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RESUMEN

En este trabajo se determino bajo condiciones de laboratorio el parasitismo que
ejercen los nematodos pertenecientes a las familia Steinernematidae vy
Heterorhabditidaec sobre adultos de Hypothenemus hampei y su potencial para
utilizarse en contra de la poblacion localizada en fiutos caidos al suelo durante el
periodo intercosechas en Chiapas, México. Como modelo de evaluacion se empleo
café pergamuno infestado, simulando el suelo con arena. Se observé un efecto
patogénico en la broca del café cuando se aplicaron de 125 a 4000 juveniles infectivos
de nematodos sobre la arena conteniendo el grano brocado. Se incluyeron en esta
evaluacion tres cepas nativas de la region del Soconusco, cuatro originarias de Costa
Rica y una cepa comercial. Cuatro cepas se presentaron con mayor efecto parasitico,
tres de las cuales fueron del género Heterorhabditis y la cepa comercial de
Steinernema carpocapsea. Una CL50 de 600 juveniles infectivos por grano infestado
fue observada para la cepa mas agresiva, LIM-1 Heterorhabditis spp. El efecto
parasitico usando café pergamino infestado fue mayor que cuando se usé café verde y

café seco



SUMMARY

Non-selective insect-parasitic nematodes from 2 families, Steinernematidae and
Heterorhabditidae were selected for trials under laboratory conditions, to determine
infectivity against the coffee berry borer Hypothenemus hampei, and their potential
use to control the population of this pest found within coffe berries fall in the soil
between harvests at Chiapas, México. The experimental design was based upon
pergamine coffee set in sand. Parasitism was observed when the nematodes were
applied to the sand at 125 to 4000 infective juveniles. Included in the tests were a
variety of strains: one from Costa Rican and 3 native strains of Steinernema spp. from
the Soconusco region; a commercial strain of Steinernema carpocapsea and 3 Costa
Rican stramns of Heterorhabditis spp. Four strains displayed relatively higher levels
of parasitism, 3 of which were of Heterorhabditis spp., the other Steinernema spp
An LC50 of 600 infective juveniles per infested berry was observed for the most
agressive strains, Heterorhabditis spp., LIM-1. Greater parasitism was observed

using pergamine coffee than with green or dried berries.
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L INTRODUCCION

La broca del café (Hypothenemus hampei Ferrari) es la principal plaga insectil
que ataca al cultivo de café en el mundo. Su mportancia en México y Centroamérica
es alin mas relevante, dado que el café constituye una de las principales fuentes de
captacion de divisas en los paises de la region; ademas es una considerable
generadora de empleos (Alonzo 1984).

Para el control de la broca del café el amico insecticida utilizado es el
endosulfan; pero se han encontrado evidencias de resistencia a este praducto (Brun
1988). Ademas, las aplicaciones subsecuentes de este insecticida solo extienden la
proteccion contra la broca, pero no ayudan a mejorar su manejo para el siguiente afio
(Mansimg 1991). Lo anterior ha obligado a buscar métodos de control alternativos
orientados a reducir los riesgos que provoca el uso de plaguicidas en contra de la

estabilidad ambiental y la salud humana (Moore y Prior 1989).

Los avances obtenidos hasta el momento han contribuido poco a la reduccion
de la plaga a nivel del suelo. Los frutos caidos desempefian un papel importante en la
dindmica poblacional de la plaga, al albergar al insecto durante la época de escasez de
frutos ( Kraker 1988). La recoleccion de los frutos del suelo después de la cosecha
("Pepena™} ha resultado ser un método efectivo para reducir subsecuentes poblaciones
de broca (Bergamin 1944). Sin embargo, en la préactica, es un método caro por la gran
cantidad de mano de obra que se necesita (Zelaya y Vargas 1989).



