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SINTESIS



SINTESIS

Con el objetivo de evaluar aislamientos de NEPs provenientes de zonas cafetaleras
de Jibacoa como control biolégico de Hypothenemus hampei (F.) en condiciones de
campo se realizaron diversos experimentos se llevaron a cabo en el Laboratorio de
Patologia de Insectos del Centro de Investigaciones Agropecuarias (CIAP) ubicado
en la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas y en seis entidades de la
Empresa Agropecuaria “Jibacoa”, municipio de Manicaragua, provincia de Villa
Clara, ubicadas a una altura promedio de 350 m.s.n.m., durante los meses
comprendidos entre noviembre del 2013 y mayo del 2014. Para ello se realizaron
aislamiento de nematodos entomopatégenos en cafetales. Posteriormente fueron
determinadas las concentraciones letales de nematodos entomopatdégenos para el
control de H. hampei y evaluaron los NEPs en condiciones de campo. Se aislaron
las cepas de nematodos entomopatdgenos Pretiles-1, Pretiles-2 y Petriles-3 de la
region cafetalera de Jibacoa, Villa Clara. La CLsy obtenida con la cepa de NEPs
Petriles-3 fue de 419 nematodos y el costo de aplicacion por hectarea es de $
140.35 MN. No es factible el empleo de la cepa Pretiles-1 en el control de H.
hampei porque el costo de la aplicacién es de $2062.60 MN. El tratamiento con
NEPs fue efectivo en el control de la Broca, la eficacia obtenida en la primera
aplicacion fue del 66% mientras que con dos aplicaciones sucesivas se alcanzo el
80 %.

Palabras Clave: Hypothenemus hampei, Heterhorhabditis indica, control
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INTRODUCCION

Hypothenemus hampei Ferrari (Coledptera: Curculionidae, Scolytinae) (la broca del
café) constituye uno de los mayores problemas en la caficultura a nivel mundial,
debido a que provoca pérdidas que sobrepasan el 50% de las producciones del
grano (Ramirez y Mora, 2001); aunque Cuba (2012) refiere que es la plaga insectil
de mayor importancia en las plantaciones de café. Tanto la hembra adulta como sus
larvas ocasionan severos dafios en los frutos por lo cual se encuentran registros con

un 90 % de frutos atacados en las plantaciones.

La broca del café esta presente en numerosos paises del continente Americano
aunque fue reportada en cafetales del oriente cubano en la década de los 90" (INSV,
2005). Durante muchos afios la medida de control més utilizada fue la aplicacion de
insecticidas, utilizando para ello los piretroides y los organofosforados; que son
productos muy eficaces en el control de insectos plagas (CENIAP, 1988 y Cuba,
2006). No obstante, la aplicacién de una sola estrategia de control no ha sido eficaz
en la disminucién de las poblaciones de H. hampei, motivo por el cual, en vista de
aprender a convivir con la broca, se habla de Manejo Integrado de Plagas, donde se
mencionan los agentes bioldgicos. El conjunto de varios métodos de control, bien
aprovechados, provocan que se obtengan mejores resultados en la lucha contra este

insecto.

El control biolégico fue concebido a inicios del siglo XIX cuando algunos naturistas
resefiaron el importante papel de los organismos entomofagos en la naturaleza. Con
el empleo de este medio de control se intenta restablecer el perturbado equilibrio
ecoldgico, mediante la utilizacidon de organismos beneficiosos, para eliminar o reducir

los dafios causados por los perjudiciales (Badii y Abreu, 2006).

Dentro de los agentes bioldgicos, los nematodos entomopatdégenos han resultado ser

una opcion ambientalmente segura y eficiente en el control de insectos plagas,



NEMATODOS ENTOMOPATOGENQOS EN EL CONTROL DE LA BROCA DEL CAFETO
Hypothenemus hampei (F.)

fundamentalmente de aquellos que habitan o pasan parte de su ciclo biolégico en el

suelo o en ambientes protegidos como tuneles y galerias (Begley, 1990).

Segun Lara et al. (2004) el uso de nematodos entomopatdégenos demostro ser
efectivo en la reduccion de poblaciones de brocas presentes en los frutos del suelo.
Los nematodos entomopatdgenos tienen la capacidad de penetrar por los orificios de
los frutos brocados, causarle la muerte y multiplicarse en los estados de la broca que

hay dentro de dichos frutos.

Por ello, si se tiene en cuenta estos antecedentes y que hasta el momento han sido
insuficientes los estudios relacionados con la evaluacion de nematodos
entomopatdégenos (NEPs) para el control de H. hampei en nuestro pais, resulta
necesario acometer estudios dirigidos a conocer el efecto de estos biorreguladores
frente a esta plaga insectil que afecta de manera notable al cultivo del café y por
tanto, a la economia del pais. Por ello nos formulamos la siguiente hipétesis de

trabajo:
e Hipotesis

El uso de nematodos entomopatégenos aislados de las zonas cafetaleras de
Jibacoa, Villa Clara pudieran ser una alternativa eficiente en el control de
poblaciones de Hypothenemus hampei (F.) presentes en el suelo, lo cual

contribuiria a mitigar el impacto de esta plaga en los cafetales en esta zona.
Para dar cumplimiento a la hipétesis se trazé el siguiente objetivo general:
e Objetivo General:

Evaluar aislamientos de nematodos entomopatdégenos provenientes de zonas
cafetaleras de Jibacoa como control biologico de Hypothenemus hampei (F.) en

condiciones de campo.

e Objetivos especificos
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1. Obtener aislados de nematodos entomopatdégenos provenientes de zonas

cafetaleras de Jibacoa, Villa Clara.

2. Determinar las concentraciones letales medias de los aislados de nematodos

entomopatdgenos sobre Hypothenemus hampei (F.).

3. Determinar la eficacia biol6gica de los nematodos entomopatdégenos como control

bioldgico de Hypothenemus hampei (F.)en condiciones de campo.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

El cafeto (Coffea spp.) de la familia Rubiaceae es una planta de gran importancia
econémica en Cuba que se cultiva tradicionalmente en los cuatro sistemas
montafiosos: Sierra Maestra, Sagua - Nipe - Baracoa, Escambray y Guaniguanico,
que abarcan ocho provincias y 40 municipios. En estos sistemas se siembran las
variedades pertenecientes a C. arabica (Tipica, Caturra, Catuay y Villalobos) y en los
altimos afios se ha introducido de C. canephora la variedad Robusta, ademas de los
Catimores. Segun Vazquez (2003) existe una estrategia de composicion varietal y se

conocen las mejores para cada region del pais.

