economia nacional (3).

El cultivo es importante debido a que genera diversos empleos tanto directos como
indirectos durante la temporada de zafra, necesita de recurso humano para su operacion y

por lo tanto beneficia a la poblacién de la region.

Grupo Corporativo Santa Ana S A es una empresa privada, dedicada a la produccion y
exportacion de Azucar Refinada tipo “A”, Azucar Cruda, Azucar Blanca Standard,
(sulfitadab), Azucar Refina Local, AzGcar Superior, Azucar Morena, Melaza, Torta de
Cachaza, Energia Eléctrica. En los ultimos afios, los volumenes de produccion han sido
alrededor de 7,000,000 quintales de azucar zafra 2013-2014 (3).

Grupo Corporativo Santa Ana ubicadas en la finca Cerritos en el Km. 64.5 al sur de la
Capital de Guatemala, en el departamento de Escuintla, a 220 mt sobre el nivel del mar.
Localizado en las coordenadas siguientes: 14°14'36.5" Latitud norte y 90°50'21.44"
Longitud oeste. Se organiza de la siguiente manera Divisién de recursos Humanos, Division
agricola y servicios, Divisidbn administrativa, Division Industrial, Division de informética,
Divisién Financiera, el Departamento Técnico Agricola esta adscrito a la Division Agricola y

Servicios (9).

El Departamento Técnico Agricola, es la encargada del programa de manejo integrado de
plagas del Grupo Corporativo Santa Ana, se divide en dos lineas, la parte de laboratorios
en las cuales podemos mencionar laboratorio de Parasitoides, Hongos Entomopatdgeno,
Produccion de Trampas Adhesivas para chinche Salivosa, Planta de maquiladora de cebos
para roedores, laboratorio de Meristemos y laboratorio de Control de calidad y Desarrollo de
Proyectos, la otra linea es la de campo que es la de dar acompafiamiento a los programas

de plagas en las distintas fincas que administra el Grupo Corporativo Santa Ana.



1.2 MARCO REFERENCIAL
1.2.1 Agroindustria del Azucar.

En Guatemala operan actualmente 12 Ingenios, ubicados en 4 departamentos de la costa
del Pacifico. En la zafra 2010-11, estas fabricas cultivaron un area de 235 mil hectareas, en

las que producen 20.8 millones de toneladas de cafa molida (2).

Los 12 ingenios generan alrededor de 350,000 empleos directos e indirectos en época de

Zafra. De esa suma, 35,000 empleos corresponden a cortadores de cafia.

e i RN
= . PALO i I B . »
7D we GORDO RS e ¢ : L—J 4 soras®

Sents Tomona

@ IS
\JLA UNION e e 530, dulees

L PILAR, BA

Figura 1 Ingenios Operando en Guatemala.
1.2.2 Grupo Corporativo Santa Ana
A. Mision
Ser el lider por excelencia en la administracion estratégica de la agroindustria azucarera,
competitivo en el contexto empresarial que nos demanda el siglo XXI, través de un alto
grado de tecnificacion en todas nuestras areas y un equipo humano motivad, desarrollado
y visionario que nos consolide como un grupo de clase mundial, superandonos
permanentemente por medio del mejoramiento continuo, con participacion activa a todo

nivel, sirviendo de modelo a otras empresas de Guatemala y Centro América para

proyectarse al mundo (8).

B. Vision
Somos un Grupo corporativo visionario, comprometido con el progreso y bienestar de
Guatemala, dedicado a producir eficientemente bienes y servicios de Optima calidad,
derivado de la cafia de azucar, por medio del desarrollo de los recursos humanos y

tecnolégicos para satisfacer las necesidades de nuestros clientes nacionales e

internacionales (8).



C. Politicas de Organizacion

La politica o filosofia de la organizacion hace mencion de varios aspectos que contribuyen

para que cada colaborado se pueda desempefiar con profesionalismo.

Hacer uso de la iniciativa y creatividad.

Si se tiene ideas nuevas, sugerirlas.
Conocer las responsabilidades y cumplirlas.
Trabajo analitico.

Realice el trabajo cada dia mejor.

Amplié sus conocimientos.

Piense y actué en forma positiva.

D. Actividades de Grupo Corporativo Santa Ana.

El Grupo Corporativo Santa Ana tiene dos mercados hacia los cuales comercializa los

diversos productos que son aceptados por su calidad.

a. Mercado de Exportacion.

i.  Azucar Refinada tipo “A”

Es el azicar de mayor calidad. Sus especificaciones técnicas son: color 0-45
grados ICUMSA (constituye el factor mas importante para este tipo de azucar),
Pol 99.85 minima y humedad 0.004 por ciento (9).

ii. AzuUcar Cruda

Lo constituye el azdcar con un Pol minimo de 97.9 por ciento.

b. Mercado Interno.

i.  Azucar Blanca Standard (o sulfitada)
Es el azucar de mayor venta para el consumo nacional. Sus propiedades son Pol

99.4-99.6 por ciento. Color 180-400 ICUMSA, humedad 0.2 por ciento. Contiene
vitamina A en una concentracién de 12 a 20 ppm. En la Corporacion Santa Ana

se comercializa bajo la marca “Cafia Real” (9).



ii. Azlcar Refina Local

Es un azucar con 0 - 80 grados ICUMSA, Pol 99.6-99.8 por ciento, Humedad 0.04
por ciento. Este tipo de azucar al igual que la anterior también esté vitaminada.

En Santa Ana se empaca bajo la marca Nevada (9).
iii.  Azucar Superior

Es un azucar con 99.6-99.79 por ciento de Pol, Humedad 0.10 por ciento, olor 80
- 200 ICUMSA (9)

iv.  Azucar Morena:
Es un azucar con 98-99.4 Pol, 0.40% Humedad y Color 400-800 (9).
v. Melaza:

Se le denomina asi a la miel final que se obtiene en el Ultimo agotamiento en el
ciclo de mazas. Sus especificaciones técnicas son: Brix 85% y pureza entre 30 y
35. Constituye la materia prima para hacer alcohol y rones; ademas se usa para
alimento de ganado. Este producto se distribuye tanto para mercado nacional

como para el internacional (9).

vi. Torta de Cachaza

Constituye el lodo filtrado y lavado, producido por la precipitacion en el proceso
de clarificacion de jugo mezclado. Sirve como fuente primaria para abonos

organicos en la produccion agricola (9).
vii.  Energia Eléctrica:

Las especificaciones de ester servicio es que la empresa cumpla con la cantidad
de MW que se proyecte generar o cogenerar. Dicha generacion se efectla a
69,000 voltios, 60 Hz, trifasica y un factor de potencia de 0.85. Actualmente,
estamos generando 40 MW y vendemos 32 MW a la EEGSA (9).



E. Prestaciones y Servicios ofrecidos a los trabajadores.

c. Servicio de Bus:

La empresa para sus distintos trabajadores tiene el servicio de transporte, para las
distintas colonias del municipio de Escuintla como, Santa Lucia Cotz. y Masagua se

tienen horarios establecidos en relacion a los horarios de trabajo .

d. Servicio Médico laboral:

Atiende a los trabajadores que sufren de alguna enfermedad o han tenido algun
accidente, asi mismo se les proporciona un botiquin portatil, para que se utilice en
casos de emergencia, ademas al personal se les instruye en como prestar primeros

auxilios.

1.2.3 Ubicacion Geografica de la Empresa

El Grupo Corporativo Santa Ana esta localizado en la finca Cerritos del municipio de
Escuintla, del departamento del mismo nombre, las coordenadas son 14° 14" 34.7atitud
norte y 90° 50" 35.8“Longitud oeste (7).

Esta situado a 4.5 km del municipio de Escuintla y una distancia de 65.6 km de la ciudad
capital. Colinda al norte con las carreteras que conducen hacia el municipio de Santa Lucia
Cotz, al sury al este ¢ on el municipio de Masagua, Escuintla y al oeste con la finca Rancho

Maria. Las instalaciones del ingenio tienen una extension de 423.24 Hectéareas (9).

1.2.4 Condiciones Climaticas.

Las condiciones climéticas que imperan en Cerritos presentan una temperatura promedio
anual de 25.65 °C, precipitacion pluvia oscila entre 2,000 a 3,000 mm/afio, distribuidos en 8
meses de los cuales, el mes de mayor precipitacion pluvial es septiembre con 700 milimetros
de lluvia; la unidad industrial de la corporacion esta asentada a una altitud de 158 metros

sobre el nivel del mar (msnm), y la humedad relativa promedio anual es de 89 % (5).



1.2.5 Suelos

Los suelos se ubican en el 4pice y cuerpo de los abanicos planicie fluviovolcanica de pie de
monte, el relieve es ligeramente inclinado, con pendientes comprendidas entre el 1 el 3%.
Los suelos de esta region fisiografica son suelos bien drenados, en los cuales el
movimiento del agua se facilita en forma superficial y a través de los horizontes que
conforman el perfil del suelo; debido a la limitacion de raices son considerados, suelos
profundos a pesar de que a los 120 cm. Aparece el lecho de gravilla y cascajo que pueden

convertirse en caracteristicas limitantes para el buen desarrollo radicular de las plantas.

Estos suelos se encuentran dentro la clasificacion tierras como parte de la provincia
fisiografica “Llanura Costera del Pacifico”; como categoria de Uso Potencial segun el
Manual de Clasificacion de Tierras del Instituto Nacional de Bosques -INAB- estan
clasificados como suelos de clase A que corresponde a un soporte de agricultura sin
limitaciones, lo cual pueden soportar cultivos agricolas altamente exigentes en
nutrimentos, a la vez que no tienen limitaciones de pendiente, profundidad, pedregosidad
o drenaje. Permite cultivos agricolas en monocultivo o asociados en forma intensiva o

extensiva y puede ser objeto de mecanizacion.

1.2.6 Vias de acceso

El departamento se ubica dentro de la finca Cerritos, se comunica a los municipios de
Escuintla a 4.5 kilbmetros y a Santa Lucia Cotzumalguapa a 23 kilbmetros mediante la
carretera al pacifico. Existe una red de calles de terraceria, que funcionan para la circulacion

de vehiculos dentro del casco de la finca.

Existen calles de terraceria amplias para la comunicacion vial en las fincas anexas, asi como
caminos y rondas para el acceso a los distintos cafales donde se realizan todas las

actividades que le corresponde al departamento.



1.2.7 Composicién econdmica y social del lugar.

Los trabajadores que laboran en el ingenio son procedentes de los municipios de Masagua,
Santa Lucia Cotz. y Escuintla ademas de algunas personas que viven en la finca Cerritos.
La cantidad de horas de trabajo lo constituyen 9 horas diarias, distribuidas de lunes a
sébado; existen una variante para algunos trabajadores que son claves en época de zafra,
estos trabajan durante toda la semana (Lunes- Domingo), se forman turnos para realizar

un descanso que les permita reincorporarse de nuevo al trabajo.

1.2.8 Estructura organizacional Grupo Corporativo Santa Ana.

El Grupo Corporativo Santa Ana funciona con una estructura jerarquica, también conocida
como “Departamentalizacion Vertical” cuya ventaja consiste en aumentar la calidad en la
direccion aumentando los niveles jerarquicos, pero con la desventaja de disparar el costo e
la operacion. Es dirigida por una Junta directiva y se estructura en seis Divisiones y el Staff

de la Gerencia General (8).

F. Gerencia General.

El gerente general es responsable de dirigir, planificar, coordinar, supervisar, controlar y
evaluar las actividades de la gestion técnica y administrativa de las gerencias de division e
impartir las instrucciones para la ejecucion de las funciones correspondientes, ademas de
definir e interpretar las politicas establecidas por la direccién. El correcto desempefio de
estas obligaciones requiere de un conocimiento funcional de todas las fases de la operacion

de la empresa, y una buena comunicacién con sus subordinados (9).

G. Divisidon de recursos Humanos.

Su mision es satisfacer en forma eficaz los requerimientos de los recursos humano
adecuado mediante técnicas y procedimientos actualizados, propiciando las condiciones
Optimas para su desarrollo personal y dentro de la empresa, con el proposito de lograr la

mayor eficiencia del Grupo Corporativo (9).



H. Division administrativa.

Es la division completamente de servicios, comprometida con todas las divisiones del
corporativo, a quienes asisten en sus necesidades en forma eficiente y oportuna, a través
de una organizacion adecuada, utilizando recurso humano capacitado y tecnologia para

satisfacer a sus clientes (9).

[. Division Industrial

Es la parte que se encarga de la transformacion de la cafia de azUcar y otros derivados,
administrando los recursos humanos, fisicos y tecnolégicos para satisfacer las necesidades

de los clientes nacionales e internacionales (9).

J. Divisiéon de informatica

Organizacion encargada de proporcionar soluciones relacionadas con la planificacion,
comunicaciones, tecnologia de la informacion, comunicaciones, automatizaciones industrial

y control de proceso para optimizar la produccién y administracion (9).

K. Divisidon Financiera.

La adecuada administracion de los recursos financieros, para la ejecucion del proceso
productivo, del funcionamiento e inversiébn generando informacioén financiera confiable y
oportuna, a través del desarrollo de recurso humano, de procedimientos u tecnologia
actualizada, para la adecuada toma de decisiones de la administraciéon del Grupo

Corporativo Santa Ana (9).
L. Division agricola y servicios
Es un equipo multidisciplinario, cuyo compromiso fundamental es el aprovechamiento

integral sostenible de os recursos naturales, para producir cafia de azucar, otros productos

agricolas, servicios de cosecha, taller y transporte (9).
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Generales

Conocer la situacién actual del Departamento Técnico Agricola e identificar los principales
proyectos investigaciones del Laboratorio de Control de Calidad y Desarrollo de Proyectos,

Departamento Técnico Agricola, Grupo Corporativo Santa Ana, Escuintla

1.3.2 Especificos

a) Conocer la estructura del Departamento Técnico Agricola Grupo Corporativo Santa
Ana.

b) ldentificar las diferentes actividades que realiza el Departamento Técnico Agricola

c) ldentificar los diferentes problemas del Departamento Técnico Agricola
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1.4 METODOLOGIA

1.4.1 Delimitacion del sistema

El sistema sujeto a estudio del Ingenio Santa Ana fue el departamento Técnico Agricola, en
la cual se consideraron todos los elementos y factores relacionados con el funcionamiento
del ingenio, Asi como el rol del departamento en la productividad que se maneja, esta fase
se realizo a través de informacion primaria de jefe del Departamento Técnico Agricola.

1.4.2 Determinacion de los problemas del Departamento

Los problemas del Departamento Técnico Agricola, se establecieron a través de la
observacion, y dialogo con los encargados de cada laboratorio del departamento, siendo los

problemas encontrados temas a estudiar para establecer las casusas de los problemas.

1.4.3 Herramientas utilizadas

Las herramientas que se utilizaron para recolectar la informacion cualitativa fueron
entrevistas personales (6 entrevistas; Jefe de Departamento y jefe de cada laboratorio), en
la entrevista se preguntaron los roles del departamento y su historia, ademas observo los
procesos que se realizan en cada uno de los laboratorios, ejecutandose tanto en el campo

como en las instalaciones del departamento técnico agricola.
A. Entrevistas

Este sistema se realizé con las distintas personas encargadas de los laboratorios.
B. Observaciones

Esto sirvié principalmente en la ampliacién de las descripciones de las areas, cuyo contenido
es analizado mediante observaciones realizadas en cada una de las areas de la empresa,

asi como de las areas en donde se ejecutaran los proyectos.
C. Sondeos

Durante las dos primeras semanas del mes de Febrero de 2013 se realizaron recorridos por
las fincas y laboratorios guiados por el encargado de las fincas. Durante las visitas fue
posible observar y consultar aspectos relacionados al manejo del cultivo de cafia, y el

funcionamiento de los laboratorios.
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1.5 RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del diagnéstico se presentan a continuacion en el cual se analizé la

informacion obtenida del Departamento Técnico Agricola, Grupo Corporativo Santa Ana.
1.5.1 Estructura organizacional

El departamento Técnico Agricola del Ingenio Santa Ana se encuentra conformado por el

jefe de departamento, coordinador de laboratorio, jefe de seccion y los diferentes jefes de

laboratorio de las distintas unidades de produccion, el jefe del departamento es el que se

encarga de planificar y de coordinar las actividades de laboratorio y labores de campo.

A continuacion se presenta el organigrama del Departamento Técnico Agricola

VRN
Jefe de departamento
N S
Vi
Coordinador de
laboratorios
Jefe de seccion
N
. Jefe Laboratorio . . Jefe laboratorio de
Jefe Laboratorio Jefe laboratorio Jefe laboratorio de -
. Hongos o - Rodenticida y
Control de calidad Parasitoides meristemos !
Ento@enos Tram@:’-\d/heswas
N NS N

Figura 2 Organigrama Departamento Técnico Agricola

1.5.2 Datos generales

El departamento Técnico agricola, tiene a su cargo las aplicaciones, insecticidas asi como
el manejo y control de plagas; también es el responsable de la produccion de parasitoides,
produccion de entomopatdégeno, cebos para roedores, trampas adhesivas para chinche

salivosa y producir semilla de calidad libre de plagas y enfermedades ver figura 3.
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Figura 3 Conformacién del Departamento Técnico Agricola

1.5.3 Laboratorios

A. Laboratorio de produccién de hongos entomopatégeno

El laboratorio de hongos entomopatdégeno es la dependencia del Departamento Técnico
Agricola encargada de la produccidon microorganismos patégenos de insectos plaga y

enfermedades.