Los nematodos entomopatogenos de los géneros Steinernema y
Heterorhabditis se han mostrado como alternativa para combatir algunas plagas
relacionadas al suelo o de hébitos cripticos (Georgis y Hom 1992). Estos organismos
podrian tener un potencial para disminuir poblaciones de H. hampei en los frutos en
el suelo, especialmente porque las galerias provocadas por la broca brindan
condiciones propicias para el desarrollo de ciertos nematodos (Averma 1926).
Estudios preliminares han demostrado la suceptibilidad de H. hampei al nematodo
Heterorhabditis spp. (Allard y Moore 1988). Georgis y Hom (1992) consideraron la
posibilidad de usar nematodos entomopatdgenos dentro de un programa de manejo de

H. hampei para disminuir la emergencia de adultos en la siguiente generacion.

La factibilidad de su reproduccion masiva y la seguridad ambiental que ofrecen
los nematodos entomopatégenos, los hace atractivos para que puedan ser usados

contra esta plaga, e incorporados dentro de un programa de manejo integrado.

El objetivo de este trabajo es determinar, bajo condiciones de laboratorio, la
patogenicidad y el potencial de los nematodos steimematidos y heterorhabditidos para

usarse en contra de H. hampei en Tapachula, Chiapas, México..



II. OBJETIVOS E HIPOTESIS
2.1. Objetivo general
- Estudiar el parasitismo y uso potencial de nematodos Steinernema spp. y
Heterorhabditis spp. como agentes biocontroladores de H. hampei en Tapachula,
Chiapas, México.

2.2. Objetivos especificos

- Evaluar la infectividad de estos nematodos entomogenos para matar a H.

hampei bajo condiciones de laboratorio.

- Analizar factores como el tiempo, dosis y condicién del fruto infestado que

condicionan el parasitismo de los nematodos sobre H. hampei a nivel de laboratorio.

2.3. Hipotesis

- Los nematodos infectan a H hampei en condiciones controladas de

laboratorio.

- E] parasitismo de los nematodos en H. hampei es influenciado por el tiempo

de exposicion, la concentracion de nematodos y condicion del fruto mfestado.



I11. REVISION DE LITERATURA

3.1. La broca del cafe, Hypothenemus hampei Ferr.

3.1.1. Taxonomia

Wood (1982) sefiala su posicion taxondmica de la siguiente manera:

Orden: Coleoptera
Suborden: Polyphaga
Superfamilia: Curculionoidea
Familia: Scolytidae
Subfamilia: Scolytinae
Tribu: Cryphalini
Género: Hypothenemus
Especie: hampei (Ferrari 1867)
3.1.2. Sinonimia

Para nombrar a esta especte también se han empleado las siguientes formas
(Cérdenas 1991):
Cryphalus hampei Ferrari 1867
Stephanoderes hampei Ferrari 1867
Stephanoderes coffeae Hargerdon 1910



Xyleborus coffeivorus van der Wiele 1910
Stephanoderes cooki Hopkins 19135
Xyleborus coffeicola Campos novais 1922

Sptephanoderes punctatus Eggers 1924

3.1.3. Origen y distribucion

Es originaria de Africa Ecuatorial (Bergamin 1943). Actualmente se encuentra
distribuida en casi todos los paises productores del grano situados dentro de la franja
ecuatorial (Figara 1). En mesoamerica se le detectd en 1971 en Guatemala
(Herndndez vy Sanchez 1972), 1977 en Honduras (Mufioz 1985), 1978 en México
(Baker 1984), 1981 en El Salvador (Vega 1985) y 1988 en Nicaragua (Decazy y
Castro 1990).

3.1.4. Morfologia

3.1.4.1. Huevo: Forma eliptica de 0.45 a 0.83 mm de largo, de color translacido que

se opaca conforme ocurre la madurez (Bergamin 1943).

3.1.42. Larva: Son generalmente rectas y ligeramente comprimidas de la parte
ventral, curvandose en la madurez. Posee 11 segmentos, 3 toraxicos y 9 abdominales.
De tamafio variable aproximadamente entre 0.8 y 2 mm, dependiendo de su estado de
desarrollo. Con mandibulas color pardo, cépsula cefilica amarilla y cuerpo blanco
(Bergamin 1943).
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3.1.4.3. Prepupa: Es la etapa final del estado larval, de cuerpo curvo mas grueso en

la parte cefalotéraxica que en la abdommal, con muy poca actividad.

3.1.44 Pupa: Son desnudas, con dimensiones similares al adulto. Se le observan
bien definidas la mayor parte de las estructuras del adulto, que son de color blanco.