Los problemas fitosanitarios tienen una incidencia significativa en la produccion y los
rendimientos del cultivo son caracteristicos para las distintas regiones del pais. Las
enfermedades causadas por hongos, insectos, nematodos y las malezas, constituyen
los grupos de organismos nocivos que mayores pérdidas ocasionan. (Vazquez,

1993)
2.1 Antecedentes de H. hampei y su distribucién actual

Segun Le Pelley (1973) este pequefio escarabajo es la plaga mas notoria en algunas
de las mas importantes areas de produccion de café en el mundo. La broca del
cafeto ha causado enormes pérdidas en varios paises del Africa Central, donde es
endémico y en paises en los que ha sido introducido, principalmente Indonesia y
Malasia. En Brasil, con sus grandes producciones de café, ha causado pérdidas
incalculables pero en sentido general, sigue siendo una de las plagas primarias mas

graves de dicho cultivo.

El insecto fue descrito originariamente por Ferrari en 1867 a partir de especimenes
recibidos con un café elaborado, pero no hay testimonios, aparentemente de su
presencia en el campo hasta 1901, afio en el que fue citado en Gabon. Poco

después (1902 a 1904) fue reportado en Oubangi-Charin y Tchad, territorios
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franceses por aquel entonces, en el Congo en 1903. En Uganda se describieron
algunos ataques importantes en 1908 y 1909. Después de lo cual las referencias
empiezan a ser numerosas. La broca se introdujo en Java en 1909 y en Tabhiti
aparece por primera vez en 1963, sin reportarse en las restantes Islas de la Polinesia
francesa (Le Pelley, 1973). En 1913 llega a América manifestandose en Brasil. Haiti,
Republica Dominicana y Cuba reportaron la presencia de la misma en 1995.
(INISAV, 2005)

2.2 Biologia y habitos del insecto

La broca del cafeto es un coleéptero muy pequefio de aproximadamente 1,8 mm de
largo y 0,8 mm de ancho, de color negro y apariencia similar a los gorgojos, con
metamorfosis completa (huevo, larva, pupa, adulto). Este insecto presenta la

siguiente posicion taxonémica:
Clase: Insecta
Orden: Coleoptera
Suborden: Polyphaga
Familia: Curculionidae
Subfamilia: Scolytidae
Género: Hypothenemus
Especie: Hypothenemus hampei Ferrari (1867)

Las hembras de la broca del café penetran en el interior de la cereza por un punto de
la cicatriz floral, haciendo una galeria a través del mucilago, pergamino y semilla, en
cuyo interior pone sus huevecillos cuando los granos han alcanzado suficiente

desarrollo, aproximadamente 120 dias después de ocurrir la floracion. Al cabo de 5 a
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9 dias emergen las larvas blanco-amarillentas, que empupan de 15 a 19 dias mas
tarde en el interior de la cereza. Posteriormente, a los 5 - 9 dias, salen los adultos
jovenes. El numero de mudas larvarias es de una para los machos y dos para las
hembras. Las larvas destruyen los frutos con su actividad masticadora. (MINAGRI,

2005)

Los huevos de 0,5 a 0,8 mm de largo y 0,2 mm de ancho son globosos, de color
blanco al principio y después amarillento, las larvas son apodas, de color blanco, de
0,7 a 2,2 mm de largo y de 0,2 a 0,6 mm de ancho, provistas de mandibulas y
cubiertas de setas blancas, las pupas de 0,5 a 1,9 mm de largo y 0,6 mm de ancho.
La vida media de un adulto hembra es de 156 dias y la del macho es de 103 dias.
Los machos son de menor tamafio 1,1 mm aproximadamente, tienen alas atrofiadas,
no pueden volar y raramente se encuentran fuera del grano. Las hembras quedan
fecundadas aun sin melanizarse y ponen 30 huevecillos como promedio, pero se han

contado 60 y mas de una sola hembra. (CNRFM, 2007)

Cada hembra puede atacar varios frutos tiernos en busca del idoneo para
establecerse. Los machos, fecundan a las hembras antes que éstas abandonen el
grano y en condiciones favorables, pueden desarrollarse hasta siete generaciones a
partir de la misma hembra. En dependencia del estado de madurez estas abandonan
la cereza donde se han desarrollado y de ahi emprenden el vuelo, que
ordinariamente hacen en horas avanzadas de la tarde, proximo al oscurecer. El vuelo
mas largo que se ha podido medir de forma experimental, fue de 346 m, por lo que
su diseminacion a distancias mayores esta relacionada con factores antropogénicos.

(MINAGRI, 2008)

La broca del café ha sido clasificada como plaga monoéfaga, cuyos Unicos
hospedantes pertenecen al género Coffea. Sin embargo, también se mencionan
algunos hospedantes complementarios de los géneros Tephrosia sp., Crotolaria sp,

Centrosema sp., Caesalpinia sp, Leucaena sp., Hibiscus sp, Rubus sp, Cajanus sp.,
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Phaseolus sp., Arachis sp., Ricinus sp, Gossipium sp. e Inga sp, cuyos frutos son
atacados por brocas adultas, no obstante en estos frutos H. hampei no se reproduce.
La broca no tiene hospedero alterno para completar su ciclo de vida. (Urbina, 1986;

Johanneson y Mansingh, 1984; citados por Feliz, 2002)

La etapa de post-cosecha, es en la que las poblaciones de H. hampei sobreviven
dentro de las cerezas que cayeron al suelo durante la cosecha, asi se convierten en

fuente de infestacion para la recoleccion siguiente. (Vazquez et al., 2005)

Pierre (2008) afirma que al finalizar la cosecha, cuando el nimero de frutos escasea,
pueden encontrarse mas de 50 individuos en un solo fruto, fundamentalmente en los
maduros y secos. También cuando son elevados los indices de infestacién de la

plaga pueden encontrarse dos o mas perforaciones por fruto.

Las cerezas de café muestran generalmente una sola perforacion. Al abrir la cerezas,
en las galerias que realiza el insecto, se pueden encontrar todas las fases del mismo
en diferentes estadios de desarrollo y cantidades variables, que dependen en gran
medida, de la intensidad de la plaga y el nUmero de frutos aptos existentes. (CNRFM,
2007)

2.3 Afectaciones econdmicas

Segun Bustillo (2005), H. hampei es considerada la plaga de mayor importancia
econdémica por los dafios que ocasiona directamente al fruto y el costo de las
medidas de control que es necesario aplicar para evitar pérdidas severas, ya que
dafa frutos jovenes y viejos, aunque prefiere las cerezas de aproximadamente 120

dias de edad en adelante, hasta los maduros.

Por otra parte Cintrén y Grillo (2006), expresan que aunque el insecto no se
reproduce en los frutos tiernos, si puede causar dafios considerables en éstos,
reportandose en algunos paises pérdidas significativas, ya que provoca la caida de

los frutos al suelo antes de madurar y es capaz de multiplicarse en la semilla cuando

7
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el endospermo comienza a endurecerse hasta que el fruto estd maduro, en los
sobremaduros; manteniéndose en éstos, en los secos que permanecen en la planta y

los que caen al suelo.