En la cafia de azlcar existe un insecto plaga del genero Aeneolamia (Hemiptera,;
Cercopidae), conocido como chinche salivosa; salivazo, alimentdndose mayormente de
gramineas; en Guatemala ha sido considerada como una plaga primaria desde 1990 (6).

El adulto de esta plaga se alimenta de la savia de las hojas, inyectando una sustancia toxica

que ocasiona necrosis de los tejidos.

Metarhizium anisopliae es un microrganismo patogeno de la familia de los cercopidos como
por ejemplo el complejo de Aeneolamia sp, que ataca el cultivo de cafia de azucar. El
cuadro 1 presenta lo que produce principalmente en el laboratorio de hongos

entomopatdgeno.
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Cuadro 1 Plagas, enfermedades y hongos patdgenos de cada una de ellas.

Plaga o enfermedad Hongo promisorios
Metarhizium anisopliae
Paecylomices lilacinus

Chinche Salivosa (Aeneolamia sp)

Barrenador (Diatraea sp) Beauveria bassiana
Chinche de encaje (Leptodictya tabida) Beauveria bassiana
Salton Coludo (Saccharosydne Metarhizium anisopliae
saccharivora) Beauveria bassiana
Cephalosporium sacchari Trichoderma sp.

Para la produccién de hongos patdgenos hay que tomar en cuenta aspectos importantes,
principalmente la asepsia, manejo, y las condiciones (temperatura, humedad y horas luz)
para producirlos. En el Laboratorio de Produccion de Hongos Entomopatdgeno se dedica
a producir diferentes tipos de hongos, asi también la investigacion de cepas y hongos

nuevos.

B. Laboratorio de produccion de parasitoides

Ingenio Santa Ana, como parte del control de D. crambidoides en el cultivo de cafa de
azucar en las fincas que se encuentran bajo su administracion, realiza la liberacién del
parasitoide Cotesia flavipes. El laboratorio de parasitoides se dedica a la produccion de la
micro avispas para el control de barrenador del tallo (Diatraea sp). Las avispas son

producidas utilizando como huésped la especie Diatraea saccharalis.

Ademas de la produccién de parasitoides el laboratorio de parasitoides del ingenio Santa
Ana se encuentra actualmente con la produccion de Diatraea crambidoides. Produccion que
sera utilizada en un proyecto conjunto con el Ministerio de Agricultura de los Estados Unidos
(USDA) por medio de Mosca del Mediterraneo (MOSCAMED) en Guatemala, para la
liberacion de adultos estériles en campo. Dicha investigacion busca reducir la poblacién de

D. crambidoides.

Para el proyecto de adultos estériles el laboratorio se dedica a la produccion de pupas de la
especie D crambidoides que luego son esterilizadas en la planta de irradiacion del
programa MOSCAMED, después las pupas se esperan que emerjan los adultos y se
liberan en los campos para que copulan las especies de campo Yy la descendencia de

estos seran estériles.
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C. Laboratorio de produccién de cebos para roedores

La rata de campo es de las plagas de importancia econémica con amplia distribucion en la
zona cafera de Guatemala ya que al menos 109,475 hectareas son monitoreadas en
cosecha (4,5).

La planta de cebos para roedores se dedica a la produccion de en masa de mezcla de maiz
quebrantado, harina de maiz, esencia de vainilla y como ingrediente activo el coumatetralil

para el control en campo de la plaga Sigmodon hispidus.

D. Planta de produccién de trampas adhesivas para chinche salivosa

El uso de trampas es una de las técnicas mas utilizadas en la deteccion, control y monitoreo
de los insectos. En las trampas se puede utilizar insecticidas de cierta volatilidad u otros

sustancias como liquido pegajoso o bien un recipiente con agua, aceite etc.

Actualmente se utiliza las trampas adhesivas o0 pegajosas para el control y monitoreo de la
chinche salivosa (Aeneolamia sp), en el cultivo de cafia de azucar, que consiste en
superficies cuadradas de 0.8 m por 0.6 m, las cuales son impregnadas con pegamento
“Stickem” con el fin de que los insectos sean atrapados y retenidos. La eficiencia de este
tipo de control radica exclusivamente en focos, procurando localizar estos rapidamente a

manera que no se extiendan y causen dafio foliar en los cultivos de cafia de azucar (6).

La planta de se dedica a la produccion de trampas verdes con pegamento de las siguientes
dimensiones 0.8m por 0.6 m.

E. Laboratorio de biotecnologia

La palabra micropropagacion ha sido utilizada para definir las distintas técnicas empleadas
para la multiplicacion de plantas in vitro y tiene como premisa que las plantas resultantes
del proceso sean fenotipica y genotipicamente idénticas a la planta que les dio origen.
Siendo la técnica de formacién de yemas axilares el sistema de regeneracion mas empleado
para la produccion de vitroplantas con fines comerciales, debido a la estabilidad genética
del material que se obtiene y la facilidad con que puede ser establecido el método en

distintas especies.
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En el caso de la cafia de azUcar cobra especial importancia este método de propagacion
dados los problemas sanitarios relacionados con la produccion de semilla por métodos
tradicionales y los bajos coeficientes de multiplicacion de esta especie que impide la rapida
propagacion de plantas libres de enfermedades y la introduccion a la produccion de

variedades promisorias.

F. Laboratorio de control de calidad y desarrollo de proyectos

El laboratorio de control de calidad y desarrollo de proyectos tiene dos funciones, la primera
es el control de calidad de los productos de los diferentes laboratorios que tiene adscrito
el departamento técnico agricola. Y la otra es la generacion de nuevas tecnologias a traves

de la investigacion y validacion en campo.
Las actividades que se desarrollaran en esta unidad para cada laboratorio son:

a. Laboratorio de parasitoides

i.  Certificacién de salas. (Monitoreo de contaminantes) Placas.
ii.  Monitoreo de contaminantes en cajas plasticas utilizadas en el proceso productivo.
iii.  Control de calidad de vasos de liberacion.
iv.  Eficiencia de parasitacion con larvas de campo.
v.  Auditar produccion vrs Liberacion.
vi.  Seleccion, mantenimiento y producciéon de biotipos de Cotesia flavipes.
vii.  Parasitismo de las liberaciones comerciales de Cotesia flavipes.

viii.  Certificacion de crisalidas.

b. Laboratorio de hongos entomopatdégeno (Metarhizium anisopliae)

i.  Concentracion de conidios/gramo.
ii. Viabilidad de hongo almacenado en cuartos frios y de aplicaciones.
iii.  Pureza (determinacion de presencia de contaminantes u otros hongos).
iv.  Patogenicidad (huevos, ninfas y adultos).
v. Virulencia (TLso y TLoo).
vi.  Muestreos y analisis de UFC (unidades formadoras de colonia).

vii.  Parasitismo de campo.
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c. Unidad de huevos de “chinche salivosa”

i.  Realizacion y certificacion de los andlisis de suelo para la determinacion de huevos
fértiles de la “chinche salivosa”

d. Lineas de investigacion

i.  Produccion de hongos entomopatdégenos Beauveria bassiana y
Paecylomices lilacinus.

Colaborar en el desarrollo de investigaciones para la produccién de estos hongos
Concentracion de conidios/gramo

Viabilidad de laboratorio y de aplicaciones

Pureza (determinacién de presencia de contaminantes u otros hongos)
Patogenicidad (huevos, ninfas y adultos)

Virulencia (TL50 y TL90)

Parasitismo de Campo

AR N N N SR

ii. Proyecciones para aplicaciones de Bacillus thuriengiensis vy
reguladores de crecimiento.

iii. Plagas de Suelo y otras plagas

Seleccion de cepas de hongos entomopatégenos para estudios con:

v Phyllophaga spp
v' Termitas
v Ron-Ron

iv.  Estudios en otras plagas

Chinche de encaje Leptodyctia tabida
Coludo Saccharosydne saccharivora
Elasmopalpus lignoselus

Afidos.

AR NEENEEN
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v. Produccion de otros biocontroladores

a) Hacer estudios de reproduccion y eficiencia de otros parasitoides larvales y pupas
del complejo de barrenadores presentes en diferentes fincas de la empresa.

b) Mantenimiento del pie de cria y produccién de crisalidas de Diatraea crambidoides
para la ejecucion del proyecto “esterilidad de adultos de Diatraea spp”.

c) Obtencion del pie de cria Diatraea crambidoides de larvas colectadas en la labor de
entresaque de corazén muerto.

1.5.4 Acompafamiento técnico en campo

El departamento técnico ademas del manejo de los laboratorios, da acompafiamiento y tiene
la responsabilidad de que los programas de plagas (Barrenador, Chinche salivosa y
roedores) se ejecuten en las distintas fincas que estan bajo administracion del Ingenio. Para
esto el departamento tiene un técnico capacitado en cada una de las regiones en las que
se divide el ingenio, este técnico coordina, da acompafamiento, supervisa que cada una de

las labores de plagas se realicen de la mejor manera en cada finca.

A. Manejo de informacion

El manejo de la informacion es basica en cada programa para verificar las eficiencias e
impactos que tienen los programas de plagas en campo, para esto el Departamento Técnico
Agricola tiene una unidad que se encarga del manejo de la informacion de los diferentes

paquetes de plagas que se detallan continuacion.

a. Roedores

Se lleva un control de las poblaciones de la plaga el cual se grafica y se hacen mapas con
escalas por dafo para identificar las areas con mayor infestacion y poder hacerles el
respectivo control, esta plaga es constante por lo cual esta informacién se maneja todo el

ano.
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b. Chinche salivosa

El monitoreo de chinche salivosa comienza al presentarse las primeras lluvias de la
temporada de invierno. Se recomienda el monitoreo de Precision en el area endémicay con
alto riesgo de dafio; asi como el monitoreo semi detallado en el resto del area para detectar

la expansion de la plaga y migraciones.

Se hacen mapas semanales con escalas por dafio para identificar las areas con mayor
intensidad y poder hacerles el respectivo control. Esta plaga se monitorea en los meses de

mayo a octubre y se monitores en estado de ninfa y adulto.

c. Daino foliar

El adulto de chinche salivosa se alimenta de la savia de las hojas, inyectando una sustancia

toxica que ocasiona necrosis de los tejidos.

El dafio foliar es un monitoreo el cual consiste de las hojas de cafia de azUcar para el evaluar

la intensidad de dafo de la chinche salivosa.

Este se hace al finalizar la temporada (un Uunico muestreo) de chinche salivosa, consiste en
monitorear los focos en donde hubo mayor presencia de plaga. El dafio foliar también se
representa en mapas con escalas de dafio que van de 0% , 0.1 — 20% 20.1 — 40%, 40.1
- 60%, 60.1—-80%, 80.1- 100%. Esta es una herramienta para medir el impacto de

paquete de manejo integrado de chinche salivosa.

d. Muestro en los frentes de corte

El monitoreo de cosecha se realiza para los siguientes parametros infestacion e intensidad
de infestacion de barrenador, infestacion e intensidad de infestacion de roedor, muermo
rojo, termita y ronron en cosecha. Este muestreo mide el impacto de los diferentes paquetes
de manejo integrado de plagas y sirve como parametro para las medidas de control en los
diferentes lotes para la siguiente temporada. Esta informacion se maneja en los meses de
noviembre a mayo y también se presenta en mapas con escalas de dafio y cuadros en
donde los datos van representados por niumero de corte, variedad. Esta informacion se va

comparando con la temporada anterior.
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1.5.5 Matriz de priorizacion de problemas

La matriz se utiliza cuando se quiere jerarquizar los problemas encontrados en el
diagndstico y asi poder corresponder a los problemas mas importantes para encontrar una
forma de solucionarlos.

Con la informacion primaria y secundaria que fue recopilada en los diferentes laboratorios
se concluye que en el laboratorio de control de calidad y desarrollo de proyectos es donde
se tienen mas investigaciones pendientes (problemas) por lo que se decidio trabajar

Unicamente en este laboratorio.

En el cuadro 2, 3 y 4 se observa la matriz de prioridades de investigaciones del
Departamento Teécnico Agricola, primero la investigacion sobre la preferencia de
parasitismo de Cotesia flavipes sobre el barrenador del tallo Diatraea crambidoides para
conocer mas sobre los factores que inciden en la relacion parasitoide-huésped y ademas se
desea conocer las dosis letales del hongo entomopatdogeno Beauveria bassiana sobre

larvas penetrantes del barrenador del tallo.

Cuadro 2 Matriz de priorizacion de problemas.

PREFERENCIA DE PARASITISMO DE
Cotesia flavipes Cameron (Hymenoptera: . :
Problema entomopatdégeno Beauveria
Braconidae), SOBRE DIFERENTES bassiana para barrenador

INSTARES DE Diatraea crambidoides

PREFERENCIA DE PARASITISMO

SOBRE DIFERENTES INSTARES

DE Cotesia flavipes Cameron DE Cotesia flavipes Cameron

(Hymenoptera: Braconidae), (Hymenoptera: Braconidae),

DE Diatraea crambidoides DE Diatraea crambidoides

Evaluacion de seis dosis del hongo

PREFERENCIA DE PARASITISMO DE
. : Cotesia flavipes Cameron (Hymenoptera:
entomopatégeno Beauveria

bassiana para barrenador Braconidae), SOBRE DIFERENTES

INSTARES DE Diatraea crambidoides

Evaluacion de seis dosis del hongo

PREFERENCIA DE PARASITISMO

SOBRE DIFERENTES INSTARES




Cuadro 3 Jerarquizacion de problemas por frecuencia y rango

No.

Problema Frecuencia| Rango

PREFERENCIA DE PARASITISMO DE
Cotesia flavipes Cameron (Hymenoptera:
Braconidae), SOBRE DIFERENTES
INSTARES DE Diatraea crambidoides

Evaluacion de seis dosis del hongo
entomopatdégeno Beauveria bassiana para 0 2

barrenador

Cuadro 4 Priorizacién de problemas identificados en Departamento Técnico Agricola

No. Problemas identificados
PREFERENCIA DE PARASITISMO DE Cotesia flavipes Cameron
1 (Hymenoptera: Braconidae), SOBRE DIFERENTES INSTARES DE
Diatraea crambidoides
5 Evaluacion de seis dosis del hongo entomopatégeno Beauveria bassiana
para barrenador

21
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1.6 CONCLUSIONES

El Departamento Técnico Agricola se conforma del jefe de departamento, coordinador de
laboratorios, jefe de seccidn, los jefes de cada laboratorio y técnicos de plagas, por lo que

se concluye que esté bien conformado el Departamento Técnico Agricola.

El Departamento Técnico Agricola tiene dos lineas de trabajo, acompafiamiento en campo
y laboratorios. En la parte de campo se da acompafiamiento y verificacion que los paquetes
de manejo de plagas se realicen como se han disefiado. En laboratorio se tiene un
laboratorio especifico para cada una de las plagas de importancia econdmica, para chinche
salivosa laboratorio de hongos entomopatégenos y trampas adhesivas, barrenador
(Diatraea sp) laboratorio de produccién de parasitoides, para el control de roedores esta

planta de produccion de cebos.

Dentro de las prioridades del departamento esta la generacion de nuevas opciones de
control de las distintas plagas y optimizar los paquetes de manejo de plagas que se estan
utilizando actualmente. Debido a eso se propusieron las siguientes investigaciones en la
linea de control de barrenador del tallo (Diatraea sp) la primera es la generacién de mas
informacion sobre la relacién entre el parasitoide C. flavipes y el barrenador del tallo
determinar la preferencia de parasitismo. Ademas se necesita determinar las dosis letales

del hongo entomopatégeno Beauveria bassiana sobre el barrenador del tallo (Diatraea
sp).
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1.8 ANEXOS

Inoculacion

Desarrollode 0 a12 dias, a262Cy
fotoperiodo de 14 Hor. De luzy 10 de oscuridad
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Desarrollode 0 a12 dias, a262Cy
fotoperiodo de 14 Hor. De luzy 10 de oscuridad con
proceso de certificacion caja por caja

Articulos
* Semillade haba
*Glucosaanhidro
*PDA agar papata
*Agar p/ microbiologia
*Gentamicina
*Sulfato de
estreptomicina

Sembrar en cajitas plasticas caja por cajay bajar
lahumedad al 17% previo al almacenamiento
por un periodo de 15 dias

Agitacion de 72 Hor. A 160 r/min parala
formacion de blastosporos

Sembrar matris por matrizen medio de PDA
por periodo de 8 dias

Articulos
* Erlenmeyer de vidrio
*Glucosa anhidro
*Tryptona (peptona de
caseina)
*Select yeast streat
*Ciprofloxacina BP
compactada
*Sulfato de
estreptomicina
*Gentamicina

En camara de flujo laminar 17 cc o ml por bolsa
de 1600 a 1800 bolsas por dia

Desarrollo —l

Desarrollo de 0 a12 dias,a262Cy
fotoperiodo de 14 Hor. De luzy 10 de oscuridad, con
meneado de 4 y 8 dias de desarrollo

Articulos
* Maiz amarillo
quebrantado
*Cloro comercial
*Bolsas PPO
*Cinta testigo
*Grapas
*Ciprofloxacina BP

}

q

Secado de hongo bajo condiciones normales de 26 a
302 C, con desumificadores con el proposito de bajar
lahumedad del hongo al 17%

}
|

ontrol de Calida

Determinacion de Humedad, Conidio/gramo y
viabilidad

Imacenamient

El amacenamiento se hace en los cuartos frios a42C
con el proposito de guardar el hongo antesde la
formulacién.