3145 Adulto: Tiene un marcado dimorfismo sexual (Figura 2). Los machos
miden 1.18 mm de largo y 0.55 mm de ancho, las hembras miden 1.8 mm de largo y
0.73 mm de ancho. Ambos son de color obscuro, cabeza globular y antenas con
terminacion en forma de mazo con cinco segmentos. Cuerpo cubierto con pelos que
crecen hacia atras. Sobre los élitros se le observan diminutas puntuaciones
longitudinales que son acompafiadas paralelamente por lineas deprimidas. Abdomen
con cuatro segmentos el dltimo de los cuales es cubierto por los élitros (Penados
1979). Las hembras poseen un segundo par de alas membranosas. Los machos no

tienen capacidad de vuelo porque tienen atrofiado este segundo par de alas

3.1.5. Biologia

3.1.5.1. Ciclo biolégico: Varia de acuerdo a las condiciones donde se presente.
Baker (1985) menciona que el ciclo dura 36 dias en los cafetales de la region del
Soconusco, donde también Hulsoff (1989) sefiala tiempos generacionales de 45 a 50
dias. En condiciones de laboratorio controladas a 27 °C y humedad relativa entre 70 y
80 % el ciclo puede durar en promedio 24 dias de huevecillo a adulto, siendo 7 dias
en la etapa de huevecillo, 9 dias en la etapa de larva, 3 dias en prepupa y 5 dias en
pupa (Gémez 1994).



Fig 2. Vista lateral de adulto macho (ariba) y hembra (abajo)
de la broca del café, Hypothenemus hampei Ferr.
(Fotografia de F. Infante, ECOSUR).



3.1.5.2. Longevidad de adultos: Las hembras pueden vivir en promedio entre 80 y
123 dias y el macho un promedio 46 dias (Oliveira 1927). Bergamin (1943) menciona
que para machos varia de 78 a 103 dias y para la hembra de 81 a 282 dias. Los

machos mueren en el grano donde nacieron , rara vez lo abandonan (Cérdenas 1991).

3.1.5.3. Reproduccién: La relacion de sexos es de aproximadamente un macho por
diez hembras (Bergamin 1943). Las hembras son copuladas 3 o 4 dias después de
transformarse en adultos. El apareamiento se lleva a cabo entre congeneres en el

interior de los frutos (Bergamin 1943).

Todas las hembras que abandonan los frutos infestados estan fecundadas. La
hembra pone en promedio 74 huevecillos, con un minimo de 31 y un maximo de 119
(Bergamin 1943). Las hembras tienen un periodo de preovipostura de 3 o 3 dias
(Cérdenas 1991). En 12 semanas el nitmero de huevecillos puestos por una hembra es
de 60 (Heargraves 1935). Ticheler (1961) sugiere que la broca no sale del fruto una

vez iniciada la postura a causa de una degeneracion de los musculos del vuelo.

Hargreaves (1926) sefiala que la broca necesita ser fecundada por el macho
para que los huevecillos sean fertiles, contrariamente Mufioz (1989) observo que la

broca puede reproducirse partenogeneticamente.

3.1.6. Ecologia

3.1.6.1. Descripcion del dafio: La hembra perfora el fruto en el disco o coronilla,

raramente lo hace en los lados o base del fruto (Corbett 1933). El tiempo que

transcurre desde la penetracion hasta la desaparicion de la parte posterior del abdomen
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dentro del fruto es de 1 a 2.5 horas. Al perforar el fruto, alcanza uno de los
cotiledones, hace galerias y deposita sus huevecillos dentro de estas. En el interior de
un fruto abandonado durante la cosecha se puede presentar de 3 a 4 generaciones las
cuales consumirian totalmente el grano. En cada uno de estos frutos se pueden

encontrar poco mas de 100 adultos (Baker 1985).

En el sureste de Chiapas se determiné que entre enero y febrero la broca se
encuentra presente en los frutos que no fueron cosechados, pero en mayor numero en
los frutos caidos al suelo. En abril ocurre la emergencia en masa de los adultos
desarrollados en los fiutos del ciclo vegetativo anterior. En mayo, por razones
fisiolagicas el cafeto tira de frutos los cuales son abandonados por la broca. En Junio
la plaga se localiza en la pulpa de los nuevos frutos debido 2 la poca consistencia de

los mismos (Barnera y Baker 1986).