Los granos carcomidos constituyen una pérdida directa, puesto que no pasan la
inspeccion que se hace a la plantacion y si lo hacen, son eliminados en la prueba
final, en la cual se escoge y clasifica el café o van a parar a las clases peores.

(MINAGRI, 2005)
2.4 Integracion de métodos de control

El control de la broca del café segun Bustillo et al. (1998). Debe ser enfocado a
través de un manejo integrado, pero para que este sea eficiente econdmica y
ecologicamente, deben de comprenderse a fondo todos los factores que componen
el ecosistema cafetalero y sus mdiltiples interacciones, para esto es imprescindible,
conocer la fenologia del cultivo en las diferentes zonas, especialmente lo relacionado
con las épocas de floraciébn y por tanto la edad de los frutos a la cual son

susceptibles para ser atacados por la broca.

Rodriguez et al. Evaluaron el efecto de liberaciones de Cephalonomia stephanoderis
Bertem y aplicaciones de H. bacteriophora cepa HC1 en parcelas de cafeto, donde el
indice de Infestacion por broca de café (Hypothenemus hampei Ferrari) disminuyo a

1,5% en los campos tratados con ambos biorreguladores.

El control de la broca del Café detalla Cintrén y Grillo (2006), que debe enmarcase
dentro de una estrategia general de manejo integrado de plagas: sobre la base de un
manejo agrondmico del cultivo, donde se integren las medidas del control manual,

etoldgico, bioldgico y quimico que estén disponibles en una realidad determinada.

El control de la broca se realiza mediante un programa de manejo integrado (MIB)

gue comprende varias tacticas y opciones de control, segun Pierre (2008):
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» El control cultural: incluye la cosecha sanitaria, el registro de floraciones, el corte
de frutos prematuros y el manejo agrondmico.

» El control biologico: se basado en la liberacion en los cafetales, de diferentes
especies de parasitoides y la aplicacion de hongos entomopatdgenos.

» El control etolégico o trampeo: se realiza utilizando trampas cebadas con
atrayentes (Kairomonas) para capturar las hembras colonizadoras.

» El control quimico: realizando aplicaciones de insecticida pero como Uultimo
recurso, cuando los otros métodos no han dado resultados adecuados.

» Control Genético: Schuller (2005) considera esta como otra via para el control
efectivo de esta plaga cuando expresa, que existen caracteristicas genéticas de
cultivares de café que pueden ser aprovechadas en el marco de una estrategia
de Manejo Integrado de Plagas como son: plantas con mayor uniformidad de
floracion que permitirian concentrar la cosecha e introducir un periodo mas largo
de descanso, lo que desfavorece el desarrollo de la broca. Otra es la utilizacion
de algunos cultivares de Coffea canephora los cuales han mostrado mayor
susceptibilidad en pruebas de brocamiento en condiciones de laboratorios, y

podrian ser utilizadas como plantas trampa.
2.5 Nematodos Entomopatégenos
2.5.1 Generalidades de los nematodos entomopatégenos

Segun Woodring and Kaya (1988) y Elher (1998) la clasificacion taxonémica de los
nematodos entomopatdgenos los ubica en el Orden Rhabditida Suborden: Rhabditina
Superfamilia Rhabditoidea; a esta superfamilia pertenecen las familias
Steinernematidae y Heterorhabditidae (Rosales et al., 1999) encontrandose en

asociacion simbiodtica con bacterias de la familia Enterobacteriaceae.

Los nematodos entomopatdégenos infestan selectivamente muchos insectos y otros
pequefios artropodos, son inocuos al hombre, los mamiferos y las plantas. La relativa

rapidez con que causan la muerte a los insectos hospedantes (24-48 horas) y la alta
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variabilidad de su accién ha despertado gran interés en el control biolégico como

agente en el manejo integrado de plagas (Woodring and Kaya, 1988 y Certis, 2003).

Las caracteristicas mas relevantes que han propiciado que los nematodos sean

atractivos como agentes biocontroladores son las siguientes:

a) Poseen un amplio rango de hospedantes. ( Morris, 1985; Doucet y Giayetto,

1994, Stock, 2004)

b) Son facilmente aplicables con los equipos estandar (Georgis, 1990; Li et al.,
1991; Rosales et al., 1999; Valdés, 2003).

c) Es factible la seleccion genética de los mismos. (Gaugler 1987; Glazer et
al.,1997)

d) Son compatibles con muchos insecticidas quimicos (Hara y Kaya, 1993) y con
otros agentes biorreguladores. (Barbercheck y Kaya, 1991; Gothama et al.,
1995; Rosales et al., 1999)

e) Son ambientalmente seguros tanto para las plantas y vertebrados, como para
otros organismos. (Akhurst, 1990; Georgis y Hague 1991; Bathon, 1996;
Boemare et al. ,1996; Ehler, 1998)

2.5.2 Ciclo de vida y aspectos bioecolbgicos

Tanto la familia Steinernematidae como Heterorhabditidae tienen un ciclo de vida
similar y simple que incluye el huevo, cuatro fases juveniles: J1, Jo, J3 Yy J4 (Separadas
por mudas) y el adulto. La fase infestiva es el estado juvenil Js, el cual posee la
region cefélica con armadura, a manera de diente dorso lateral o subventral y tiene
células vivas de su bacteria simbionte en el intestino, las que lleva de hospedante a
hospedante. Los infestivos juveniles (ijs) generalmente son envainados dentro de la
cuticula del J; que no se desprendié de la misma al pasar al ijz, pero esta separado e

intacto de esta segunda pared. Esta extracuticula le confiere gran resistencia a las

10
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condiciones medioambientales desfavorables, aunque la fisiologia de estos le otorga

resistencia. (Woodring and Kaya, 1988)

Los infestivos juveniles son los Unicos de vida libre fuera del hospedante que tienen
la capacidad para moverse de un insecto a otro. Ellos contienen reservas de energia
en carbohidratos, no se alimentan y pueden sobrevivir mas de ocho meses cuando
las condiciones son favorables (humedad, temperatura apropiada y oxigeno
disponible). (Woodring and Kaya, 1988)

El ciclo descrito requiere de 10 a 14 dias para Sterneinerma feltiae en los dltimos
instares de Galleria mellonella L. Lepidoptera: Pyralidae En pequefios insectos solo
obtienen una generacion. El ciclo de vida de Heterorhabditis es esencialmente igual
al de Steinernema aunque requiere menor cantidad de dias para cumplimentar el

mismo. (Woodring and Kaya, 1988)
2.5.3 Busqueda y Penetracion

Estos nematodos poseen dos estrategias bdasicas para encontrar al hospedante
(Kaya y Gaugler, 1993; Lewis et al., 1993). Algunas especies manifiestan el tipo de
“espera pasiva” (ambusher) en la que los individuos permanecen cerca o en la
superficie del suelo e infestan a los insectos moviles que se alimentan en la interfase
del suelo y los que tienen una estrategia de “busqueda activa” (cruiser) como ocurre
en H. bacteriophora que tienden a ser muy maviles y responden a las emanaciones
qguimicas de los hospedantes, infestando fundamentalmente a los insectos menos

moviles.