Articulos
* Bolsas de papel de 3
capas

Figura 4 Metodologia de produccion de Metarhizium anisopliae utilizando como sustrato maiz quebrantado.

Fuente: Ingenio Santa Ana.
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v

cones (Cotes

avipe

Envasado de
cocones

ejo de vasos
liberacion

Macho de
barrenador

Se arman las camaras de c6pula, colocando una
relacion de 30 machos y 20 hembras de Diatraea
saccharalis . A siguiente dia se extraen los huevecilos,
se desinfectan y se siembran en cajas petri de vidrio
para que maduren.

Se prepara dieta de iniciacion y se dosifica en frascos
de vidrio a razén de 60 ml en cada uno, al estar frios se
les colocan los huevecillos maduros, se tapany se
llevan a la sala de desarrollo larval.

Los frascos sembrados son llevados a la sala de
desarrollo larval en donde pasan un lapso de 14 dias a
30 °C para el crecimiento de las mismas.

Al cumplirse el lapso de tiempo se hace una seleccion
visual de las larvas, seleccionando aquellas que tengan
las mejores caracteristicas en cuanto a tamafio y color.

Las larvas seleccionadas son inoculadas con hembras
de Cotesia flavipes para la reproduccién del parasitoide.

Las larvas parasitadas son colocadas en cajas plasticas
individuales apiladas en gaveteros para el crecimiento de
Cotesia flavipes, a una temperatura de 262C.

A los trece dias después del proceso de parasitacion,
se hace una revision de las larvas inoculadas y se
seleccionan los puparios de Cotesia flavipes . Teniendo
el dato total del peso del lote se utiliza un modelo para la
determinacion de individuos totales y se procede a
realizar el envasado de los mismos.

Los vasos conteniendo Cotesia flavipes son manejados
en direfentes temperaturas segun el dia de liberacion, al
estar a punto de emerger los adultos se les coloca un
trozo de algodén con miel al 10% como alimento y se
tapan.

Los vasos que contengan adultos emergidos en su
totalidad son colocados en bolsas de 100 libras para su
liberacién na campo abierto en las horas més frescas de
la mafiana.
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Articulos
* Tubo de PVC
*Algodon
*Masking tape
1/2"
*Papel
mantequilla
*Formol
*Sulfato de cobre
pentahidratado
*Miel de abeja

Articulos
* Frascos de
vidrio
*Algodon
*Harina de maiz
(maseca)
*Levaduraseca
inactiva
*Germen de trigo
*Sulfato de
estreptomicina
*Gentamicina
*Fumagilin B
*Acido acético
*Acido ascorbico
*Acido benzoico
*Acido sorbico

Articulos
* Cajasde
poliestireno
*Gaveteros
plasticos
*Harina de maiz
(maseca)
*Levaduraseca
inactiva
*Germen de trigo
*Sulfato de
estreptomicina
*Gentamicina
*Fumagilin B

Articulos
* Vasos plasticos
de 12 onz.

*Tapa p/vaso
plastico 12 onz.
*Miel de abeja
*Algodon
*Masking tape 1"

Figura 5 Metodologia de produccion de Cotesia flavipes utilizando como huésped Diatraea saccharalis
Fuente: Ingenio Santa Ana.



Articulos

* Maiz quebrantado
*Harina de maiz
*R o tacula)

(
*Esenciade vainilla

Se hace unamezcladel ingrediente activo racumin
mas harinay grano quebrantado de maizen una
mezcladora durante 20 minutos.

v

Se colocalamezclaen lamaquina dosificadoray se
calibra el volumen a empacar por cebo.

Dosificacion y
empaque

\

C/C de cebos —l
Empaque final

Figura 6 Metodologia de produccion de cebos para control de Sigmodon hispidus (rata cafiera)

Articulos

* Mezclaanterior
*Bobinade polypouch
*Bolsas plasticas de 5 libras

*Bolsas de papel de 2 capas.

Se realizaunatoma de muestraal azar de varios cebos
y se pesan para verificar que la cantidad de mezclasea
lacorrecta.

Se colocan los cebos en bolsas plasticas a razén de un
kilogramo por cada una, se sellan con calor y se
almacenan en bolsas de papel de dos capas.

Fuente: Ingenio Santa Ana.

[
m
v

Se colocael (stickem) en laméqui
paraque se disuelvay colocarlo en el
plastico.

v

Articulos

pegamento ala

v

Se coloca labobinade plastico (tubo tramp) para que
el pegamento disuelto se adhieray se vuelve a
colocar en labobina.

Se tomalabobinade plastico (tubo tramp) con el

y se corta en trozos con ayuda
de un cuchillo de acero inoxidable para que no deje

* Maquina engomadora
*Pegamento (Stickem)
*Bobina de plastico verde
(tubo tramp).

*Pita plastica

*Diesel

*Detergente

*Cuchillo carnicero (para corte
de trampas)

*Bolsa plasticade 100 b

residuos en latrampa.

Se hace una envoltura con lamismatrampay se
amarra con un trozo de pitay se almacenan en bolsas
de 100 libras en un lugar seco.

Figura 7 Metodologia de produccion de trampas verdes adhesivas para el control de chinche salivosa.

Fuente: Ingenio Santa Ana.

Seleccion de Micropropagacion Crecimiento en Semillero Renovaciones
Meristemo en laboratorio invernadero Bas. Y Cer Finales
Desinfeccion Fase de Fase de Fase de

Meristemo Establecimiento Multiplicacion Enraizamiento

Figura 8 Metodologia de produccion de plantulas a través de multiplicacion in vitro.

Fuente: Ingenio Santa Ana.



CAPITULO Il PREFERENCIA DE PARASITISMO DE Cotesia flavipes CAMERON
(HYMENOPTERA: BRACONIDAE), SOBRE DIFERENTES INSTARES DE Diatraea
crambidoides GROTE (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE).
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2.1 INTRODUCCION

El cultivo de la cafia de azucar es de importancia para la agroindustria nacional ocupa el
segundo lugar en exportaciones y genera divisas para Guatemala (7). En los ultimos afios
la cafla de azucar se ha extendido en toda la zona sur de la republica de Guatemala
convirtiéendose en un monocultivo a gran escala, debido a esto la incidencia de plaga

también aumenta.

Entre las plagas que afectan al cultivo de la cafia de azlcar, se mencionan principalmente,
los barrenadores Diatraea crambidoides y Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae)
(24,13), causan pérdidas de 32.4 kg de azucar/hectarea por cada unidad porcentual de
intensidad de infestacion en la cafia (entrenudos barrenados/entrenudos evaluados x100)

para una produccién de promedio de 90 t/ha (19).

Segln El Comité de Manejo Integrado de Plagas (CANAMIP) (19) las especies del
género Diatraea que tienen mayor distribucion geografica en Guatemala son D.
crambidoides (Grote), tiene una abundancia relativa del 73 por cientoy D. saccharalis
(Fabricius) la cual tiene una abundancia relativa del 27 por ciento, estan presentes en el
estrato bajo y litoral (19), Garzona (14) reporta que D. crambidoides tiene una mayor
presencia en el estrato alto y bajo en relaciéon con D. saccharalis, siendo el estrato medio
en donde la presencia de ambas especies son similares, aunque predomina siempre D.
crambidoides (14).

Segun reportes del Programa Manejo Integrado de Barrenadores del Ingenio Santa Ana
en el aflo 2006 la abundancia relativa de barrenadores era de 60 por ciento para D.
crambidoides y 40 por ciento para D. saccharalis. En el afio 2012 la abundancia relativa de
estas especies era de 95y 5 por ciento respectivamente; por lo que se concluye el

desplazamiento de especies en el estrato litoral (3).

El barrenador del tallo D. crambidoides, en la zafra 2013-2014 de las 24 ,974 Hectareas
bajo administracion de Grupo Corporativo Santa Ana, 4,918.26 Hectareas presentaron una

intensidad de infestacién mayor al 2% (3).
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En Ingenio Santa Ana, como parte del control de D. crambidoides en el cultivo de cafia de
azucar en las fincas que se encuentran bajo su administracion, realiza la liberacién del

parasitoide Cotesia flavipes.

Cotesia flavipes es un parasitoide de los barrenadores del tallo de las familias Pyralidae y
Noctuidae. Para la especie D. saccharalis puede alcanzar parasitismos en un 74 por ciento
en condiciones de laboratorio (15, 25) y un 53.4 por ciento a nivel de campo (28); para D.
crambidoides segun Morales (25) el parasitismo es de 34 por ciento. Gomez (15) reporta
parasitismo de 63 por ciento, en ambos estudios realizados no se tom6 como variable el
instar larval. Segun informacién del programa de Manejo Integrado de Barrenadores del
Departamento Técnico Agricola del Ingenio Santa Ana el parasitismo de C. flavipes sobre
D. crambidoides en campo no supera el 10 % (3).

El bajo parasitismo en campo de Cotesia flavipes sobre D. crambidoides es influenciado
por varios factores, entre ellos podemos mencionar; el momento de la liberacién del
parasitoide en campo, la densidad de parasitoides a liberar, la distribucién del parasitoide
en campo. Como factores bidticos se sefiala principalmente la edad del hospedero
(15,31); segun Hernandez (16) no encontrd diferencia en diferentes edades (16, 17 y18
dias) del hospedero (D. saccharalis) parasitados con C. flavipes pero no evalué los instares
larvales. Para la especie D. crambidoides no existe documentacion detallada de la
preferencia de parasitismo de Cotesia flavipes sobre los instares lll, IVy V de larvas del

barrenador de la cafia de azucar.

Por la importancia de C. flavipes utilizado para control biolégico en la industria azucarera
es necesario la generacion de informacion sobre el manejo de este parasitoide sobre la
especie D. crambidoides que ha desplazado a D. saccharalis ya que antes de la aparicion
de D. crambidoides el control con este parasitoide sobre D. saccharalis era exitoso hasta
un 60 por ciento de parasitismo (3). Determinar el instar larval de D. crambidoides en el cual
C. flavipes logra el mayor parasitismo ayuda a determinar el momento adecuado para la
liberacion del parasitoide en campo y de esta manera ser mas eficientes en el manejo de

la regulacién de las poblaciones de barrenador del tallo.

Se realiz0 este trabajo de investigacion, con el fin de determinar el efecto de la edad

del hospedero D. crambidoides en la preferencia de parasitacion de la micro avispa C.
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flavipes. Se sometio a estudio el I, IV y V instar del barrenador D. crambidoides, para
determinar en cual o cuales de los instar se obtenia una mayor preferencia de parasitismo
de C. flavipes. Las variables de respuesta que se midieron en el ensayo fueron; la
preferencia de parasitismo, el porcentaje de parasitismo de C. flavipes sobre larvas de D.
crambidoides en los instares Ill, IV y V. La tercera variable respuesta que se evalud fue el

porcentaje de encapsulamiento.

Luego de realizar el ensayo en laboratorio y someter los datos obtenidos al analisis
estadistico se determiné que el instar de preferencia es el IV, segun el analisis de varianza

y separacion de medias por Tukey,

El porcentaje de parasitismo en cada instar es estadisticamente diferente, siendo el instar
V en el que se desarrolla de mejor forma el parasitoide, para la variable porcentaje de
encapsulamiento son estadisticamente diferentes, siendo el instar Il el que provoca mas

encapsulamiento.

Por lo que se concluye que el instar larval que presenta una mayor preferencia de
parasitacion es el instar 1V, no obstante el mejor desarrollo del parasitoide Cotesia flavipes

se logra en el instar V.
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2.2 MARCO CONCEPTUAL
2.2.1 Marco Conceptual

A. Cultivo de la cafia de azucar (Importancia)

Segun el Banco de Guatemala en el afio 2013 el Azucar, con US$ 941.9 millones (9.3% del
ingreso de las exportaciones), ocupa el segundo lugar entre los productos de mayor
exportacion, esto refleja la importancia del cultivo de la cafia de azlUcar en la economia

nacional (7).

El cultivo es importante debido a que genera diversos empleos tanto directos como
indirectos durante la temporada de zafra, necesita de recurso humano para su operacion y

por lo tanto beneficia a la poblacion de la region.

La agroindustria azucarera guatemalteca representa el 31 % del valor total de la exportacion
agricola guatemalteca y 9.3 % de las exportaciones totales del Pais. Es el sector econémico
gue mas divisas genera en nuestro pais. Durante el afio 2013, el azlcar y la melaza
produjeron un ingreso de US$978.1 millones. La agroindustria azucarera guatemalteca, que
representa alrededor del 3% del PIB nacional, genera 425,000 empleos directos e indirectos,

32,000 corresponden a cortadores de cafa (4).

Guatemala es el segundo lugar en volumen de exportacion y cuarto productor en América
Latina y el Caribe, a nivel mundial es el cuarto exportador y tercer productor por hectérea,
produce el 51% del total de azucar en Centroamérica, asimismo consume el 48% de su

produccion (4).

B. Manejo Integrado de Plagas

El Manejo Integrado de Plagas (MIP) es un concepto amplio que se refiere a un sistema de
manejo de poblaciones plagas, que utiliza todas las técnicas adecuadas en una forma
compatible, para reducir dichas poblaciones y mantenerlas por debajo de aquellos
niveles capaces de causar dafio econdmico (20). Combina e integra los métodos
quimicos, culturales, fisicos, etologicos, genéticos y biolégicos, con el propdsito de reducir

las pérdidas econOmicas.
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a. Nivel de Dano Econédmico

El nivel de dafio econdmico se interpreta como la densidad poblacional de la plaga
en la cual el costo de la medida de control iguala al beneficio econdmico esperado por la
accion de la misma. Es decir, que la accién de control “salva” una parte del
rendimiento, el cual se hubiera perdido si no se toma la decisién de hacer el control. Esta

condicion se expresa por la ecuacion siguiente (20)

C =IDxDxPxK

De donde:

C = Costo econdmico asociado a la medida o plan de manejo de la plaga
ID = El indice de dafio determinado para la plaga

D = Densidad poblacional de la plaga

P = Precio unitario de venta del producto

K = El grado de supresion de la plaga, efectuado por la medida de control

El rendimiento salvado o protegido tiene un valor monetario, el cual se estima
utilizando parametros bioldgicos y econémicos que se encuentran representados por (1D, D,
P, K) y que en total debe ser igual al valor monetario que invertimos en la accién de control
(C), es decir, que el NDE es la densidad poblacional de la plaga donde el valor del
rendimiento salvado o protegido cubre exactamente los gastos del control invertidos. Esto
indica que si la densidad de la plaga es menor a este valor establecido, no seria

rentable, por ahora, implementar dicha practica de control (20).

b. El umbral econémico (UE) o umbral de accién

El umbral econémico se define como la densidad poblacional de la plaga en donde
el productor debe iniciar la accién de control para evitar que la poblacién sobrepase el
Nivel de Dafilo Econdémico, en el futuro. Esto se plantea asi porque se supone que
hay un tiempo que transcurre entre la estimacion de la densidad (monitoreo) y el control
de la plaga. Es por ello, que el umbral de accion (UE) es una densidad menor que el

NDE para permitir el tiempo en que actia el método de control. Es muy dificil de
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estimar porque depende de la dinamica poblacional de la plaga, pero en forma practica
se determina como el 50 por ciento del NDE, es decir lamitad. El programa estima
este umbral, el cual debe servir para orientar las medidas de control. Salvo aquellos
casos en donde el manejo de la plaga se realiza con énfasis en las medidas
preventivas, el uso del NDE y el umbral técnico de control no tendran necesariamente

una utilidad practica ya que predomina el primer criterio (20).
C. Plagas de cana de azucar

Las plagas en el cultivo de cafia de azlcar, tiene dos grupos; la primera son las de
importancia de econdémica que son las que pueden repercutir en una baja cuantiosa en la
produccioén final de un ciclo del cultivo y las plagas potenciales que se dan
esporadicamente o por cambios de condiciones climaticas favorables para que se

presenten pero el impacto econdémico es bajo (19).

D. Plagas de importancia economica

En Ingenio Santa Ana las plagas de importancia econdmica son los barrenadores del tallo
(Diatraea crambidoides y Diatraea saccharalis), Chiche salivosa de la cafia de azlcar
(Aeneolamia postica y Aeneolamia varia), y Rata (Sigmodon hispidus) (19). EI Centro
Guatemalteco de Investigacion y Capacitacion de la Cafia de Azucar por medio del Comité
de Manejo Integrado de Plagas CANAMIP reportan los siguientes factores de pérdida

para cada una de las plagas en mencion.

Cuadro 5 Factor de pérdida e indice de dafio estimado para las principales plagas en Guatemala.

Plaga Factor de perdida indice de dafio Umbral econdmico
Barrenador del 0.36 kg Az/t/1% 32.4 kg Az/ha/1% 7 % de intensidad de
tallo intensidad de infestacion | intensidad de infestacion infestacion
Chinche 8.21 TCH/1 ad/tallo 1465 kg Az/ha/l 0.05-0.1 ninfas y

salivosa 5.83 Kg Az/t/ 1 ad/tallo adulto/tallo adultos/tallo
Rata de 0.5 TCH/1 % infestacién. 65 kg Az/ha/1% 6 % de tallos dafiados
campo 2.19 kg Az/t/1% i.i infestacion

Gallina ciega 0.62 TCH/larva/m2 70.9 kg Az/ha/l larva/m?2 10 larvas/m2

Fuente: CENGICANA-CANAMIP.
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E. Plagas Potenciales

Las plagas potenciales de la cafia de azucar son chinche de encaje (Leptodyctia tabida),
Coludo (Saccharosydne saccharivora), Pulgén dorado de la cafia (Sipha flava), complejo de

plagas de suelo (Phyllophaga sp) y Salta hojas hawaiano (Perkinsiella saccharicida) (19).
F. Dano del barrenador (Diatraea crambidoides)

Cuando el barrenador afecta antes de los 45 después de la siembra, en las plantas de cafia
se produce el sintoma denominado corazones muertos, el cual se da por la muerte del
meristemo. Después sus larvas hacen galerias comenzando en el nudo para luego pasar al
entrenudo. El dafio tiempo después adquiere una coloracion roja oscura (muermo rojo)

debido a la presencia del hongo Colletotrichum falcatum. (11,4).