Los nematodos penetran en el hospedante por las aberturas naturales (boca, ano o
espiraculos) y en el caso de Heterorhabditis también puede penetrar directamente a

través del tegumento intersegmental. (Beeding y Molineux, 1982)

11
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2.5.4 Proceso de infeccioén

Una vez que el nematodo se instala en el hemocele, libera las células de la bacteria
a través del ano, las que proliferan y matan al insecto a partir de las primeras 24 h,
modificando los tejidos y creando condiciones para permitir que continde su
desarrollo. El ijz se alimenta tanto de los tejidos semidegradados como de las propias
células bacterianas. Rapidamente ocurre el paso al cuarto estadio los que daran
origen a adultos hermafroditas (Heterorhabditis) o machos y hembras (Steinernema).
Una o mas generaciones anfimicticas pueden ocurrir en el hospedante hasta que
escasee el alimento, momento en que los juveniles infestivos abandonan el cadaver

y buscan de un nuevo insecto. (Poinar, 1990; Kaya et al., 1993)

2.5.5 Asociacion Mutualista Nematodo- Bacteria

La interrelacion entre el nematodo y la bacteria se considera simbiética porque el
nematodo no se puede reproducir dentro del hospedante sin la accion de la bacteria
y esta no puede penetrar a la hemolinfa del insecto para reproducirse y causar la

infeccion si el nematodo no la transporta. (Kondo e Ishibashi, 1991; Georgis, 1992)

En la simbiosis, el nematodo posibilita la proteccion de la bacteria no solo de los
cambios ambientales sino incluso, es capaz de destruir el sistema inmune del insecto
con la produccion de toxinas extracelulares que garanticen el desarrollo bacteriano
(Akhurst y Boemare, 1990). Ademas facilita el transporte de la bacteria desde un

cadaver a otro organismo hospedante.

Estos géneros de bacterias producen antibiéticos como caracteristica primordial para
la actividad biologica puesto que representa un mecanismo de minimizacion de la
competicion con otros organismos por los nutrientes, lo cual ha de garantizar al
nematodo su maximo potencial de reproduccion (Richardson et al., 1988 citados por
Evans, 2004 ). Ademas son notoriamente proteoliticas, como se ha de esperar para

organismos que viven en medios altamente enriquecidos con proteinas tal como es
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la hemolinfa de los insectos. Las proteasas ayudan a degradar los tejidos
hemolinfaticos y hacerlos asequibles al nematodo, pero también se ha determinado
que juegan un importante papel en la inactivacion del sistema de defensa de los

insectos al igual que las quitinasas. (Chen et al., 1996)
2.5.6 Rango de hospedantes

Més de 1000 especies de insectos pertenecientes a los 6rdenes Coleoptera, Diptera,
Hymenoptera, Lepidoptera, Orthoptera, Isoptera, Thysanoptera, Homoptera vy
Hemiptera, entre otros, han resultado ser hospedantes de los nematodos
entomopatdégenos en condiciones de laboratorio y campo (Poinar, 1990; Doucet y

Giayetto, 1994; Alatorre y Hernandez, 2000).
2.5.7 Aislamiento de nematodos entomopatdégenos

Segun Quintero (2003) desde 1929, en diferentes partes del mundo se han
registrado aislamientos de especies y cepas de las familias Steinernematidae y
Heterorhabditidae. Estos nematodos entomopatégenos, han sido aislados de
insectos del suelo y de insectos infestados (Poinar, 1990). Bedding y Akhurst (1975)
desarrollaron el método para recuperar nematodos parasitos de insectos de
muestras de suelo, mediante la utilizacion de larvas de la polilla mayor de la cera
Galleria mellonella L. (Lepidoptera; Pyralidae). Los resultados de extensas
investigaciones utilizando éste método, han demostrado que estan ampliamente
distribuidos y son comunes en todos los continentes (Poinar, 1990), incluso en el
desierto. Aunque, parecen estar extremadamente agrupados dentro de algunos

sitios. (Cambell et al., 1996)

En América Latina y el Caribe diversos estudios han contribuido significativamente a
la taxonomia y descubrimiento de nematodos entomopatdgenos, incluyendo nuevas
especies de Steinernema y Heterorhabditis, que han sido recuperados de insectos

plagas y de muestras de suelos (Georgis y Hom, 1992).
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Para verificar la existencia de nematodos entomopatégenos, la recoleccién de las
muestras en suelo se debe de realizar por el método de Poch, para lo cual se
selecciona dentro de cada cultivo de uno a tres sitios, y en cada uno de ellos debe
recolectarse tres muestras de suelo de aproximadamente 1 kg, en donde las sub-
muestras al azar se obtienen a una profundidad entre 10-20 cm, cubriendo un area
de aproximadamente 20 m?. Los sitios deben de estar al menos 100 m de separado
(Stock et al. 1999). En los cultivos perennes las muestras deben tomarse a 30-90 cm
de la base del tronco de la planta, abarcando un &rea de 100 m? . Cada muestra de
suelo que se tome hay que limpiar la pala de jardineria con agua y esperar que la

misma se seque al aire.

Con la finalidad de detectar la presencia de los nematodos entomopatdégenos, las
muestras de suelo se tamizan y después se colocan 300 g de la misma en un
recipiente de 500 mL, humedeciendo la muestra obtenida. En cada recipiente se
agregan cinco larvas del ultimo estadio de G. mellonella, y posteriormente se tapan e
invierten durante siete dias (Stock et al., 1999). Woodring y Kaya (1988) expresan
gue los cadaveres de las larvas deben de ser recuperados después del tiempo de
incubacion y ser lavados con agua destilada estéril, desinfectandose superficialmente
por inmersién en hipoclorito de sodio al 0.1% durante 30 segundos. Posteriormente,
para recolectar los juveniles infestivos los cadaveres se colocan trampas de “White”

por una semana hasta que los juveniles infestivos emerjan y migren al agua.
2.5.8 Multiplicacion de los NEPs
a) Reproduccion Masiva in vitro.

En la década del 40, Glazer y sus colaboradores fueron los primeros en establecer el
cultivo axénico (a partir de Steinernema sp.), pues en aguel momento se desconocia
el importante papel que desempefia la bacteria simbiética presente en los infestivos

juveniles. El cultivo monoxénico (bacteria y nematodo) se ha desarrollado a partir de
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la década de los afios 60, utilizdndose tanto la fermentacion en sustrato liquido como
sélido (Friedman, 1990).