Los efectos en la produccién de los barrenadores del género Diatraea son muy importantes
en la agroindustria azucarera debido al dafio que causan a la cafa de azdcar. Estudios de
CANAMIP-CENGICANA indican que las pérdidas econémicas por Diatraea spp. Son de
32.4 kg de azucar/hectarea por cada unidad porcentual de intensidad de infestacion en la
cafia (entrenudos barrenados/entrenudos evaluados x100) para una produccion de
promedio de 90 t/ha (19).

G. Descripcion de la plaga

Diatraea crambidoides es un insecto barrenador que en estado de larva hacen galerias en
los tallos de la cafia, primero en los nudos y luego en los entrenudos. Cuando afecta la cafia
en germinacion producen el sintoma de corazones muertos debido a la muerte de las hojas

del cogollo en desarrollo (11).
a. Origen y distribucion

El barrenador del tallo del maiz del sur Diatraea crambidoides (Grote), como su nombre lo
indica, es una plaga econémica de maiz, Zea mays L., en todo el sur de EE.UU. a partir de
Maryland y Kansas en el norte asi como en los estados del suroeste. Esta plaga también se

encuentra en México y en América del Sur (31).
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El primer reporte de Diatraea crambidoides en cafia de azucar lo hizo Ainslie en 1919
citado por Springer (31), informé que afecta las especies Sorghum bicolor (L.) Moench,
Sorghum halepense (L.) Pers, y la cafia de azucar (Saccharum officinarum L.), y el maicillo

oriental.

CANAMIP-CENGICANA (19) reporta que las especies del género Diatraea que son de
importancia econdémica y que tiene mayor abundancia relativa son D. crambidoides Grote
tiene una abundancia relativa del 73 porciento en el estrato bajo y litoral, comparado
con un 27 por ciento de D. saccharalis Fabricius. Otras especies como Xubida
dentilineatella (Lepidoptera: Crambidae), Phassus phalerus Druce (Lepidoptera:
Hepialidae) y otras aun no determinadas, ocurren a altitudes mayores de 300 msnm

en un ambiente templado y himedo de la zona cariera.

b. Determinacion de especies de D. crambidoides en Guatemala

En el afio 1992 segun estudios realizados por Garzona (14), en Ingenio La Union,
determind que solo existe dos especies de barrenadores del tallo del genero Diatraea en
Guatemala. Una de ellas es Diatraea saccharalis Fabricius, Las caracteristicas
morfolégicas de esta especies son las siguientes, posee una capsula cefélica y escudo
cervical color marrén muy oscuro, cuerpo (torax y abdomen) color blanco sucio con un
conjunto de lunares bien definidos durante todo su periodo de desarrollo y de color marrén
claro con cierta tonalidad violeta. Tubérculo mesotoracico dorsal alargado, redondeado
anteriormente y con una ligera incision anterior media (MES), semejante a una media luna.
Dorsolateralemnte presenta dos franjas angostas e irregulares color violeta palido que
conjuntamente con los tubérculos semejan un par de bandas continuas. La otra especie
de barrenador, Diatraea spp (Actualmente Diatraea crambioides), presenta capsula cefalica
color café y CER de color marrdn claro. Cuerpo color blanco crema. Conjunto de lunares de
color mas oscuro que la cabeza y el CER. Cada lunar rodeado de un &rea de color violeta
poco definida. Tuberculo mesotoracico (MES) en forma de B alargada de ancho uniforme y

con una incision media anterior bien definida (14).
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También concluye que Diatraea spp (D. crambidoides) tiene una mayor presencia en el
estrato alto y bajo en relacion con D. saccharalis, siendo el estrato medio en donde la
presencia de ambas especies son similares, aunque predomina siempre D. crambidoides
(14).

En 1998 el Centro Guatemalteco de Investigacion y Capacitacién de la Cafia de Azucar
CENGICANA, envi6 unas muestras, tomadas en distintas fincas de la costa sur de
Guatemala, al Instituto Cab. Internacional, de Inglaterra, para su evaluacion. Ahi
confirmaron que las muestras recolectadas no pertenecian a la especie D. saccharalis, que
es reconocida por su presencia en todo el continente americano, sino que estas muestras
pertenecian a D. crambidoides (9,14). La diferencia entre las larvas de Diatraea spp. Se

muestra con detalle en el tubérculo mesotoracico

Figura 9 Larva de D. crambidoides con tubérculo mesotoracico caracteristico de esta especie.

Fuente: Revista CANAMIP, 2010

c. Clasificacion Taxonémica

Myers, P, Espinosa, C; Parr, T. Jones, G; Hammond, y Dewey,T (24). Reportan la
clasificacion de Diatraea crambidoides, ademas se mencionan como sindnimos Chilo

crambidoides Grote, Diatraea zeacolella Dyar 1880.

Clase: Insecta

Orden: Lepidoptera

Familia: Pyralidae o Crambidae
Género: Diatraea

Especies:  D. crambidoides (24)
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H. Biologia de la plaga
Los barrenadores del tallo de la cafia de azlcar del género Diatraea, tienen metamorfosis

holometabola o completa, caracterizada por presentar su desarrollo biolégico en etapas

diferenciadas que comprenden los estados: huevo, larva, pupa y adulto (17)

a. Huevo
El huevo es ovalado y aplanado en su base, mide 1.15 mm de largo por 0.05 mm de ancho;

recién puestos son de color blanco cremoso y cuando estan préximos a la eclosion se tornan
rojizos o anaranjados, con una puntuacion negra. El periodo de incubacién tarda de 4 a 5
dias (5).

b. Larva
Las larvas son del tipo eruciforme, con tres pares de patas toracicas, cuatro pares de
pseudopatas abdominales y un par anal. Recién emergidas del huevo miden 1.5 a 2.0 mm

de largo y son de color amarillento (8).

Las larvas completamente desarrolladas tienen una longitud aproximada de 26 mm, poseen
una cabeza marron que se torna negra hacia las partes bucales. La cubierta cervical es
marrén claro, con tiznes de negro en la parte ventral. EI cuerpo es blanco con pinaculos y
setas de color marrén. El estado larval pasa por cinco instares, con una duracién entre 28 y
30 dias (8).
c. Pupa

Es del tipo obtecta, mide cerca de 22 mm de largo y su color es marrén oscuro. Presenta
dos protuberancias en forma de cuernos cortos en la cabeza, y en los segmentos
abdominales relieves en forma de dientes. Este estado dura 10 a 14 dias, al final del cual
emerge la polilla. Generalmente el ciclo de vida de D. crambidoides, de huevo a emergencia

del adulto demora entre 43 a 47 dias, esto puede variar segun el clima (8).

d. Adulto
Es una polilla que mide entre 25y 30 mm de expansion alar, es de color amarillo palido. Las

alas anteriores son de color pajizo, con dos rayas oblicuas mas destacadas, siendo en los
machos mas oscuras; las alas posteriores son blanquecinas, también algo oscuras en los
machos. Los palpos labiales son muy desarrollados y estan proyectados hacia adelante.

Los adultos, puede durar de 3 a 5 dias (15).
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I. Control Biolégico de plagas

Sin duda, el control biolégico ocurre en la naturaleza desde siempre al tratarse de
una ley natural para la regulacion de las poblaciones de organismos; sin embargo, cuando
se hace una aplicacion de los conocimientos bioecoldgicos con el propdésito de combatir
plagas, nos referimos al control biolégico aplicado concepto que se ha definido como “el
estudio y la utilizacion por parte del hombre, de parésitos, depredadores y patdgenos,
para regular la poblacion de una plaga, manteniendo a ésta en niveles més bajos de lo

gue se observaria en su ausencia” (6 y 32).

En la agroindustria azucarera guatemalteca la accibn mas importante para reducir las
poblaciones de los barrenadores D. saccharalis y D. crambidoides, es el control biol6gico
con parasitoides como Cotesia flavipes otras especies utilizadas son Lydella. minense y
Billaea. claripalpis, dirigidos a los estados de larva. La liberacion de estos benéficos se debe
hacer al menos una vez por ciclo del cultivo, en todas las areas del cultivo infestadas con
Diatraea, lo que evitara que las poblaciones de ésta plaga se incrementen a niveles que

causen dafio econdmico. También se ha utilizado parasitoide de huevos T. exiguum (5,13)

J. Parasitoide

El parasitoide es un insecto “parasitico” que en su estado inmaduro se alimenta y desarrolla
dentro o sobre el cuerpo de un solo insecto hospedante al cual mata lentamente, o bien, se
desarrolla dentro de los huevecillos de éste. Normalmente son mas pequefios que el
hospedante. No siendo parasitoide, el estado adulto vive libre. Su hospedante pertenece a

la misma clase taxondmica o una clase estrechamente relacionada (12).

Los parasitoides se diferencian de los verdaderos parasitos, los cuales dependen de un
hospedante vivo para su supervivencia y no necesariamente le causan la muerte, tienen un

tamafo menor que el de su hospedante, y son de otra clase taxondmica (39).

Por su localizacion en el hospedante, se clasifican en ectoparasitoides, aquellos que se
ubican y alimentan en el exterior del hospedante, como por ejemplo Diglyphus spp.
(Hymenoptera: Eulophidae), parasitoide de Liriomyza; y endoparasitoides, que son los que
se ubican y alimentan en el interior de su hospedante, como Cotesia flavipes, parasitoide

de Diatraea saccharalis en cafia de azucar (12).
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K. Hymenoptera

El Orden Hymenoptera es uno de los mas importantes en la naturaleza por su contribucion
al control natural de las poblaciones de otros insectos. La familia Braconidae, junto con
Ichneumonidae, forma parte de la superfamilia Ichneumonoidea. A nivel mundial se
reconocen 45 subfamilias de Braconidae y se estima que existen al menos 40,000 especies
(12).

Los adultos generalmente se alimentan de néctar o polen pero también pueden comportarse
como depredadores, que se alimentan de fluidos del cuerpo del huésped. Los parasitoides
mas importantes del orden se encuentran en las tres superfamilias: Ichneumonidea,
Chalcidoidea y Platygastroidea (familia Scelionidae). Los adultos de Ichneumonidea son de
aspecto delgado, muchas veces con ovipositor largo, patas relativamente largas y cabeza y

abdomen mdéviles. Son ecto o endoparasitoides, solitarios o gregarios (12).

Estos insectos se dividen en dos grandes familias: Braconidae, que la mayoria es
parasitoides de Hemiptera, larvas de Coledptera, Lepiddptera y Diptera; y Ichneumonidae,
qgue en mayoria son parasitoides de larvas o pupas de Lepidéptera y Diptera e Hymenoptera
fitfagos. Unas pocas especies parasitan otros parasitoides, o sea que son

hiperparasitoides (6, 10 y 12).
L. Braconidae

Los Braconidae forman una familia muy amplia de parasitoides de insectos de muchos
grupos. Son de tamafo pequefio a mediano, alargados, con antenas y patas largas, el

ovipositor puede ser corto o largo (38).

La familia Braconidae tiene una gran importancia en control biolégico en el mundo. Se
encuentra en los climas calidos y humedos, razon por la cual estos parasitoides han sido
utilizados con frecuencia en programas de control biolégico de grandes cultivos en los
tropicos. La mayor parte de los braconidos son benéficos. Especies de hiperparasitoides en

esta familia son poco frecuentes (38).
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La subfamilia mas numerosa es Microgatrinae de la cual forma parte el género Cotesia.
Cotesia flavipes (Cameron) ha sido considerada tradicionalmente como uno de los
enemigos naturales mas importantes, usado para control o complemento en programas de

manejo bioldgico del barrenador Diatraea spp. en cultivos de cafia de azucar (12).

M. Cotesia flavipes

Es un parasitoide larval usado para control o0 complemento en programas de manejo
bioldgico de taladradores en cultivos de importancia econdmica a nivel mundial entre los

cuales se encuentra la cafia de azucar, arroz, sorgo y maiz (31).

a. Descripcion y Biologia

El macho se diferencia de la hembra principalmente por su tamafio, el nUmero de segmentos
antenales y por la forma del dltimo segmento abdominal. EI macho es mas pequefio (2.5
mm) que la hembra (2,78 mm), y presenta de 17 a 19 segmentos antenales mientras que la

hembra presenta de 14 a 16 y un abdomen fusiforme, puntiagudo en su extremo caudal.

Las avispas a través de sus antenas logran buscar al barrenador del tallo iniciando su
basqueda en los tallos y buscando perforaciones o puntos de alimentacion, siendo
altamente atraidos por la fermentacion de los tejidos dafiados, alimentandose del jugo que

se encuentra en los tuneles (39).

Se considera que la temperatura influye en la longevidad, asi en el verano se registré 2,4
dias para los machos y 2,2 para las hembras; en tanto que en invierno se registra 4,04 dias
para los machos y 3,93 dias en las hembras. La longevidad de los adultos es mayor cuando

el régimen de alimentacion es a base de miel y agua (15).

N. Condiciones de parasitacion de Cotesia flavipes

Segun Hernandez (16), menciona que debido al alto costo que tiene la produccion comercial
de C. flavipes es necesario la optimizacion del parasitoide por ello se debe conocer los
factores que afectan el parasitismo entre los cuales esta la temperatura y la humedad
relativa son los factores abidticos responsables de que haya un parasitismo exitoso en

campo.
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Entre los factores bidticos Scaglia et al, Lva et al. (17,28) mencionan que la edad del
hospedero es clave en la relacion parasitoide-hospedero en su investigacion mencionan que
C. flavipes al momento de introducir sus huevos dentro del hemocele de la larva hospedera,
tiene la capacidad de manipular el estadio fisiologico de la larva a modo que se desarrolle
bien los huevos y larvas del parasitoide; el hospedero también tiene su sistema de defensa
qgue impide al parasitoide se desarrolle, y esta depende de la edad del hospedero y su
estado nutricional, la primera es una defensa externa, la larva regurgita un liquido por la
boca que mata al parasitoide, también tiene sistema de defensa interna que depende del
sistema inmunoldgico, segun Takasu and Overholt citados por Hernandez (16), las larvas
del hospedero de estados mas avanzados (Ultimos instares) matan un mayor porcentaje
de parasitoides con el sistema de defensa externa, también se ha sefalado en otras
especies gque la proporcion de huevos encapsulados aumenta con la edad de la larva

(instares mas avanzados) (16).

O. Preferencia de parasitismo de entoméfagos

Para un parasitismo exitoso la edad del hospedero es el principal factor biético. Hernandez
(16), reporto que no hay diferencia entre diferentes edades (16, 17 y18 dias) del hospedero

(D. saccharalis) parasitados con C. flavipes pero no evaluoé los instares larvales.

La edad de los hospedero de parasitoides es de importancia segun reporta Suarez (32)
evaluo la preferencia de parasitismo de Encarsia sp sobre diferentes instares de ninfas de
mosca blanca se encontré que la preferencia de oviposicién, fue en ninfas del tercer instar

mostrado diferencia significativa con ninfas del cuarto instar (p=0,00701).

Albergaria, N; Doria, H; Ferreira, R; Bortoli, S (1), realizaron una investigacion para
determinar la preferencia de parasitismo de Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) sobre huevos de diferentes edades y especies de crisépidos en la que

determinaron que prefieren aquellos de 0-24 horas de edad para el parasitismo.
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P. Inmunosupresion celular de D. saccharalis parasitadas por C. flavipes

Ali Mahmoud (2), en su investigacion “El Parasitismo De Cotesia flavipes (Hymenoptera:
Braconidae) Induce Inmunosupresion E Incrementa La Susceptibilidad De Diatraea
saccharalis A Bacillus thuringiensis Berliner” describe que el sistema inmune de los insectos
puede ser clasificado en inmunidad humoral y celular. La respuesta inmune celular se refiere
a la respuesta llevada a cabo por los hemocitos como la fagocitosis, la nodulacion y la

encapsulacion.

Q. Encapsulamiento

La encapsulacién es la respuesta inmune mas importante llevada a cabo en contra de los
huevecillos de los parasitoides, el cual es un proceso complejo en el cual los hemocitos
encierran los cuerpos extrafios que no pueden ser digeridos mediante el proceso de

fagocitosis (2).

En esta reaccidon inmunoldgica, los hemocitos rodean los cuerpos extrafios mediante
multiples capas celulares originando la muerte o eliminacidén del cuerpo extrafio para de
esta manera evitar la nutricion del cuerpo extrafio mediante la liberacion de agentes
quimicos citotdoxicos. Algunas avispas de himenopteros de las familias Braconidae e
Ichneumonidae, reconocidas como endoparasitoides, completan el desarrollo de los

huevecillos y las larvas en el hemocele de otro insecto (2).