Los nematodos del genero Heterorhabditis no han podido ser eficientemente
producidos mediante la fermentacion liquida, debido fundamentalmente a
requerimientos de aireacion, a la gran sensibilidad de los nematodos al proceso, asi
como a la interaccion nematodo-bacteria, que afecta la produccién de estadios
infestivos viables. Sin embargo, la adecuaciéon de un medio de cultivo sélido a base
de proteinas y grasas, y la inclusiébn de matrices para proveer oxigeno y permitir
movilidad es capaz de garantizar la reproduccion optima de Heterorhabditis spp.

(Hominick y Reid, 1990 citado por Sdnchez, 2002)

Una amplia variedad de componentes ha sido empleada para suplir las necesidades
del complejo nematodo-bacteria, los que comprenden entre otros, visceras de aves y

mamiferos, aceite de maiz, levadura, colesterol, soya, grasa de origen animal y yema
b) Reproduccion Masiva in vivo

En este tipo de reproduccion se utiliza a los insectos como pequefios reactores
bioldgicos y generalmente se emplean para la reproduccién de los mismos a las
larvas de Galleria mellonella L., lepidoptero conocido como polilla de la cera o de los
apiarios, debido a su disponibilidad comercial (Woodring y Kaya, 1988). Tanto el

in6culo como el producto del proceso son los estadios juveniles.

Generaciones de nematodos se desarrollan dentro del cuerpo de las larvas del
insecto a temperaturas entre 20 y 25 °C, durante unos 10 dias y posteriormente son

colectados empleando las denominadas "Trampas White". (Woodring y Kaya, 1988)
2.5.9 Efectividad y Estrategias de aplicacion en plagas agricolas

Los nematodos entomopatdgenos son compatibles con algunos insecticidas

clorinados, carbamatos y 6rgano fosforados en solucion acuosa (Kaya, 1985).
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Ciertos funguicidas, acaricidas, insecticidas y herbicidas no afectan o tienen poco
efecto sobre los infestivos juveniles por lo que potencialmente es factible su
aplicacion combinada, como lo demuestran los resultados de varios autores. (Rovesti

et al., 1989; Zimmerman y Cranshaw, 1990; Desagro, 2000 y Head et al., 2000)

En cuanto a los medios biol6gicos Kaya y Burlando (1989) descubrieron que Bacillus
thuringiensis  (Bt) también puede ser combinado con los nematodos
entomopatdgenos, ellos observaron que los infestivos juveniles de Steinernema
carpocapsae penetraron igualmente insectos infestados por Bt que los sanos, pero

los primeros murieron mas rapido.

En diversos experimentos de campo se han controlado muchas plagas con éxito,
entre las que se encuentran Cylas formicarius L. (Tetuan del boniato) (Jansson,
1991); Cosmopolites sordidus (Germ.) (Picudo negro del platano); Pachnaeus litus
(Germ.) (Picudo verde —azul de los citricos) (Georgis y Hague, 1991); Plutella
xillostela L. (polilla de la col); Spodoptera frugiperda (Smith) (palomilla del maiz) y

Heliothis virescen F. (cogollero del tabaco). (Marrero, 2003)
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2. MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se llevaron a cabo en el Laboratorio de Patologia de Insectos del
Centro de Investigaciones Agropecuarias (CIAP) ubicado en la Universidad Central
“‘Marta Abreu” de Las Villas y en seis entidades de la Empresa Agropecuaria
“Jibacoa”, municipio de Manicaragua, provincia de Villa Clara, ubicadas a una altura
promedio de 350 m.s.n.m., durante los meses comprendidos entre noviembre del

2013 y mayo del 2014, en plantaciones de Coffea arabica L.
2.1 Aislamiento de nematodos entomopatdgenos en cafetales

Para obtener aislados de NEPs se realizaron muestreos en diversos cafetales de las
seis entidades pertenecientes a la Empresa Agropecuaria. Las muestras de suelo (45
muestras tomadas en 14 fincas de productores) fueron tomadas a tres profundidades
(5, 10 y 15 cm de profundidad), conformandose cada una por muestras compuestas
de varios puntos del cafetal, hasta completar 1 kg de suelo. Posteriormente, en el
laboratorio, se colocaron 5 larvas del quinto instar de Galleria mellonella L. en 300 g
de suelo dentro de una placa de Petri de 15 cm de diametro y después de
humedecer el sustrato con agua destilada des-ionizada, fue invertida la placa durante
96 h. Las observaciones fueron realizadas cada 24 h, separando en las mismas las

larvas que presentaron sintomas de infestacion por NEPs.

Las larvas aisladas, previamente lavadas con agua y desinfectadas con hipoclorito
de sodio al 1 % durante 30 segundos, se colocaron en trampa White o Puente a los 3

o 5 dias después de muertas, segun lo recomendado por Woodring and Kaya (1988).

Los juveniles infestivos (1Js) obtenidos en el agua de las trampas se inocularon en
larvas de G. mellonella para realizar la prueba de re-infeccion siguiendo los

postulados de Koch.

Para la reproduccion de los NEPs se utilizaron placas Petri de 15 cm de diametro

con papel de filtro en el fondo de las mismas. En cada placa fueron colocadas 10
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lavas del quinto instar de G. mellonella a las que se les inocul6 NEPs con una
concentracion de 250 nematodos/mL de suspension. Las placas fueron colocadas
dentro de una bolsa plastica durante 12-15 dias para mantener la humedad y
posteriormente fueron colocados los cadaveres en trampa White para la cosecha de
los 1J. Al emerger los NEPs fueron colocados en bandejas de aluminio con una

pelicula de agua inferior a los 2 cm para garantizar la vitalidad del nematodo.

Las soluciones de nematodos fueron preparadas por dilucibn horas antes del
montaje del ensayo segun lo orientado por Kaya y Stock (1997). Los conteos se
realizaron bajo el microscopio-estereoscopio “Olympus” y se calcularon las
concentraciones de nematodos mediante las férmulas expuestas por Woodring y

Kaya (1988),

S= inx(x+l)
M

Dénde:

N= Numero de nematodos observados por conteo bajo el microscopio. (Minimo
dos)

M= Numero de mililitros en que se llevd a cabo el conteo.
X+1= Factor de dilucion.
S= Concentracion (nematodos/mL.) de la solucion inicial.

Para realizar los ajustes en las concentraciones de NEPs se utilizo la siguiente

férmula segun lo referido por Woodring y Kaya (1988):

18



CENTRO DE INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS
Nematodos entomopatdgenos en el control de la broca del cafeto Hypothenemus hampei (F)

B DxC
B

A

Donde:

A= Mililitros de la suspension de concentracion conocida para ser diluida.
B= Numero de nematodos/mL de la suspension que va a ser diluida.