R. Polidnavirus

Segun Wyler y Lanzrein, Shelby, Schmidt et al, Beckage y Gelman, Asgari et al, Stoltz 'y
Webb citados Ali Mahmoud (2) sefialan que los PDVs son virus Unicos de ADN circular de
doble cadena y segmentado. Los PDVs persisten como provirus integrados en el genoma
de las avispas asociadas y se replican en los ovarios de las hembras, donde los viriones se
acumulan en concentraciones elevadas. Los hospederos de las avispas que llevan consigo
los polidnavirus son los estadios larvarios de los lepidopteros. Cuando una avispa hembra
ovoposita sobre su hospedero, esta inyecta uno o mas huevecillos y viriones que infectan
al hospedero afectando el sistema inmune celular del insecto. Los polidnavirus no se
replican en el lepidoptero hospedero, solo llevan a cabo la expresion viral de sus genes, los

cuales atacan el sistema inmune del hospedero con la finalidad de evitar la muerte o la
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inactivacion de los huevecillos del parasitoide y ademdas originan otras alteraciones
fisiolégicas que finalmente causan la muerte del hospedero. Asi, el mutualismo que existe
entre los polidnavirus y las avispas parasitoides, consiste en llevar a cabo la transmision
viral con la finalidad de asegurar la sobrevivencia del parasitoide, y la sobrevivencia del
parasitoide dependeréa de igual manera de la infeccion viral sobre el lepidéptero hospedero.
Reciprocamente, los polidnavirus son patégenos de los hospederos de las avispas. El
objetivo principal de estos virus parece ser el sistema inmune del huésped. Por lo tanto, vale

la pena dar mas detalles aqui sobre el sistema inmunolégico de los insectos (2).

Ciclo de vida del parasitoide y polydnavirus
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Figura 10 Ciclo vital de los parasitoides de la familia Ichneumonidae y Braconidae y su polidnavirus (30)

En la figura 10 se muestra el ciclo vital de los parasitoides de la familia Ichneumonidae y
Braconidae y del polidnavirus. El PDV se replica y se ensambla solo en las células del céliz
de los oviductos de las avispas hembras. Los PDVs se inyectan en conjunto con los
huevecillos, el veneno y las proteinas del ovario en el momento de la ovoposicién sobre las
larvas huésped. Los PDVs inhabilitan las respuestas de defensa celular y humoral dirigidas
contra los huevecillos. Después de la eclosion, las larvas de la avispa endoparasitica se
desarrollan en el hemocele del lepidopteros huésped, y antes de emerger las larvas tejen

un capullo y se convierten en crisalidas o pupas (2).
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Segun Krell et al, citado por Ali Mahmaud (2), menciona que la asociacién mutua entre el
polidnavirus y las avispas parasiticas pertenecientes a las familias Braconidae e
Ichneumonidae (Hymenoptera) representan una de las relaciones mas singulares de este
tipo entre los eucariontes y los virus. Desde su descubrimiento, los polidnavirus representan
un area interesante para los entomdlogos, debido a la capacidad para inducir la

inmunosupresion del hospedero.

S. Ecologia Quimica de Insectos

La ecologia quimica estudia las interacciones dentro y entre especies desde el punto
de vista de los compuestos quimicos que intervienen (36).

Las kairomonas provocan respuestas positivas en el insecto favoreciendo la localizacién del

huésped, la ovoposicién y la alimentacién. Estas incluyen excitantes y estimulantes (27).

Debido aesta complejidady ala gran cantidad de quimicos que median las interacciones,
se ha desarrollado una nomenclatura que define a los quimicos que confieren algun tipo
de informacién basada en dos caracteristicas (36). Estos compuestos, llamados
semioquimicos, por un lado se describen con base a las identidades de los organismos
intervinientes (un emisor y un receptor) y por el otro, con base al resultado de la
interaccion (Beneficiados vs. Perjudicados). Mediante esta nomenclatura, se pueden
reconocer las feromonas, que son compuestos que median interacciones entre
organismos de una misma especie y la interaccion en general resulta beneficiosa tanto
para el emisor como para el receptor. Por otro lado, los compuestos que median
interacciones entre especies diferentes son denominados aleloquimicos. Dentro de este
grupo estan las kairomonas , que son los compuestos que favorecen al receptor pero
no al emisor, las alomonas que son favorables al emisor pero no al receptory por ultimo

las sinomonas, que son favorables a ambos (36).

En el caso particular de los insectos, las antenas estan especializadas en detectar pequefias
cantidades de compuestos quimicos (a veces un par de moléculas pueden disparar
una respuesta) y a pesar del gran niumero de compuestos que puede encontrar un
insecto mientras busca pareja o comida, normalmente sélo una pequefia fraccion de

éstos desencadena un cambio comportamental. Los insectos muchas veces responden
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a determinadas mezclas de compuestos quimicos y pequefias variaciones en las

concentraciones pueden determinar que exista 0 no una respuesta (36)

La hembra de C. flavipes entra en el tunel del hospedero para parasitar la larva del tercer
al sexto instar de Diatraea spp. Existen sustancias quimicas (kairomonas) que el parasitoide

identifica, las cuales son una guia para encontrar la larva (27)

Esto es debido a que los atrayentes de corto alcance, los cuales atraen al parasitoide hacia
su hospedante por medio de sustancias menos volatiles producidas por el insecto

hospedante cuando se alimentan u oviposita, las cuales son percibidas por las antes (27).

Mesquita (23), menciona que Cotesia flavipes (Hymenoptera: Braconidae) tuvo mayor
respuesta de control en los campos en los que habia mayor nivel de infestacion de Diatraea
flavipennella (Lepidoptera: Crambidae), esto debido a que la cantidad de kariomonas es

mayor en los campos con mayor nivel de infestacion.

T. Defensas del hospedero de parasitoides

Algunas larvas frecuentemente cambian de posicion durante la alimentacion o depositan el
excremento lejos de los sitios de alimentacién. Para los que se alimentan ocultos (minadores
de hojas, barrenadores, etc.), las vibraciones pueden ser una sefial critica que revela la
localizacion del hospedero, por lo que la cesacién periddica de la alimentacion o del
movimiento, pueden reducir su deteccion por los parasitoides (33).

Pasteels et al y Sime Citados por Van (33), mencionan que algunos herbivoros montan una
defensa quimica si son encontrados por un parasitoide. Algunas especies rocian
enérgicamente a sus atacantes con compuestos quimicos nocivos. Otras concentran

compuestos defensivos en sus tejidos externos y tienen un sabor repugnante.

La avispa Trogus pennator Fabricius (Hymenoptera: Ichneumonidae) no parasita larvas de
la mariposa Battus philenor (L.), aun cuando deja excremento atractivo, porque el
integumento de la larva contiene acidos aristoloquidos desagradables que fueron tomados

de la planta hospedera.



46

Weseloh, Shaw citados por Van (33) define que estructuras defensivas pueden ser tan
simples como agrupar huevos en un montdén. Por ejemplo, el parasitismo de los
huevos de la polilla gitana Lymantria dispar L. (Lepidoptera, Lymantriidae) por Ooencyrtus
kuwanae (Howard) (Hymenoptera: Encyrtidae) es mayor en masas pequefias de huevos,
presumiblemente porque una fraccion mayor es fisicamente accesible. Las cuticulas mas
gruesas también pueden ser estructuras defensivas, por lo que es posible que contribuyan
a la ausencia general de parasitismo en insectos adultos. Los bracénidos euforinos son uno
de los pocos grupos que atacan eficientemente insectos adultos y lo hacen ovipositando

especificamente en regiones ligeramente esclerotizadas (33).

Gerling et al, Stamp, Hays y Vinson citados por Van (33) encontraron que el comportamiento
también ayuda a los hospederos a evadir el parasitismo. Las ninfas mas viejas de afidos
impiden parcialmente el parasitismo pateando al parasitoide. Las larvas de Euphydryas
phaeton (Drury) (Lepidoptera: Nymphalidae) sacuden la cabeza para golpear a un lado al
ichneuménido Benjaminia euphydryadis Veereck (Hymenoptera: Ichneumonidae). Las
larvas de Heliothis virescens Fabricius (Lepidoptera: Noctuidae) ensucian el cuerpo del
parasitoide Toxoneuron nigriceps (Viereck) (Hymenoptera: Braconidae), embistiendo y

vomitando.
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2.2.2 Marco Referencial

El Grupo Corporativo Santa Ana esté localizado en la finca Cerritos del municipio de
Escuintla, del departamento del mismo nombre, las coordenadas son 14° 14" 34.7atitud
norte y 90° 50" 35.8“Longitud oeste.

A. Ubicacion

Esté situado a 4.5 km del municipio de Escuintla y una distancia de 65.6 km de la ciudad
capital. Colinda al norte con las carreteras que conducen hacia el municipio de Santa Lucia
Cotz, al sury al este con el municipio de Masagua, Escuintla y al oeste con la finca Rancho

Maria. Las instalaciones del ingenio tienen una extension de 423.24 Hectéareas.

B. Descripcion del Area

Las condiciones climaticas del lugar presentan una temperatura promedio anual de 25.65
°C, precipitacion pluvia oscila entre 2,000 a 3,000 mm/afio, distribuidos en 8 meses de los
cuales, el mes de mayor precipitacion pluvial es septiembre con 700 milimetros de lluvia; la
unidad industrial de la corporacion esta asentada a una altitud de 158 metros sobre el nivel

del mar (msnm), y la humedad relativa promedio anual es de 89 % (16)

C. Localizacion del area de estudio (Laboratorio Control de Calidad)

El ensayo se realiz6 en el laboratorio de Control de Calidad del Departamento Técnico
Agricola, Grupo Corporativo Santa Ana, se ubica dentro de las instalaciones del Ingenio.
Las condiciones ambientales son las siguientes: temperatura a 24 grados centigrados y una

Humedad relativa de 85%.
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2.3 OBJETIVOS
2.3.1 General

Evaluar la preferencia de parasitismo de Cotesia flavipes Cameron (Hymenoptera:
Braconidae), sobre diferentes instares de Diatraea crambidoides Grote (Lepidoptera:
Crambidae) para un mayor porcentaje de parasitismo en campo.

2.3.2 Especificos

a) Determinar la preferencia de parasitismo de Cotesia flavipes sobre diferentes

instares de Diatraea crambidoides.

b) Determinar el instar larval (lll, IV y V) de Diatraea crambidoides que presenta mayor

parasitismo del parasitoide Cotesia flavipes.

c) Determinar el instar larval (lll, IV y V) de Diatraea crambidoides que presenta mayor

encapsulamiento del parasitoide Cotesia flavipes.

2.4 HIPOTESIS

El parasitoide Cotesia flavipes tiene preferencia por los hospederos de los Ultimos instares
(IVy V) del barrenador de la cafia de azucar Diatraea crambidoides

El parasitoide Cotesia flavipes presenta mayor porcentaje de parasitismo en los ultimos

instares de larvas de Diatraea crambidoides.
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2.5 METODOLOGIA

La investigacion se realizo en tres etapas, la primera fue la obtencion de las larvas (Diatraea
crambidoides) de plantas de cafia de azUcar que se encuentran dafiadas por esta plaga y
los parasitoides (Cotesia flavipes) del laboratorio de produccion de parasitoides de Ingenio
Santa Ana, la segunda etapa consistié en la evaluacion de la preferencia de parasitismo de
las avispas de C. flavipes sobre larvas de D. crambidoides en los instares lll, IVy V 'y por

ultimo la tercera etapa que consistio en la cuantificacion de porcentaje de parasitismo.

2.5.1 Obtencion de Material
A. Parasitoide

Se obtuvieron pupas de Cotesia flavipes producidas en el laboratorio de parasitoides de
Ingenio Santa Ana, el manejo que se le proporciond, consistié en colocar pupas de la misma
edad y de diferente sexo (machos y hembras) dentro de un vaso plastico de 16 onzas,
dentro del vaso también se colocdé un algodon humedecido con una solucién de miel con
agua al 10%, esto para poder proporcionarle alimento a los adultos que emerjan de las
pupas colocadas dentro del vaso, luego se coloc6 una tapa al vaso para evitar el escape de

las avispas cuando estas emerjan.

Luego de observar que emergié el cien por ciento de adultos, se procedié a tomar un tiempo
de 36 horas antes de su uso para la parasitacién de las larvas de Diatraea crambidoides,
esto para asegurar que los adultos emergidos se hayan apareado y de esta manera obtener

una parasitacion segura y eficaz.

B. Larvas

Las larvas que se utilizaron en la presente investigacion, fueron extraidas de tallos que se
obtuvieron del método de control manual llamado entresaque?, esta labor se realizé en la
Finca California, la cual es administrada por Ingenio Santa Ana y se encuentra ubicada en

el municipio de Itzapa, departamento de Escuintla.

1 Remocion manual de plantas de cafia de azucar (25-45 después del corte) con el sintoma “corazén muerto”
que es un secamiento de la planta debido al ataque de al barrenador.
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Para la extraccion de las larvas, los tallos obtenidos del entresaque fueron trasladados a las
instalaciones del Laboratorio de Control de Calidad y Desarrollo de Proyectos del
Departamento de Plagas de Ingenio Santa Ana, en donde fueron extraidas de la siguiente
forma se tomaron los tallos de cafia y se dividieron en dos partes buscando la larva,

tratando de no dafarla.

El manejo de las larvas obtenidas, consistio en identificarlas y colocarlas en cajas de
poliestireno, dentro de las cajas también se colocaron cubos de 3 cm? de cafa de azucar,
esto para poder proporcionales alimento a las larvas. Por ultimo se colocé una tapa a la caja
para evitar que las larvas escaparan. Las cajas fueron colocadas en una sala del laboratorio
con una temperatura de 25+ 2 C°, ya que esta temperatura estimula el buen desarrollo de

la larva de Diatraea crambidoides.

2.5.2 Preferencia de parasitismo
A. Tratamientos

Las diferentes edades del hospedero D. crambidoides fueron utilizados como tratamientos
para la preferencia de parasitismo del endoparasitoide gregario y koinobionte de larvas C.
flavipes. A continuacion en el cuadro 6, se describe cada uno de los tratamientos que se
evaluaron en la presente investigacion:

Cuadro 6 Diferentes instares utilizados como tratamientos para determinar la preferencia de
Cotesia flavipes sobre D. crambidoides bajo condiciones de laboratorio, Ingenio Santa

Ana.
Tratamiento Instares de larva D. crambidoides
1 [l Instar
2 IV Instar
3 V Instar

B. Unidad experimental

La unidad experimental consistio de 75 larvas, en cada uno de los instares evaluados y se

realizaron 5 repeticiones.

t*r=3*5= 15 unidades experimentales
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En total se tuvieron 15 unidades experimentales, por lo que se utilizaron 225 larvas por

cada uno de los tratamientos, en total se utilizaron 1,125 larvas para realizar la evaluacion.

Figura 11 Diferentes edades de larvas del barrenador del tallo utilizadas como tratamiento para determinar
cual es la preferencia de parasitismo de Cotesia flavipes

C. Determinacion del Instar Larval de D. crambidoides

Las larvas se clasificaron con base a su longitud y su peso en 3 tamafos (Pequefio,

mediano y grande).

Dos dias después de haber realizado la clasificacion (para descartar posible mortalidad
de larvas por dafio mecanico), se tomé una muestra 12 larvas de cada grupo y se
decapitaron, posteriormente se procedié a medir el ancho de la capsula cefélica utilizando
una cinta milimétrica colocada en una caja petri con cera para evitar movimiento, la
visualizacion se realiz6 con un estereoscopio Leica EZ4 a 400x. Esto se realiz6 como
medicion para utilizarlas como comparativo con las larvas vivas utilizadas para la

investigacion.

Después de obtener el ancho de capsula cefalica de cada instar larval se utilizé el siguiente

modelo matematico para estimar la edad de la larva.



52

£(d) = 0.0636d + 0.2803

Fuente: Ingenio Santa Ana (2)

Ddnde:
f@ = Milimetros de ancho de la capsula cefélica.
d= Edad de la larva en dias.

Se ingresaron los datos de ancho de capsula cefalica dada en milimetros y se obtuvo la

edad de la larva en dias.

Posteriormente la edad de la larva se utilizé para establecer el instar larval, con base a la

informacion que se presenta en el cuadro 7.

Cuadro 7 Tiempo generacional y estados de desarrollo de D. crambidoides Ingenio Santa Ana, Escuintla
2014

Instares larvales
Huevo | Il [ v \ Pupa|Adulto

6 |[1[|-|6]|7]|-|12|13| - |18|19| - [24|25] - |30 9 2

Dias de
Desarrollo

Fuente: Ingenio Santa Ana (6)

Al obtener la clasificacién de los instares se procedid a realizar el ensayo utilizando cada

instar larval como un tratamiento.

D. Metodologia de preferencia de parasitacion

Con las tres larvas a una distancia similar (10 cm) en el centro se liberé una hembra de
Cotesia flavipes y se observé hasta la primera seleccion de parasitacion el tiempo maximo
de espera fue de 20 minutos en caso no ocurrié parasitacién se seleccioné otra hembra de
C. flavipes. Las observaciones se llevaron a cabo de forma directa, y se tomaron los datos

en las boletas respectivas.
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La confirmacion de seleccidon de parasitismo se tomd como referencia cuando C. flavipes
levantd sus alas posteriores e insertd su ovopositor en los ultimos segmentos de D.

crambidoides

Para la cuantificacion de seleccion se utilizé el siguiente modelo (dado en porcentaje)

Ps = * 100

Lt
Donde:

P s= Porcentaje de larva de instar seleccionado.
L I s= Larvas de instar seleccionado.