C= Volumen final que se necesita calcular.

D= numero de nematodos por mL en la solucién final.

Lo que se necesita calcular es el valor de C, y se obtiene por despeje.

2.2 Concentraciones letales de nematodos entomopatdgenos para el control de

H. hampei.

Con el objetivo de determinar las concentraciones letales de los nematodos
entomopatdégenos para el control de H. hampei en granos de café, se realizd un
experimento empleando la cepa P,M (perteneciente a la especie Heterorhabditis
indica Poinar) y los aislados obtenidos. En el montaje del experimento se procedié a
colocar cinco granos de café infestados por broca en placas de Petri de 6 cm de
didmetro sobre un papel de filtro y posteriormente se adicionaron la suspension de
NEPs en las placas, una dosis por cada placa. Las dosis empleadas fueron 100, 500
y 1000 nematodos/mL siguiendo la metodologia expuesta por Rosales y Suarez
(1998) y Evans (2004). Para mantener la humedad en las placas, se adiciond
diariamente 1 mL de agua destilada. Se conté con 15 réplicas por dosis de
inoculacién (5 granos por dosis) y un tratamiento control sin aplicacion de

nematodos.
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Posteriormente, a las 72 horas se realizd la diseccion de los granos y fueron
contados el nimero de insectos totales en el interior e insectos muertos mediante el

uso de un microscopio estereoscopio.
2.3 Evaluacién de los NEPs en condiciones de campo

El experimento se realizo en la Finca del productor lvanovis Mufioz, Jibacoa, en un
lote de café C. arabica de diez afios de edad sembrado a 1 m entre planta por 2 m
entre surco. En la finca se marcé una parcela experimental de 10 m x 10 m con 50
plantas de café. Previo a la aplicacion se realizO un muestreo para determinar el
porcentaje de infestacion de broca en el suelo, este muestreo se efectué tomando 5
puntos y evaluando 5 plantas de café por punto de muestreo para un total de 25
plantas, luego se recolectaron todos los granos existentes en el suelo en un radio de
0,50 m alrededor de cada planta de café a los que se les contd el total de broca

presente dentro de los frutos.

Para las aplicaciones de NEPs se utilizd una mochila manual, marca Matabi, con
tanque de 1000 mL de capacidad, con boquilla de cono hueco. Se seleccionaron 25
plantas a las que se les realizaron dos aplicaciones de 15 mL / planta, al suelo, en un
radio de 0,5 m. En la primera aplicacion se utilizd6 una dosis de 32 nematodos/mL,
pasados tres y 10 dias se muestrearon 5 plantas para determinar el porcentaje de
mortalidad de la broca en los granos del suelo. A los 30 dias se realizé la segunda
aplicacion con una dosis de 57 nematodos/mL, donde se procedid a evaluar la
eficiencia biologica de los NEPs a los tres dias después de la aplicacion. Los granos
brocados se trasladaron al laboratorio para determinar la mortalidad corregida de los
insectos. El experimento contd de un testigo absoluto al que solo se le aplico agua

destilada des-ionizada.
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Anélisis Estadisticos

Todos los resultados obtenidos en los experimentos fueron analizados y procesados
por programas y software soportado sobre Microsoft Windows XP Profesional ver.
2002 Service Pack 3. Los datos fueron ordenados y tabulados en el software
Microsoft Office Excel 2003. Para el procesamiento estadistico se utilizaron los
paquetes de programas STATGRAPHICS Centurion XV ver. 15.2.14 Edicion
Multilingtie y Statistix ver. 9 sus programas ANOVA. Se realizaron las pruebas de
Kruskal-Wallis, Multiple de Rangos y Duncan, con un nivel de confianza de un 95 %
para determinar diferencias significativas entre los tratamientos.

En la determinacion de las concentraciones letales los porcentajes de mortalidad de
los insectos fueron sometidos al andlisis Probit para estimar las dosis en la cual la

poblacién en el suelo de H. hampei fue reducida en un 50 % y 95 %.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Aislamiento de nematodos entomopatdgenos en cafetales

Como resultado del aislamiento de NEPs en los suelos de Jibacoa se obtuvieron tres
muestras positivas a los 15 cm de profundidad para nematodos entomopatégenos
(6,67 %) en suelos ferralitico rojo lixiviado tipico (tabla 1). De cada muestra positiva
se extrajeron los nematodos mediante el sistema de trampa “White” propuesto por
Woodring and Kaya (1988). Estos resultados coinciden con Stock et al. (1999); Pozo
et al. (2003); Stock y Reid (2004) y Castillo et al. (2010) en estudios realizados sobre
aislamientos y caracterizacion de nematodos entomopatégenos cuando refieren que

los mismos deben ser aislados a la profundidad antes mencionada.

Tabla 1. Fincas muestreadas en la Empresa Agropecuaria de Jibacoa

Nombre de la Nematodos Profundidad
Finca entomopatégenos (cm) Suelo

Ivanovis - Pardo sin carbonato tipico
Manuel - Aluvial diferenciado

Matojo - Gleysoso

Genaro - Salonet diferenciado
Veguita - Salonet diferenciado

La nave - Pardo sin Carbonato tipico
Pretiles +++ 15 Ferralitico rojo lixiviado tipico
Herradura - Pardo sin Carbonato tipico
Fermin - Ferralitico rojo lixiviado tipico
Inoel - Ferralitico rojo lixiviado tipico
Emilio - Ferralitico rojo lixiviado tipico
Evelio - Ferralitico rojo lixiviado tipico
El Algarrobo - Pardo sin Carbonato tipico
La Guasima - Pardo sin Carbonato tipico

Estudios realizados por Campos-Herrera et al. (2006) en la Rioja y Makete et al.
(2005) en Ethiopia revelaron nematodos entomopatdgenos en aproximadamente el 6

% del total de muestras analizadas, en regiones mucho mayores que Jibacoa, Villa
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Clara. Los nematodos aislados del insecto muerto pueden ser parasitos o saprofitos
y para discernir y encontrar el verdadero nematodo entomopatégeno fueron
empleados los postulados de Koch (Poinar, 1975, citado por Woodring and Kaya,
1988). Cada aislado de nematodo provoco la muerte de las larvas de G. mellonella
(100 % de las expuestas a la prueba) en 36 horas, lo que demostr6 que eran
entomopatdgenos. Los cadaveres insectiles adquirieron una coloracién pardo-rojiza,
color caracteristico de los cuerpos infestados por NEPs representantes del género
Heterorhabditis, o que se tomd como evidencia para identificar el género de los
Mismos.