L t= Larvas total

2.5.3 Cuantificacion del parasitismo

A. Parasitismo confirmado

Se realiz6 una revision cada dos dias para determinar el parasitismo y ademas de ello
cambiar el alimento por la degradacién de los trozos de cafia, en cada unidad experimental
se revisaron hasta la fase de crisalida o el parasitismo confirmando la presencia del

parasitoide eclosionado de la larva.

Para la cuantificacion del parasitismo se utilizdé el modelo matemético

pp=2P . 100
= — %
P=T1

Donde:
P p= Porcentaje de larva con parasitismo confirmado

L p= Larvas con parasitismo confirmado
L t= Larvas total

B. Porcentaje de encapsulamiento

El encapsulamiento se cuantifico después de la muerte de larvas de cada tratamiento y que
no presentaron pupas del parasitoide, esta revision se realiz6 cada dos dias a partir de la

inoculacion de la larva por el parasitoide.
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La diseccion se realizé a las larvas muertas, pero sin presencia de un parasitoide (larva o
pupas) para determinar el encapsulamiento. Se separaron las larvas con mortalidad pero
sin ninguna presencia interna de parasitoide; el porcentaje de encapsulamiento, se obtuvo

a partir del siguiente modelo matematico:
P Le 100
= — %
T Lt

Donde:
P e= Porcentaje de larva con encapsulamiento

L e= Larvas con encapsulamiento
L t= Larvas total

C. Toma de datos
Se realiz6 el proceso de parasitismo teniendo en cuenta la preferencia del parasitoide sobre
los diferentes instares de D. crambidoides el nimero de larvas parasitadas en cada
tratamiento no fue el mismo, debido a que no se tomaron en cuenta las larvas que no
presentaron parasitismo y las que murieron por contaminacién durante el ciclo de

evaluacion, por lo que fue necesario establecer el promedio de larvas de cada tratamiento

para proyectar el parasitismo y el encapsulamiento.

2.5.4 Disefo experimental

Se utilizé un disefio completamente al azar, debido a que la evaluaciéon se realiz6 bajo

condiciones de laboratorio, el modelo estadistico se muestra a continuacion
Yij = p + i + €ij
Siendo:
Yij = Preferencia de parasitismo de C. flavipes sobre las larvas de D. crambidoides
M = media general de la variable del porcentaje preferencia de parasitismo

Ti = efecto del i - ésimo instar larval.
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A. Variables de Respuesta

a) Porcentaje de Seleccion (Preferencia de parasitismo) de Cotesia flavipes, sobre las
larvas de D. crambidoides en los instar lll, IV y V.

b) Porcentaje de parasitismo de Cotesia flavipes, sobre las larvas de D. crambidoides
en los instar lll, IV y V.

c) Porcentaje de encapsulamiento sobre las larvas de D. crambidoides en los instar I,
VyV.

2.5.5 Analisis de datos

Los promedios de porcentaje de seleccion, parasitismo confirmado y encapsulamiento,
fueron sometidos a prueba de normalidad para ver el comportamiento de los datos luego a
un analisis de varianza (ANDEVA) para establecer la existencia de la diferencia estadistica
entre los tratamientos, debido a la diferencia estadistica que presento en analisis de
varianza, se realiz6 una prueba de separacion de medias por Tukey para determinar los
tratamientos que tienen los mayores porcentajes de seleccion, parasitismos confirmado y
encapsulamiento sobre larvas de D. crambidoides atravez del software estadistico InfoStat
version 2013. Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Cdérdoba, Argentina (26)

2.5.6 Manejo del experimento

Luego que las larvas fueran parasitadas por Cotesia flavipes, fueron colocadas de forma
individual dentro de cajas Petri de plastico con un diametro de 6cm. Asi mismo se colocaron
dentro de las cajas Petri cubos de 3 cm3de cafia de azlcar, esto para poder proporcionales
alimento a las larvas. La temperatura que se manejo fue de 25+ 2 C°, y la humedad relativa

de 85 porciento.

La toma de los datos se realizé a los 13 dias después de haber realizado la parasitacion de

las larvas de Diatraea crambidoides con Cotesia flavipes.
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2.6 RESULTADOS Y DISCUSION

Esta investigacion se realizé para determinar la preferencia del parasitoide C. flavipes a
diferentes edades del barrenador del tallo D. crambidoides, se analizaron los datos de las
variables en estudio; porcentaje de seleccion (preferencia de parasitismo), porcentaje de
parasitismo y porcentaje de encapsulamiento los datos no fueron transformados porque
tienen tendencia normal (ver cuadro 11,13 y 15). Los resultados se muestras a continuacion.

2.6.1 Porcentaje de Seleccion (Preferencia de parasitismo)

La preferencia de parasitismo de Cotesia flavipes (Himenoptera: Braconidae), que es un
endoparasitoide gregario importante de D. crambidoides (Lepidoptera: Crambidae), la

tiene sobre el instar IV (figura 12)

Instar Il
22%

Instar V
31%
H Instar |l
m |nstar 1V
M Instar V

Instar IV
47%

Figura 12 Preferencia de parasitismo de C. flavipes sobre los instares Ill, IV y V del barrenador D.
crambidoides, bajo condiciones de laboratorio, Laboratorio Control de Calidad, Ingenio Santa Ana
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El andlisis de varianza muestra que existe diferencia significativa entre los instares, hay
por lo menos un instar que fue seleccionado mas veces por el parasitoide (cuadro 8), el
cuadro 9 muestra la agrupacion del analisis Tukey al 95 por ciento de confianza, el Instar
IV es el mas seleccionado por parasitoide. C. flavipes, con un 47 % seguido por los instares

V y lll respectivamente con un 31 %y 22 %.

Cuadro 8 Andlisis de varianza sobre la variable preferencia de parasitismo de C. flavipes sobre los instares
lll, IVyV del barrenador D. crambidoides, bajo condiciones de laboratorio, Laboratorio Control de Calidad,
Ingenio Santa Ana

Variable N R2 Ccv
% Ps 15 89% 11.9
Cuadro de Analisis de la Varianza
F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 0.15 2 0.08 48.39 <0.0001
Instar 0.15 2 0.08 48.39 <0.0001
Error 0.02 12 1.60E-03
Total 0.17 14

Cuadro 9 Separacion de medias por medio de Tukey al 5% sobre la variable preferencia de parasitismo de
C. flavipes sobre los instares Ill, IV y V del barrenador D. crambidoides, bajo condiciones de laboratorio,
Laboratorio Control de Calidad, Ingenio Santa Ana

Instar Medias |n| E.E.
\Y, 47% |5| 0.02 A
Y, 31% |5] 0.02 B
1 22% 51 0.02 C
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

La avispa para la preferencia segun observaciones, toma en cuenta dos parametros,
inicialmente trata de localizar a su huésped segun Vinson; Tumlin- son et al; Kidd, citados
por Van (33), mencionan que los habitats del hospedero son encontrados usualmente
detectando sefales perceptibles a cierta distancia, no por una busqueda al azar. La vision
juega posiblemente un papel importante en la localizacion del habitat, en el sentido mas
amplio (bosque vs pastizal, etc.) pero la localizacién del micro habitat es frecuentemente
una respuesta a compuestos quimicos volatiles como (1) los olores de plantas hospederas

no infestadas, (2) los materiales (feromonas, heces) producidos por el hospedero o (3) los
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compuestos volatiles de las plantas inducidos y liberados en respuesta al ataque de un
herbivoro. Los parasitoides pueden usar olores para localizar hospederos ya sea
moviéndose a favor del viento al percibir el olor en el aire, esto concuerda con lo observado
debido que la avispa con sus antenas tenia movimientos circulares tratando de localizar a
su hospedero, en el ensayo de preferencia se utilizd pedazos de cafia con larvas dentro,
dos dias antes para que estos tuvieran heces y restos de tejidos digeridos que se presume

gue es lo que le sirve al parasitoide para localizarla.

Otro punto importante son las defensas externas que tiene el huésped, para el caso de D.
crambidoides es una larva muy agresiva, en las observaciones realizadas en un 30 por
ciento de los intentos de parasitacion de la avispa esta fue asesinada por el huésped de
dos formas, la primera emitia regurgitaciones de un liquido por la boca que al caer sobre el
parasitoide lo mata al dejarlo inmovil, similar condicion documenta Scaglia et al.(28).
Pasteels et al, Sime Citados por Van (33) mencionan especies rocian enérgicamente a sus
atacantes con compuestos quimicos nocivos. Otras concentran compuestos defensivos en
sus tejidos externos y tienen un sabor repugnante. Otro mecanismo de defensa de D.
crambidoides es que dentro de la galeria que forma por su alimentacién cuando el
parasitoide se acerca las larvas toma un comportamiento de movimientos bruscos y
eneérgicos, con tal de evitar ser parasitado, se presume que la preferencia se inclin6 al instar
IV debido a que la cuticula de la larva es menos gruesa que el instar V. Weseloh, Shaw
citados por Van (33) mencionan que las cuticulas mas gruesas también pueden ser
estructuras defensivas, esto debido que en el instar V los intentos de insertar el ovopositor
de C. flavipes fue mayor que el instar 1V, y en varias observaciones el parasitoide opto por

cambiar de instar.

2.6.2 Porcentaje de parasitismo

Se realizé un andlisis de varianza para la variable porcentaje de parasitismo de C. flavipes
en los instares I, IV y V del barrenador de la cafia de azlcar, existe diferencia significativa
entre los instares (cuadro 10), la prueba de Tukey al 95 % de confianza muestra que el
Instar V tiene el mayor porcentaje de parasitismo con un 61 %, seguido por los instares IV

y Il respectivamente con un 49 %y 23 % (cuadro 11)
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El mayor parasitismo se encontrd en el instar V debido a que estas larvas tienen las mejores
condiciones de tamafio y peso y esto asegura una reproduccion exitosa, Lva et al (18),
menciona que en trabajos de investigacion C. flavipes escogié para su ovoposicion
hospederos de ultimos instares (IV y V instar), se considera que a pesar del riesgo de una
mayor mortalidad por el sistema de defensa del hospedero, el parasitoide lo compensa al
lograr parasitar la larva con un gran éxito reproductivo, ya que las larvas de los
parasitoides dispondran de suficiente alimento con estas larvas de mayor tamafo y

de mayor peso.

Cuadro 10 Andlisis de varianza sobre la variable porcentaje de parasitismo de C. flavipes sobre los instares
lll, IVyV del barrenador D. crambidoides, bajo condiciones de laboratorio, Laboratorio Control de Calidad,
Ingenio Santa Ana

Variable N R2 CcvVv
%Parasitismo 15 76% 14.33

Cuadro de Analisis de la Varianza

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0.42 2 0.21 19.43 0.0002
Instar 0.42 2 0.21 19.43 0.0002
Error 0.13 12 0.01
Total 0.55 14

Cuadro 11 Separacién de medias por medio de Tukey al 5% sobre la variable porcentaje de parasitismo de
C. flavipes sobre los instares Ill, IV y V del barrenador D. crambidoides, bajo condiciones de laboratorio,
Laboratorio Control de Calidad, Ingenio Santa Ana

Instar Medias n E.E.

V 61% 5 0.05 A

\Y 49% 5 0.05 A

11 23% 5 0.05 B
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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2.6.3 Porcentaje de encapsulamiento

En el presente ensayo se analizé la capacidad del sistema inmune celular del hospedero
D. crambidoides a través del proceso de encapsulacion. La encapsulacion se verifico en
las larvas que no llegaron a pupar, las larvas se disectaron y se observo la hemolinfa y se
encontraron larvas del parasitoide y en algunos casos pupas que no llegaron a completar
su desarrollo. Para la variable porcentaje de encapsulamiento del huésped D. crambidoides
sobre el parasitoide C. flavipes el analisis de varianzas indica que existe diferencia entre los

instares en estudio (cuadro 12).

Cuadro 12 Andlisis de varianza sobre variable porcentaje de encapsulamiento de instares lll, IVy V del
barrenador D. crambidoides sobre C. flavipes, bajo condiciones de laboratorio, Laboratorio Control de
Calidad, Ingenio Santa Ana

Variable N R2 Ccv
% Encapsulamiento 15 51% 15.93
Cuadro de Anadlisis de la Varianza
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0.08 2 0.04 6.35 0.0131
Instar 0.08 2 0.04 6.35 0.0131
Error 0.08 12 0.01
Total 0.16 14

Glatz et al citado por Ali Mahmoud (2) menciona que la parasitacion de las larvas de
lepidopteros mediante el empleo de endoparasitoides generalmente se asocia con la
supresion de la inmunidad celular y humoral del insecto hospedero. La encapsulacion es la
principal reaccién celular del huésped frente a los insectos endoparasitoides (2). Segun la
prueba mdultiple de medias de Tukey al 95 % de confianza se tiene que el Instar Il tiene
el mayor porcentaje de encapsulamiento con un 32 %, seguido por los instares V y IV

respectivamente con un 20 % y 19 % (cuadro 13).
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Cuadro 13 Separacién de medias por medio de tukey al 5% sobre la variable porcentaje de
encapsulamiento delos instares lll, IV y V del barrenador D. crambidoides sobre C. flavipes, bajo
condiciones de laboratorio, Laboratorio Control de Calidad, Ingenio Santa Ana

Instar Medias Origi n E.E.
1] 32% 5 0.04 A
V 20% 5 0.04 B
\Y 19% 5 0.04 B
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Para un parasitismo exitoso se deben tomar en cuenta los factores abi6tico y factores
biéticos del hospedero (18), entre los factores bidticos del hospedero se mencionan los
externos y los interno, La defensa interna que son los sistemas inmunoldgicos de los
hospederos, esta investigacion difiere con lo mencionado por Bauer et al. citado por
Hernandez (16) debido a que los mayores encapsulamiento se encontraron en el instar lll,
posiblemente a que son diferentes especies, diferentes reacciones de defensa internas
(hemocitos). En la figura 13 se observa que a medida que aumenta los instares el porcentaje

de encapsulamiento se reduce y a su vez el porcentaje de parasitismo aumenta.

[—1Promedio de %Parasitismo
70% 35%
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: ] :
Z 40% 20% =
2 2
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I v v

INTARES DE D. crambidoides

Figura 13 Porcentaje de parasitismo y encapsulamiento de C. flavipes sobre los instares Ill, IVy V del
barrenador D. crambidoides, bajo condiciones de laboratorio, Laboratorio Control de Calidad, Ingenio Santa
Ana
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2.7 CONCLUSIONES

El parasitoide Cotesia flavipes tiene preferencia de parasitismo sobre el instar IV con un
47 por ciento en las evaluaciones realizadas en condiciones de laboratorio.

El maximo porcentaje de parasitismo de obtuvo en los instares IVy V con 61y 49 por
ciento respectivamente.

El encapsulamiento se registré con el valor mayor en el instar Ill con un 32 por ciento
contrario a otras especies.

2.8 RECOMENDACIONES

Realizar mas observaciones sobre el comportamiento de Cotesia flavipes sobre Diatraea

crambidoides.

Evaluar otras especies de parasitoides para Diatraea crambidoides.
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2.10 ANEXOS

2.10.1 Porcentaje de Seleccion (Preferencia de parasitismo)

Cuadro 14 Datos de porcentaje de seleccion del C. flavipes sobre los instares I, IV y V del barrenador D.
crambidoides, bajo condiciones de laboratorio, Laboratorio Control de Calidad, Ingenio Santa Ana

Repeticiones
Instar 1 2 3 4 5 Promedio | Desvet cv
11 27% 24% 21% 22% 17% 22.3% 3.50% 15.71%
v 42% 47% 51% 49% 44% 46.7% 3.53% 7.55%
\ 31% 29% 28% 29% 39% 31.0% 4.41% 14.24%

Se verifico que los datos del ensayo tuviera un comportamiento normal por lo que se
sometié al andlisis de Shapiro-Wilks (modificado) y se determiné que tienen un
comportamiento normal (p>0.05) Segun Cuadro 15. Por lo que se concluye que no es

necesario transformacion de los datos originales.

Cuadro 15 Prueba de normalidad Shapiro-Wilks (modificado) variable preferencia de parasitismo de C.
flavipes sobre los instares Ill, IV y V del barrenador D. crambidoides, bajo condiciones de laboratorio,
Laboratorio Control de Calidad, Ingenio Santa Ana

Variable n media D. E. w p (unilateral D)
% Ps 15 0.33 0.11 0.9 0.1652

2.10.2 Porcentaje de parasitismo

Cuadro 16 Datos de laboratorio sobre la variable porcentaje de parasitismo de C. flavipes sobre los instares
lll, IVyV del barrenador D. crambidoides, bajo condiciones de laboratorio, Laboratorio Control de Calidad,
Ingenio Santa Ana

Repeticiones
Instar 1 2 3 4 5 Promedio Desvet Ccv
11 12% 20% 38% 27% 20% 23.4% 9.95% 42.6%
1% 38% 48% 39% 58% 61% 48.7% 10.34% 21.2%
\ 64% 47% 61% 63% 70% 61.1% 8.44% 13.8%

Se verifico que los datos del ensayo tuviera un comportamiento normal por lo que se
sometié al analisis de Shapiro-Wilks (modificado) y se determind que tienen un
comportamiento normal (p>0.05) Segun Cuadro 17. Por lo que se concluye que no es

necesario transformacion de los datos originales.
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Cuadro 17 Prueba de normalidad Shapiro-Wilks (modificado) variable porcentaje de parasitismo de C.
flavipes sobre los instares IIl, IV y V del barrenador D. crambidoides, bajo condiciones de laboratorio,
Laboratorio Control de Calidad, Ingenio Santa Ana

Variable n media D. E. W p (unilateral D)

% Parasitismo 15 0.44 0.19 0.9 0.1915

2.10.3 Porcentaje de encapsulamiento

Cuadro 18 Andlisis de varianza sobre variable porcentaje de encapsulamiento de instares lll, IVy V del
barrenador D. crambidoides sobre C. flavipes, bajo condiciones de laboratorio, Laboratorio Control de
Calidad, Ingenio Santa Ana

Repeticiones
Instar 1 2 3 4 5 Promedio Desvet cv
I 35% 27% 23% 47% 30% 32.3% 9.18% 28.40%
\Y) 15% 19% 26% 18% 14% 18.4% 4.50% 24.40%
Vv 23% 21% 17% 26% 11% 19.6% 5.87% 29.97%

Se verifico que los datos del ensayo tuviera un comportamiento normal por lo que se
someti6 al anadlisis de Shapiro-Wilks (modificado) y se determiné que tienen un

comportamiento normal (p>0.05) Segun Cuadro 19. Por lo que se concluye que no es

necesario transformacion de los datos originales.

Cuadro 19 Prueba de normalidad Shapiro-Wilks (modificado) variable porcentaje de encapsulamiento de
instares I, IVy V del barrenador D. crambidoides sobre C. flavipes, bajo condiciones de laboratorio,
Laboratorio Control de Calidad, Ingenio Santa Ana

Variable

n

media

D.E.

w

p (unilateral D)

% Encapsulamiento

15

0.23

0.09

0.93

0.4508
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CAPITULO Illl PATOGENICIDAD DEL HONGO ENTOMOPATOGENO Beauveria bassiana
(BALSAMO) VUILLEMIN (HYPOCREALES: CLAVICIPITACEAE) PARA EL CONTROL
DEL BARRENADOR DEL TALLO (Diatraea crambidoides) GROTE (LEPIDOPTERA:
CRAMBIDAE), A NIVEL DE LABORATORIO
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3.1 PRESENTACION

El control biolégico es uno de los componentes del Manejo Integrado de Plagas (MIP) por
lo que es importante, los hongos entomopatdégeno forman parte de las alternativas en el
manejo integrado del barrenador del tallo Diatraea crambidoides. Los primero
microrganismo que se identificaron como causantes de enfermedades en insectos fueron

los hongos, porque es visible cuando estos colonizan a los insectos.

Los barrenadores Diatraea crambidoides y Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae)
(24,13), causan pérdidas de 32.4 kg de azucar por hectarea, por cada uno por ciento de

entrenudos dafiados para una produccion de promedio de 90 t/ha (11, 12).

Luego de realizar el ensayo en laboratorio y someter los datos obtenidos al andlisis
estadistico se determind que la concentracion de 1x10714 conidios/hectarea es la que logra
mayor mortalidad con un 99% segun el andlisis de varianza y separacion de medias por

tukey,

La DL50 y la DL90 de Beauveria bassiana sobre larvas penetrantes (3 dias de edad) fueron
3.14x10% conidios/hectarea (1.047 x107 conidios/ml) y 1.23x10'3 conidios/hectarea (4.1
x108 conidios/ml) respectivamente, por lo que se concluye el potencial como controlador

bioldgico del hongo entomopatdgeno.
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3.2 MARCO CONCEPTUAL
3.2.1 Marco Conceptual

A. Control Biologico

El control biologico se enfoca de distintas maneras para diferentes propositos. Cuando la
meta es la supresion permanente de una plaga (usualmente una especie invasora no nativa)
en un area grande, el inico método factible es el control bioldgico clasico. Con este enfoque
se busca causar un cambio ecolégico permanente en el complejo de enemigos naturales
(es decir, parasitoides, depredadores, patdgenos, herbivoros) que atacan a la plaga,
introduciendo nuevas especies desde el sitio de origen de la plaga (o, en el caso de plagas
nativas o exoéticas de origen desconocido, a partir de especies emparentadas o

ecoldgicamente similares) (1)

B. Uso de patdgenos en el control bioldgico

Brady; Miller et al; Maramorosch y Sherman; Moore et al; Burge; Tanada y Kaya Citados
por Van (16), mencionan que los patdgenos de artropodos incluyen bacterias, virus, hongos,
nematodos y protozoarios

Los patdgenos son una parte importante del control natural. Epizootias espontaneas de
patbgenos ocurren a veces en las poblaciones de plagas (16) como, por ejemplo, las
epidemias virales y fungosas que periédicamente diezman las larvas de la polilla gitana
Lymatria dispar (L.). El uso de patégenos en control bioldgico clasico o aumentativo
inoculativo ha incluido programas contra el escarabajo rinoceronte Oryctes rhinoceros (L.)

La mayoria de la investigacion sobre el uso de patdégenos para control biologico, sin
embargo, se ha enfocado en formular microrganismos para aplicacion especifica del sitio

como bioplaguicidas (16).
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b. Clasificacidon Taxonémica

Myers, P, Espinosa, C; Parr, T. Jones, G; Hammond, y Dewey,T (13), reportan la
clasificacion de Diatraea crambidoides, ademas se mencionan como sindnimos Chilo

crambidoides Grote, Diatraea zeacolella Dyar 1880.

Clase: Insecta

Orden: Lepidoptera

Familia: Pyralidae o Crambidae
Género: Diatraea

Especies:  D. crambidoides (13,3,5)

C. Biologia de la plaga

Los barrenadores del tallo de la cafia de azlcar del género Diatraea, tienen metamorfosis
holometdbola o completa, caracterizada por presentar su desarrollo biolégico en etapas

diferenciadas que comprenden los estados: huevo, larva, pupa y adulto (2) ver figura 14

Figura 14 Desarrollo biologico del barrenador del tallo D. crambidoides que comprenden los estados: huevo,
larva, pupa y adulto
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D. Patogenos fungosos

Goh et al; Carruthers y Hural citados por Van (16)Los hongos pueden ser agentes del control
bioldgico clasico, bioplaguicidas o parte del control natural a través de las epidemias que
peribdicamente causan en algunos artropodos. Los hongos tienen poca importancia en el
control biolégico por conservacion porque las manipulaciones para crear epidemias por
hongos, con demanda en localidades especificas, generalmente no son practicas o no estan

disponibles.

Segun la literatura consultada en algunos casos, los micoplaguicidas aplicados actian como
agentes de control biologico clasico, reproduciéndose a niveles suficientemente altos para
continuar causando mortalidad a niveles significativos por varios afios, sin tener que repetir
la aplicacién. Enkerli et al. Menciona que Beauveria brongniartii (Saccardo) Petch, el cual
fue aplicado en pastizales y huertos de Suiza para controlar al escarabajo Melolontha
melolontha L. Este hongo ha sido detectado en el suelo 14 afios después de la aplicacion

por lo que se crey6 que contribuyo al éxito del producto en el control de la plaga (9)

E. Beauveria bassiana
B. bassiana es un hongo del grupo de los deuteromicetes que crece de forma natural en los
suelos de todo el mundo. Su poder entomopatdégeno le hace capaz de parasitar a insectos
de diferentes especies, causando la conocida enfermedad blanca de la muscardina.
Pertenece a los hongos entomopatdégenos y actualmente es utilizado como insecticida
biolégico o biopesticida controlando un gran nimero de parasitos de las plantas como

larvas, las termitas, las moscas blancas, los afidos, los escarabajos (2)
a) Morfologia y Ciclo de Vida

El hongo entomopatégeno B. bassiana es filamentoso de la clase Hyphomycete, division
Deuteromicetes (Fungi imperfecti o Fungi asexual). Al igual que los demas hongos
entomopatdégenos, B. bassiana es un organismo eucariotico heterétrofo que posee células
quitinizadas y parasita otros insectos, gracias a sus mecanismos fisicos y quimicos de

infeccién (6)
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Tools, 2004; Viaud et al., 1998; Kouassi, 2001 citados por Echeverria (6). Fue descrita por
primera vez por Jean Beauverie en 1911 con el nombre de Botrytis bassiana. Un afio mas
tarde, Vuillemin la clasific6 en su clase actual. Ensayos enzimaticos posteriores,
determinaron el género como Beauveria sp, y diferenciaron seis especies, a saber: B. alba,
B. amorpha (Von Héhnel) Samson & Evans, B. bassiana, B. brongniartii, B. velata Samson
& Evans, B. vermiconia (Hoog & Rao), y B. caledonica (Bissett & Widden). Ademas se
reporta en la literatura la existencia de otras especies, como B. densa, B. stephanoderis, B.

vermiconia y B. sulfurescens.

Morfologicamente, B. bassiana esta conformada por hifas septadas de 2,5 a 25 uym de
diametro, de donde se forman conidiéforos simples raramente agrupados, con apariencia
de jarron (mas ancho en el centro que en los extremos), los cuales sostienen los conidios,

originados de forma simpodial o acrdpeta, dando una apariencia en zigzag al raquis (6)

Las esporas son esféricas y levemente ovaladas en medios aerobios, pero mas ovaladas
en medios anaerobios, llamadas blastosporas (6). Sin embargo, indiferentemente de su
morfologia, presentan igual capacidad de infeccidén. Tanto las esporas como las hifas, no
son pigmentadas (hialinas), por lo que su apariencia es blancuzca para el ojo humano (6).

Figura 15 Estructuras morfolégicas principales del hongo Beauveria bassiana. A. Esporas esféricas levemente
ovaladas. B. Hifas septadas. C. Conidiéforo simple. D. Proliferacion simpodial del conidiéforo. E. Esquema del
proceso de maduracién de conidiéforo a partir de un conidio (inferior) y vista de un conidiéforo completo
(superior izquierda). Figuras A-D modificadas de: Castillo, 2005. Figura E modificada de: Solter, 2004 (6)
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En cuanto a su reproduccion, se sabe que los hongos que pertenecen a esta clase no les
han sido posible determinar la fase sexual, limitandose Unicamente al estado vegetativo. Sin
embargo, Viaud y colaboradores (1998), reportan que existe recombinacion parasexual en
el género Beauveria sp, asi como en otros como Aspergillus sp y en las clases Ascomicete,
Basidiomicete y Deuteromicete. Este tipo de proceso genético, consiste en primera
instancia, en la formacion de un heterocarion (una célula con dos o mas nucleos
genéticamente diferentes), donde se produce la fusion de dos nucleos haploides diferentes
para formar un nudcleo diploide heterocigoto. Luego se produce una recombinacion mitética,
reduciendo la informacion genética por nucleo al nivel original del haploide. Este tipo de
proceso genera grandes variaciones genéticas, debido a cruces intercromosémicos, pero

se ve limitado muchas veces por incompatibilidad vegetativa (6).
b) Forma de accion

El propagulo infectivo del hongo (conidia) se deposita en la superficie del insecto
(exoesqueleto) adhiriéndose a la misma (fase de adhesion), a continuacion aparece el tubo
germinativo (fase de germinacion) y a partir de él, se desarrolla el apresorio, una estructura
celular que ejerce presidn contra las capas cerosas del exoesqueleto, al mismo tiempo que
libera varios tipos de enzimas (quitinasas, cutinasas) las cuales producen la histolisis de los
tejidos ablandandolos y permitiendo la infeccién del hongo (fase de infeccion). Dentro del
hemocele el hongo coloniza y se dispersa en la hemolinfa, emitiendo al medio metabolitos
secundarios del tipo micotdxico (beauvericina) los cuales afectan diferentes actividades
fisiolégicas y 6rganos vitales del insecto hasta producirle la paralisis y posteriormente, su
muerte en un lapso variable de entre 4 y 8 dias. Finalmente el hongo concluye su ciclo al
colonizar externamente al cadaver del insecto y producir y liberar al medio millones de
conidias infectivas, que funcionaran como inoculo secundario para infectar a otros individuos
(10).
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Figura 16 Estructura y composicién de la cuticula del insecto y esquema de la penetraciéon. Modificado de
Duperchy, 2003 (7)

F. Beauveria bassiana en Diatraea sp.

Estrada (7) reporta que la aplicacion de Beauveria bassiana (Bals.- Criv .) Vuill., en
condiciones de campo, segun un disefio en bloques de azar, para el control de las larvas de
Diatraea saccharalis (Fabricius). Al aplicar el hongo a una dosis de 1x10% conidios/ha, en
una poblacibn homogénea de la plaga, se evidenciaron diferencias significativas en los
niveles poblacionales del insecto, asi como en los dafios y en los rendimientos del cultivo.
Los resultados obtenidos demuestran que B. bassiana puede constituir un método

alternativo de lucha biolégica contra el talador de la cafia de azucar (7).

El cuadro 20 muestra los resultados obtenidos por Estrada (7), se observa que hay
diferencia en cuanto a la poblacion de larvas vivas de D, saccharalis por parcela y el dafio
de entrenudos es menor en las parcelas aplicadas con el hongo entomopatégeno. Por lo
gue se evidencia que B. bassiana disminuye las poblaciones larvales de D. saccharalis y

por lo consiguiente reduce los niveles de dafio producidos por el lepidoptero en el cultivo.
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Similares resultados obtuvo Alves mencionado por Estrada (7) al aplicar suspensiones

acuosas de B. bassiana contra la misma plaga en la cafia de azucar.

Cuadro 20 Promedio de numero de larvas vivas de D. saccharalis y entrenudos afectados en parcelas
tratadas y no tratadas con B. bassiana.

Numero de larvas vivas Entrenudos afectados
Muestras (dias) - . . .
Area tratada Area no tratada Area tratada Area no tratada

7 175 a 250 b 075 a 375b

15 200 a 225Db 275 a 550b

30 2,50 a 3,50b 6,00 a 9,00 b

40 4,75 a 6,75b 11,50 a 15,75 b

60 3,25a 5,00b 9,50 a 16,25 b
101 0,56 a 1,70 b 4,25 a 11,50 b

Letras diferentes indican significacion ( P< 005)

Fuente: Estrada, M; Romero, M. 1997. Aplicacion de Beauveria bassiana en la lucha

bioldgica contra Diatraea saccharalis.

3.2.2 Marco Referencial

El Grupo Corporativo Santa Ana esta localizado en la finca Cerritos del municipio de
Escuintla, del departamento del mismo nombre, las coordenadas son 14° 14" 34.7“atitud
norte y 90° 50" 35.8“Longitud oeste.

A. Ubicacion

Esta situado a 4.5 km del municipio de Escuintla y una distancia de 65.6 km de la ciudad
capital. Colinda al norte con las carreteras que conducen hacia el municipio de Santa Lucia
Cotz, al sur y al este con el municipio de Masagua, Escuintla y al oeste con la finca Rancho

Maria. Las instalaciones del ingenio tienen una extension de 423.24 Hectéareas.
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B. Descripcion del Area

Las condiciones climaticas del lugar presentan una temperatura promedio anual de 25.65
°C, precipitacion pluvia oscila entre 2,000 a 3,000 mm/afio, distribuidos en 8 meses de los
cuales, el mes de mayor precipitacion pluvial es septiembre con 700 milimetros de lluvia; la
unidad industrial de la corporacion esta asentada a una altitud de 158 metros sobre el nivel
del mar (msnm), y la humedad relativa promedio anual es de 89 %.

C. Localizacion del area de estudio (Laboratorio Control de Calidad)
El ensayo se realiz6 en el laboratorio de Control de Calidad del departamento Técnico
agricola, Grupo Corporativo Santa Ana, se ubica dentro de las instalaciones del Ingenio.

Las condiciones ambientales éptimas son las siguientes: temperatura a 28 y 29 grados

centigrados y una humedad relativa de 85%.

3.3 OBJETIVOS

3.3.1 General

e Evaluar la eficiencia seis dosis del hongo entomopatégeno Beauveria bassiana
(Balsamo) Vuillemin (Hypocreales: Clavicipitaceae) cepa BISA-447 para el control
(% parasitismo) en larvas del barrenador del tallo (Diatraea crambidoides) Grote

(Lepidoptera: Crambidae) a nivel de laboratorio.

3.3.2 Especificos

a) Determinar el porcentaje de mortalidad de larvas penetrantes de D. crambidoides por

la aplicacion del hongo entomopatégeno B. bassiana.

b) Determinar DLsoy DLoo de Beauveria bassiana cepa BISA-447 en larvas penetrantes

de D. crambidoides en condiciones de laboratorio.
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3.4 METODOLOGIA

La investigacion se realizé en dos etapas, la primera fue la obtencion de las larvas de instar
1 (1-5 dias de edad) (Diatraea crambidoides) del laboratorio de produccién de parasitoides
de Ingenio Santa Ana, la segunda etapa consistié en la evaluacion de la mortalidad de larvas

penetrantes de D. crambidoides por la aplicacion del hongo entomopatogeno B. bassiana.

3.4.1 Obtencién de Material

A. Hongo entomopatdégeno Beauveria bassiana

El hongo B. bassiana de obtuvo del laboratorio de produccién de hongos entomopatdégeno

del ingenio Santa Ana, el volumen de aplicacion 30 litros por hectarea.