La obtencién de estos aislados permiten contar con nuevos medios biolodgicos que
apoyan el sistema de control biolégico de plagas en esta region del pais, pues
presentan adaptabilidad ambiental a esta region por lo que sean mas efectivos que
los aislados y cepas de otras regiones y paises del mundo. Por otro lado, estos
resultados evidencian un nuevo aporte al estudio de la biodiversidad en Jibacoa y
responde a la Cumbre de la Tierra de 1992 (Brasil, 1992).

A pesar de ser aislados los NEPs de un mismo campo y profundidad se nombraron
por separado como Pretiles-01, Pretiles-02 y Pretiles-03, pues demostraron
comportamientos desiguales en cuanto a la cantidad, durabilidad y viabilidad frente a
larvas de G. mellonella. Estos resultados coinciden con Pozo et al. (2003) cuando
refiere que aislados obtenidos en un mismo campo de sorgo y a una misma
profundidad demostraron tener comportamientos diferentes entre ellos al controlar
diversas especies de insectos.

De los lugares donde se tomaron las muestreas en Pretiles, las positivas se
encontraron cerca del rio (figura 1), lo que coincide con resultados obtenidos por
Castillo et al. (2010) cuando describen que las condiciones de humedad elevada en

los suelos favorecen la supervivencia de los nematodos entomopatégenos.
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Figura 1. Aislamiento de nematodos entomopatdégenos en Pretiles.

Segun Sanchez (2002) en campos de cafeto de Jibacoa no se hallaron NEPs
resultado que no coincide con los obtenidos en el presente trabajo, pues al tomar las
muestras en la regién se tuvo en cuenta la cercania a los espejos de agua y tres de
las mismas fueron positivas. A pesar de ello, esta autora refiere que los aislados
cubanos han sido obtenidos en plantaciones establecidas de citricos, cafeto y
guayabo, lo que puede guardar relacién con la presencia en estos cultivos de
abundantes insectos que poseen una fase de su desarrollo en el suelo, tales como el
complejo de curculionidos, las moscas de la fruta y la broca del cafeto. Mracek et al.
(1999) encontr6 una gran dependencia entre la presencia de nematodos
entomopatdégenos en el suelo y los cultivos con alta incidencia de insectos plagas,
principalmente en arboles y arbustos.

En jibacoa no existen antecedentes acerca de la introduccion de productos
comerciales a base de nematodos entomopatdégenos, por lo que podemos asegurar
gue los nematodos obtenidos resultan nuevos aislados que ocurren de forma natural

en el sitio donde fueron colectados; estos constituyen importantes candidatos para la
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seleccion de cepas a partir de las cuales es posible el desarrollo de un nuevo agente
de control biolégico.

Kaya and Gaugler (1993) refieren que es necesario caracterizar a los nematodos
entomopatdgenos en aspectos como la virulencia y la capacidad para buscar y matar
a los hospedantes por las implicaciones que conlleva contar con nuevos medios
biolégicos que pueden emplearse en el mismo lugar.

Campos-Herrera et al. (2006) exponen que los aislamientos, identificacion y estudios
bioecoldgicos de algunos organismos que viven en el suelo, como los nematodos
entomopatdégenos, pueden proporcionar las bases para el desarrollo de nuevas

tecnologias en el control de insectos plagas.

3.2 Concentraciones letales medias de nematodos entomopatdégenos para el

control de H. hampei.

Las curvas obtenidas al determinar las concentraciones letales medias (figura 2)
indican una tendencia ascendente en la mortalidad de H. hampei, causada por el
efecto que ejercen los NEPs evaluados, a medida que transcurre el tiempo. El mayor
porcentaje de insectos muertos se obtuvo con la cepa Pretiles-2, donde se alcanzé el
88.9 % a una concentracion de 1 000 JI por cada espécimen de broca. No obstante,
esta cepa no se comportd de forma estable debido a que las concentraciones
inferiores controlaron menos del 30 % de insectos y los valores obtenidos se
encontraron disgregados, lo que demostrd6 que se necesitan elevadas
concentraciones de NEPs para realizar un control eficiente de H. hampei. El R?
obtenido en el analisis de la cepa antes mencionada fue de 0.645, o sea, podemos
asegurar que los NEPs realizaron un control de los adultos de broca pero existe la

probabilidad de que algunos insectos murieran por otras causas en un 35.5%.
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Figura 2. Curvas Sigmoides de las concentraciones de nematodos entomopatdégenos en
H. hampei. A) Cepa P,M; B) Cepa Pretile-1; C) Cepa Pretiles-2; D) Cepa
Pretiles-3

Los infestivos juveniles de la cepa Pretiles-1 nunca alcanzaron el 50 % de mortalidad

de los insectos, lo que nos demuestra que todas las cepas aisladas en la localidad no

son eficientes en el control de H. hampei.
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Con la cepa P,M, a pesar de ser la cepa foranea mas utilizada por los productores en
los campos cubanos donde se aplican este agente de control, solo se alcanzo el
62.5% de mortalidad a la concentracion de 1000 nematodos/mL. La cepa Pretiles-3
obtuvo una mortalidad superior al 70 % con la concentracion de nematodos antes
mencionada.

Rosales y Suarez (1998) refieren que al escoger un nematodo entomopatégeno
como un agente de control biolégico, la agresividad, la concentracion y la
patogenicidad, son factores de decisibn muy importantes. Por ello es preciso la
basqueda de nuevas especies y el conocimiento de sus caracteristicas
bioecoldgicas, siendo una de las principales la capacidad infectiva. Los resultados
obtenidos en este estudio demuestran una variabilidad entre las cepas y coinciden
con estudios realizados en otros paises (Bedding et al. 1983 citado por Doucet y
Giayetto 1994; Rosales y Suérez, 1998).

Al comparar las cuatro cepas de nematodos entomopatégenos utilizadas se aprecid
que las de menores CLso fueron Pretiles-2, Pretiles-3 y P,M pero Pretiles-1 no es
econémicamente factible al ser irrentable. De las cepas aisladas, Pretiles-3 fue
estable en el control de los insectos y en las re-infestaciones sucesivas que se
realizaron sobre G. mellonella se cosecharon mas de 200 000 nematodos como
promedio por cada larva, lo que demostr6 que puede ser utilizada como agente de
control. Para el caso particular de Pretiles-1 las cosechas de I1J no se comportaron de
forma similar (tabla 2).

Tabla 2. Concentraciones Letales media CLsg, de las diferentes cepas de
nematodos aplicados a broca dentro del grano de Café

Cepa Clsg MM de Costos/ha | Costo Fichade
nematodos/ha (CUP) Costo Nueva
(CUP)
P.M 650 43.55 217.75 99.29
Pretiles-1 6157 412.52 2062.60 940.55
Pretiles-2 325 21.78 108.90 49.66
Pretiles-3 419 28.07 140.35 64.00
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Evans (2005) al comparar regresiones lineales de diversas cepas de NEPs obtuvo
que 12 cepas evaluadas frente a diversos coledpteros, a pesar de tratarse de una
misma especie, presentaran diversas DLsy y DLgs, lo que se debi6 a las
caracteristicas propias de cada aislado.