Se procedi6 a la preparacién del indculo. Primero se determiné el rendimiento de conidios
por gramo del lote a utilizar, seguidamente se extrajo una porcion del hongo en una solucion
de agua desmineralizada + Tween 20® (5 gotas/l) para poder extraer los conidios. Se tomoé
una muestra de la solucién y se hizo un montaje en la cAmara de Newbauer para hacer el
conteo respectivo segun el protocolo de determinaciéon de conidios/ml. Para el célculo de

gramos/volumen se utilizé la siguiente férmula:

(Conidios X ml dosis mayor ) * (1000)
(Conidios/gramo ) * (Viabilidad)

Gramos/Litro =
Al tener la informacion de conidios/ml de la solucibn madre se procedié a hacer cada una
de las concentraciones correspondientes a cada tratamiento (14)
B. Larvas
Las larvas se obtuvieron del laboratorio de produccién de parasitoides, se utilizaron larvas
de instar 1,

3.4.2 Preparacion del material

El ensayo se llevé a cabo en las instalaciones de la unidad de control de calidad y desarrollo

de proyectos a una temperatura entre 28 y 29°C.
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Las larvas utilizadas se extrajeron de la dieta artificial, y se colocaron dentro de cajas
plasticas esterilizadas con hojas de cafia de azUcar para simular a las larvas penetrantes
en campo. Esto se realiz6 24 horas antes de la aplicacion para descartar a larvas con
posibles dafios de manipulacion durante la extraccion en cada caja. Se colocaron de 20-25
larvas, después se tomaron 20 larvas y se individualizaran en cajas de poliestireno estéril

con hoja de cafla de 2 cm x4 cm.

3.4.3 Unidad experimental

La unidad experimental fue de 20 larvas de 3 dias de edad.

3.4.4 Tratamientos

Cuadro 21 Dosis utilizadas como tratamientos del hongo entomopatdégeno Beauveria bassiana cepa BISA-
447 para el control del barrenador del tallo (Diatraea crambidoides) a nivel de laboratorio a un volumen de
aplicacion de 30 litros/hectéarea.

Tratamiento Dosis

T1 Testigo (Agua + Tween)

T2 3.20x10?° Conidios/ha (1.07E+06 conidios/ml)
T3 1.60x10* Conidios/ha (5.33E+06 conidios/ml)
T4 8.00x10* Conidios/ha (2.67E+07 conidios/ml)
T5 4.00x10*? Conidios/ha (1.33E+08 conidios/ml)
T6 2.00x10% Conidios/ha (6.67E+08 conidios/ml)
T7 1.00x10* Conidios/ha (3.33E+09 conidios/ml)

3.4.5 Disefno experimental

Se utiliz6 un disefio completamente al azar, con 7 tratamientos y 5 repeticiones, para un
total de 35 unidades experimentales, cada unidad experimental consto de 20 larvas de
barrenador (Diatraea crambidoides) de 3 dias de edad utilizdandose un total de 700 larvas

para todo el ensayo.

Se etiquetaron con el tratamiento y repeticion correspondiente, luego se coloco una tapa a
la caja para evitar que las larvas escaparan. Las cajas fueron colocadas en una sala del
laboratorio con una temperatura de 25+ 2 C°, ya que esta temperatura estimula el buen

desarrollo de la larva de Diatraea crambidoides.
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3.4.6 Calibracion del equipo

Luego se procedid a preparar las camaras de aplicacion que constaron de 20 cajas de
poliestireno, estas fueron colocadas en bandejas plasticas (ver figura 17). Se preparé el
area de calibracion (Limpieza y desinfeccion). El primero paso fue determinar la calidad
de aplicacién (gotas/cm?), en una bandeja plastica se colocaron 4 cm? de papel
hidrosensible en cada esquina y pedazos de 1 cm? en cada caja de poliestireno para
verificar la calidad de las gotas, se tom6 como altura de aplicaciéon 0.9 metros. Luego se
determind el ancho de banda de aplicacion del aerdgrafo; se cortaron pedazos de papel
hidrosensible de 0.5 cm X 6 cm y se colocaron a lo ancho de la bandeja de plastico,
colocando en total 3 tiras de papel hidrosensible como se muestra en la figura. Se aplicé
con el aerégrafo y se determiné el ancho de aplicacion utilizando 0.9 metros de altura de
aplicacion. Para la descarga del aerografo; se tomé una probeta de 10 ml y se determiné la
descarga del aerégrafo durante un minuto esto se repitié 10 veces y se utilizé el promedio.

Con los datos de volumen y descarga se calculara el caudal del aerdgrafo (2)

0.9 metros

Figura 17 Calibracion de equipo de simulacion de aplicacion aérea.
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A. Calculo de area de aplicacién

Area de aplicacion= = (0.44m)*(0.19m)=0.0836 m? (Area aplicacion 20 cajas de poliéster),
teniendo los datos de caudal del aerégrafo y &rea de aplicacion se calculé el tiempo de

aspersion sobre el area de aplicacion (velocidad de aplicacion).

10,000m? - — — — — — — 30,000 ml
0.0836m? — — — — — — — — - x ml
x = 0.2508 ml
Que es equivalente a una aplicacion de 30 litros/hectarea a 30 PSI
26ml—————— — 60 segundos
0.2508ml———————— - x segundos

x = 5.78 = 6 segundos
B. Datos de calibracion:
Altura de aplicacion: 0.9 metro
Caudal de aplicacion aerografo: 0.043 cc/segundo

Ancho de banda de aplicacién aerégrafo: 0.24 metros.

Largo de aplicacion 0.44 metros
Tiempo de aplicacion 6 segundos
Velocidad de aplicacién 0.0733m/s

3.4.7 Aplicacioén del producto.

Se hizo la aplicacion de la solucion de conidios con ayuda del aerdgrafo calibrado. Se
tomaron las 20 cajas de poliestireno y se aplicaron conteniendo las larvas Unicamente, se
cubrieron en su totalidad segun el tiempo calibrado (6 segundos por unidad experimental).
Se inicio con el testigo hasta finalizar los siete tratamientos. Al cambiar cada uno se lavo

cuidadosamente el equipo con agua estéril.

Al finalizar la aplicacion, las cajas se colocaron pedazos de hojas de cafia y se cerraron para

que las larvas se alimentaran naturalmente.
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3.4.8 Manejo del experimento

Del primer al cuarto dia las larvas se alimentaron con hojas de cafia y al quinto dia se

alimentaron con cubos de dieta de iniciacion, procedentes del laboratorio de parasitoides.

Se realiz6 la toma de datos diarios, revisando cada una de las repeticiones y se extrajeron
todas las larvas muertas. Estos datos preliminares serviran para poder corregir la mortalidad
por medio de ABOTT si esta supera el 10 % en el testigo. Se hizo una revisién del material

diariamente teniendo el cuidado de colocar hojas de cafia fresca.

Las larvas muertas fueron colectadas y se colocaron en cdmaras humedas individuales,
estas constaron de una caja de poliestireno identificada y desinfectada, con un trozo de
papel toalla en su interior, sobre el un cubreobjetos en el cual se colocé el insecto con el
abdomen hacia arriba y un trozo de algodén embebido de agua desmineralizada estéril. Se
dejaron en observacion hasta que se observé el micelio y se confirme la muerte por
parasitismo de la cepa. Todas las camaras humedas fueron colocadas a una temperatura

entre 28 a 29°C y un fotoperiodo de 14 horas luz y 10 horas de oscuridad.

Para la cuantificacién de mortalidad se utilizo el siguiente modelo (dado en porcentaje)

LIs

Ps =
STt

* 100

Donde:

P s= Porcentaje de larva con mortalidad confirmada
L | s= Larvas de parasitadas (mortalidad confirmada)
L t= Larvas total
3.4.9 Analisis de resultados.
A. Variables de respuesta.
a) Porcentaje de mortalidad de larvas del barrenador D. crambidoides por Beauveria

bassiana cepa BISA-447.
b) DLso y DLoo de Beauveria bassiana cepa BISA-447.
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B. Analisis de la informacion

La mortalidad se corregido por medio de ABOTT. Se llevaron registro de los datos de

mortalidad acumulada (curvas) y el parasitismo confirmado por Beauveria bassiana. Los

datos fueron transformados por Pc;= sin‘l(Pci,-)l/ 2 para poder hacer el ANDEVA respectivo

y la prueba multiple de medias (TUKEY) al 5 % se empleo el software estadistico InfoStat

version 2013. Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Cordoba, Argentina (15)

Ademas se elaboraron las Curvas Probit para determinar la DL50 y la DL90

3.5 RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 18 se presentan los resultados del uso de B. bassiana en larvas penetrantes
(larvas 1-5 dias de edad) de barrenador del tallo D. crambidoides se evaluaron 6

concentraciones del hongo entomopatégeno (conidios/ml)

100% 93% 99%
90%
80% 73%
T 70%
% 60% 51%
€ 50% 41%
S 40%
X 30% 25%
20%
10% 0%
0%
T1=Agua T2=3.2x10710 T3=1.6x10711 T4=8x10"13 T5=4x10712 T6=2x10713 T7=1x10"14
Desmineralizada+ conidios/Ha conidios/Ha conidios/Ha conidios/Ha conidios/Ha conidios/Ha

Tween

Concentracion conidios/hectarea

Figura 18 Resultados en porcentaje de larvas de D. crambidoides muertas confirmadas por la aplicacion del
hongo entomopatégeno Beauveria bassiana cepa BISA 447
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Figura 19 Mortalidad del barrenador del tallo D. crambidoides por la aplicacion de Beauveria bassiana cepa
bisa 447

El ensayo fue evaluado hasta el noveno dia (ver figura 19) pero para los célculos de DL50
y se utilizaron los datos al octavo dia. En el cuadro 22 y 23 se muestran los porcentaje de
mortalidad obtenidos en el ensayo, para el testigo y los demas tratamientos, asi como el
analisis estadistico que establece la separacién entre medias y que sefiala diferencias

significativas (P<0.05) entre los tratamientos, segun Tukey (P<0.05).

Cuadro 22 Andlisis de varianza sobre la variable porcentaje de mortalidad del barrenador D. crambidoides,
por la aplicacion de Beauveria bassiana bajo condiciones de laboratorio, Laboratorio Control de Calidad,
Ingenio Santa Ana

Analisis de la varianza

Variable N R? CV
Porcentaje Mortalidad 56 0.92 18.28
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 6.27 6 1.04 88.58 <0.0001
Tratamiento 6.27 6 1.04 88.58 <0.0001
Error 0.58 49 0.01

Total 6.85 55
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Cuadro 23 Separacién de medias por medio de Tukey al 5% sobre la variable porcentaje de mortalidad del
barrenador D. crambidoides, por la aplicacién de Beauveria bassiana bajo condiciones de laboratorio,
Laboratorio Control de Calidad, Ingenio Santa Ana

Tratamiento Medias | n |E.E.
T7=1x10"14 conidios/Ha 0.99 8 |0.04] A
T6=2x10"13 conidios/Ha 0.93 8 |0.04] A
T5=4x10"12 conidios/Ha 0.73 8 10.04 B
T3=1.6x10"11 conidios/Ha 0.51 8 |10.04 C
T4=8x10"13 conidios/Ha 0.4 8 10.04 C D
T2=3.2x10710 conidios/Ha 0.25 8 10.04 D
T1=Agua Desmineralizada+ Tween 0 8 10.04 E

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Los resultados muestran la patogenicidad del B. bassiana cepa BISA-447 sobre larvas
penetrantes de D. crambidoides se observa que entre todos los tratamientos hubo
diferencias entre si y con el testigo, ademas de que este ultimo no registr6 ninguna
mortalidad confirmada mientras dur6 el ensayo. Se observd también que la mortalidad en
los 6 tratamientos fue directamente proporcional a la concentracion de conidios, siendo que

al 8to dia, el T7 (1x10714 conidios/hectarea) fue el méas efectivo, con un 99% de mortalidad.

Malpartida (10) registrd6 una mortalidad en las larvas de Dione juno Cramer (Lepidoptera:
Nymphalidae), entre 20% y 84% al cuarto dia. La DL50 y la DL95 fueron de 9.39 x 10°
conidias/ml, y 1.42 x 108 conidia/ml respectivamente. También estos resultados son
cercanos a los obtenidos por Solis-Soto et al. Citado por Malpartida (10), bajo condiciones
de laboratorio; a una concentracion de 2.4 x 108 conidias/ml, obtuvieron una mortalidad del
93% en larvas de Cydia pomonella L (Tortricidae), mientras que Quintana, con 108
conidias/ml, logré un 100% de mortalidad en larvas de Rhyacionia buoliana Denis & Schiff
(Tortricidae). Rodriguez et al. mencionados por Mapartida (10) con la misma concentracion
obtuvieron al 4to dia de inoculacion, cerca del 60% de mortalidad en larvas del 3er estadio

de Tuta absoluta Meyrick (Gelechiidae), logrando en el 7mo dia, una mortalidad del 80%.
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Segun Echeverria (7) menciona que en la primer fase de la interaccién hongo-insecto, el
conidio se adhiere a la cuticula del insecto para este proceso es necesario que se dé, el
reconocimiento y compatibilidad entre el conidio y las células del tegumento del insecto,
estd influida por dos acciones: la pasiva que no es mas que las fuerzas electroestaticas e
hidrofébicas, y otra activa, en la que se secreta mucilagos que interactian quimicamente

con las lecitinas de la membrana y genera condiciones para la formacion de enzimas.

Para el presente ensayo las larvas de D. crambidoides mostraron momificacioén a partir del
4 dia. Kouassi; Wong; Duperchy, citados por Echeverria (7) mencionan que una vez que
se haya adherido el conidio, inicia la germinacion, que es dependiente de las condiciones
que le pueda brindar el insecto y el ambiente. La diferenciacién del hongo, inicia con la
formacién de un tubo germinativo, similar a un aprensorio, el cual ayuda a la penetracién de
la cuticula por actividad enziméatica extracelular (quitinasas, lipasas, esterasas, y proteasas)

asi como presion mecéanica por el haustorio.

En el cuadro 24, se presenta la mortalidad por el los diferentes dosis de B. bassiana, el

logaritmo de la dosis y el valor de probit para el célculo de la DL50 y DL9O0.

Cuadro 24 Transformacion a valores probit de las diferentes concentraciones de hongo entomopatégeno B.
bassiana y porcentaje de mortalidad confirmada de larvas penetrantes de D. crambidoides

Tratamiento Dosis % Mortalidad Ln Dosis Probit (Mort)
T1 Testigo (Agua + Tween) 0.00% 0.00 0
T2 3.20x10" Conidios/Ha 25.00% 24.19 4.32581
T3 1.60x10* Conidios/Ha 51.04% 25.80 5.02500
T4 8.00x10%* Conidios/Ha 40.63% 27.41 4.76256
T5 4.00x10*2 Conidios/Ha 72.92% 29.02 5.60944
T6 2.00x10%2 Conidios/Ha 92.71% 30.63 6.45408

T7 1.00x10™ Conidios/Ha 98.96% 32.24 7.31203
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En la figura 20 se puede observar que la DL50y DL90 fueron 3.14x10 conidios/hectarea
(1.047 x107 conidios/ml) y 1.23x10%® conidios/hectarea (4.1 x108 conidios/ml)
respectivamente de B. bassiana cepa BISA-447 sobre larvas de primer instar de D.

crambidoides.

7.80
®
y = 9.8784In(x) - 27.363
6.60 - R%*=0.8915
=
S
S 540 -
[~
4.20 e DL50 = 3.14x10** Conidios/Ha
DL90 = 1.23x10" Conidios/Ha
3.00 : : : : : :
23.00 24.50 26.00 27.50 29.00 30.50 32.00

Ln Dosis

Figura 20 Regresién Probit para la curva de mortalidad de larvas de Diatraea crambidoides inoculadas con 6
concentraciones de Beauveria bassiana

Las concentraciones obtenidas en este ensayo estan por encima de los reportados por
Gonzalez et al. Citados por Malpartida (10) registraron que una cepa de B. bassiana, tuvo
una DL50 de 2.44 x 108 conidios/ml sobre larvas del 3er. estadio de Ecdytolopha torticornis
(Tortricidae). Esta misma autora cita a Fuentes & Carballo, determinaron que para Plutella
xylostella (Plutellidae), la DL50 y DL95 fue de 2.2 x 10° vy 5.1 x 107 conidios/ml
respectivamente, mientras que Solis-Soto et al, sefialan una DL50 de 8.82x10° conidios/ml
para Cydia pomonella y Rodriguez et al. para Tuta absoluta encontraron de 1.0 x 1044y 1.0

x 1076 conidios/ml para la DL50 y DL95 respectivamente.



89

3.6 CONCLUSIONES

Se concluye que el hongo B. bassiana cepa BISA-447 es patogénica para larvas de primer

instar de D. crambidoides.

El calculo de DL50y DL90 que fueron 3.14x10 conidios/hectarea (1.047 x107 conidios/ml)
y 1.23x10*2 conidios/hectarea (4.1 x108 conidios/ml) respectivamente

3.7 RECOMENDACIONES

Se recomienda evaluar la concentracion 1.72x10*2 conidios/hectarea (1.23x10%3

conidios/hectarea +40%) en evaluacién en campo.
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3.9 ANEXOS

3.9.1 MATERIALES.

S

Conidios viables de Beauveria bassiana cepa BISA-447 producido en arroz
quebrado.

Larvas de Diatraea crambidoides de 3 dias de edad
Cajas poliestireno estériles para cultivo de larvas
Cajas petri de vidrio

Hojas tiernas de cafia limpias

Agua desmineralizada purificada

Tween 20®

Erlenmeyer de vidrio de 1000 ml

Beacker de vidrio de 1000 ml

Bulbo para pipeta

Probeta

Pipeta

Céamara de Newbauer

Microscopio 6ptico

Aeroégrafo

Compresor de aire

Balanza analitica

Papel toalla autoclaveado

Cubreobjetos

Pincel

Pizeta

Horno de secado

Masking Tape de 2’

Boletas para toma de datos

A N N N N Y N N N N U N N Y N U N N N D N N N N

Papel Hidrosensible.