Estos resultados fueron obtenidos en el laboratorio, donde las condiciones son
Optimas para la infeccion de los insectos por lo que al ser aplicadas en el campo,
debido a la influencia de otros factores, los porcentajes de mortalidad tienden a

disminuir y para evitar esto las dosis de aplicacion deben ser mas elevadas.
3.3 Evaluacioén de los NEPs en condiciones de campo

Al evaluar las Brocas en los granos de cafeto caidos (Figura 3) se aprecio que tres
dias después de la aplicacién de NEPs, se evaluaron 40 insectos vivos en el interior
de los granos, existiendo diferencias significativas con el tratamiento control, donde
fueron contabilizados 61 insectos como promedio (figura 4). Transcurridos 10 dias de
aplicados los NEPs, se evalu6é un incremento en la cantidad de insectos vivos, no
mostrando diferencias las plantas tratadas con el control pero esto estuvo dado por la
re-infestacion de los granos presentes en el suelo debido a que el niumero de frutos

en las plantas disminuy6 después de la cosecha.
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EBrocas M Promedio de Brocas por Granos

EE: 4.35

Cantidad (u)

3 dias 10 dias

Control Nematodos
Tratamientos

Figura 3. Promedio de insectos vivos en el interior de los granos de cafeto.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Cintron y Grillo (2006) cuando
refieren que al finalizar la cosecha, el nimero de frutos escasea y pueden
encontrarse mas de 50 individuos en un solo fruto y re-infestar secos. También
cuando son elevados los indices de infestacion de la plaga pueden encontrarse dos o
mas perforaciones por fruto.

En la figura 4 se puede observar como aumenta la mortalidad de los insectos dentro
de los granos a medida que transcurren los dias después de la aplicacion. A los 10
dias de aplicados los NEPs alrededor de las plantas de cafeto mas del 50 % de los
insectos se encontraron muertos y al analizar el R? se puede decir que la mortalidad
alcanzada con el tratamiento de NEPs fue debido al efecto controlador de este
agente bioldgico a pesar de no haberse aplicado una dosis mas elevada. Evans
(2004) refiere que los NEPs necesitan varios dias para provocar la muerte a insectos
coledpteros como el picudo rayado del platano, factor que al unirse al tamafio de los

adultos de Broca, afectan la rapidez del agente para controlar la plaga insectil.
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Figura 4. Curva de mortalidad de la Broca del cafeto presente en granos caidos después

de aplicar NEPs al suelo.

Cuando se calcula los dias necesarios para garantizar el 100 % de mortalidad los

resultados arrojaron que la misma se alcanza a los 19-20 dias pos-aplicacion

(tabla3). No obstante, en este analisis no se tiene en cuenta la re-infestacién de los

granos por lo cual se necesitan varias aplicaciones para realizar un control efectivo.

Tabla 3. Pronéstico de la mortalidad de adultos en el interior de los granos.

Prediccion Pronostico de Promedio de las
nuevas observaciones
observaciones
Limite |Prediccion| Limite |Confianza
X Y Inferior | Superior |Inferior | Superior
0.0 | 2.65418 0.0 16.1848 0.0 7.84798
10.0| 72.9623 |59.5051| 86.4195 [67.9628| 77.9618
15.0( 88.7637 |74.7001| 100.00 [82.3073| 95.2201
19.0( 99.5672 | 84.979 | 100.00 [92.0363| 100.00
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Al evaluar las Brocas existentes a los 30 dias, se puede apreciar que en el
tratamiento control no variaron considerablemente el nimero de insectos. En el
tratamiento con NEPs, a pesar de contarse menor cantidad de insectos que a los 10
dias después de aplicados, se aprecié que existieron insectos vivos dentro de los
granos. Esto nos demuestra que los NEPs ejercen un control sobre los insectos pero

este no es suficiente para lograr el 100 % de los mismos (figura 5).
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Brocas Promedio de Brocas por Granos

Figura 5. Brocas existentes por planta a los 30 dias en el interior de los granos.

Por su parte, Rodriguez et al. Evaluaron el efecto de liberaciones de Cephalonomia
stephanoderis Bertem y aplicaciones de H. bacteriophora cepa HC1 en parcelas de
cafeto, donde el indice de Infestacion por broca de café (Hypothenemus hampei

Ferrari) disminuy6 a 1,5% en los campos tratados con ambos biorreguladores.

El tratamiento con NEPs fue efectivo en el control de la Broca (figura 6). Al realizar
dos aplicaciones de NEPs con 30 dias de separacién entre una y otra se obtuvo una
mortalidad superior al 80 %. Esta aplicacibn mostré diferencias significativas con

respecto a la primera y al tratamiento control, lo cual nos demuestra que el efecto de
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los NEPs fue acumulativo debido al establecimiento de estos organismos en el suelo,

lo que permite continuar el control de los adultos de la plaga.

Resultados similares fueron obtenidos por Cisnero (2014) cuando refiere que al
realizar aplicaciones de NEPs para controlar los escarabajos de la pifia se aprecio la
presencia de los mismos en el suelo debido a las caracteristicas presentes en los Jl,

lo que facilita el control de otras plagas insectiles existentes en el cultivo.
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Figura 6. Andlisis del porcentaje de mortalidad en los tratamientos con NEPs.
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Se aislaron las cepas de nematodos entomopatdégenos Pretiles-1, Pretiles-2 y
Petriles-3 de la region cafetalera de Jibacoa, Villa Clara.

La CLso obtenida con la cepa de NEPs Petriles-3 fue de 419 nematodos y el
costo de aplicacion por hectarea es de $ 140.35 MN.

No es factible el empleo de la cepa Pretiles-1 en el control de H. hampei
porque el costo de la aplicacion es de $2062.60 MN.

El tratamiento con NEPs fue efectivo en el control de la Broca, la eficacia
obtenida en la primera aplicacion fue del 66% mientras que con dos

aplicaciones sucesivas se alcanzo el 80 %.
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RECOMENDACIONES

De acuerdo con las conclusiones expuestas hacemos las siguientes

recomendaciones:

e Aplicar la cepa de NEPs Pretiles-3 en el periodo post-cosecha del cafeto,
como parte del MIP realizado al cultivo.

e Realizar muestreos de suelo en otras zonas para aislar nuevas cepas de
nematodos entomopatégenos que sean eficientes en el control de H. hampei.

e Evaluar la combinacion de las aplicaciones de NEPs con otros medios de

control.
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