3.1.6.2. Humedad del grano: La ovipostura ocurre cuando la broca encuentra frutos
consistentes. Un factor importante en la penetracién al grano es la humedad del
mismo. Si una broca perfora un fruto ain acuoso, abandona la cereza o espera en la
pulpa hasta que la humedad del grano sea la adecuada (Herndndez y Sanchez 1972).
Baker (1985) encontré una relacion entre la produccion de huevecillos y la humedad
del grano, sefialando que se necesita un 20% o mas de peso seco del grano para que la

broca ponga huevecillos.

3 1.6.3. Humedad relativa; Este factor incide significativamente en la mortalidad de
1a broca, ya que a humedades relativas de 20, 33 y 35% presentaron mayor cantidad de
individuos muertos que en 76, 93.5 y 100% {Balbuena 1987). Su actividad se reduce
en humedades bajas (Baker 1985).
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3.1.6.4. Temperatura: Condiciones extremosas de este factor son mortales para la
broca, prefiere temperaturas entre 20 y 30°C y se inactiva a menos de 15°C
(Yamamoto 1948). Se ha observado un marcado incremento en la emergencia de
adultos entre 20 y 25°C (Baker 1992). Bajas temperaturas retardan su ciclo biologico
(Bergamin 1943). Cardenas (1991) menciona que la longevidad del adulto es de 40
dias 2 27 °C y 150 dias a 19 °C.

3.1.6.5. Altitud: Los niveles de infestacion son menores a altitudes mayores de 1000
msnm (Alonzo 1985). En el Soconusco su distribucién de mayor mmportancia ocurre
en altitudes entre 400 y 1100, con un méximo en el rango de 700-900 (Baker y
Barrera 1985).

3.1.6.6. Lluvia: La lluvia es un disparador de la salida o emergencia de broca adulta
en frutos dejados después de la cosecha, provocando infestaciones en los frutos de la
primera floracién de los cafetos. Debido a que la longevidad de la broca se ve
considerablemente reducida en humedades relativas bajas, la lluvia pudiera servirle
come un indicador de un ambiente humedo (Baker 1987). En el sureste de Chiapas
las primeras lluvias que ocurren alrededor de abril o mayo, provocan la emergencia de
las hembras de los frutos caidos al suelo para atacar nuevas cerezas (Baker y Barrera
1985). La lluvia hace las condiciones mas favorables para el insecto y las sequias
disminuyen la incidencia de la plaga para el siguiente ciclo de cosecha (Bergamin
1943).

3.1.6.7. Humedad del suelo: En los frutos que caen al suclo la meidencia de la plaga
se puede afectar con un exceso de humedad que pudre los frutos o con falta de
humedad que los seca (Barrera y Baker 1986).
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3.1.6.8. Sombra: Las infestaciones aumentan gradualmente conforme la cantidad de
sombra es mayor (Barrera y Covarrubias, 1984). Cuando se cultiva el café bajo nes de
sombra la produccion de huevecillos y especialmente larvas es mayor que cuando se
cultiva a pleno sol (Baker 1987). Por el contrario Monterrey (1991) encontré en
Nicaragua una tendencia a presentarse mayores infestaciones de broca en plantaciones
bajo sol durante un afio de observacion y al final superada por infestaciones bajo

somabra

3.1.7. Métodas de control

3.1.7.1. Control cultural: Dentro del control cultural se incluye la regulacion de
sombra del cafetal, la poda de los cafetos, el control de malezas y la fertilizacion
apropiada. Las podas, el desombre y el control de malezas desfavorecen las
condiciones para el desarrollo de la broca dentro del cafetal Para prevenir la
dispersion de la plaga se debe evitar movimiento o uso de sacos, canastos o material

procedente de cafetales infestados (Herndndez y Sanchez 1978).

3.1.7.2. Control manual: La recoleccion de frutos infestados después de la cosecha
("repase"), tanto sobre la planta ("repela") como en el suelo ("pepena), son una
medida eficiente para disminuir los niveles de infestacién en un cultivo ya que reduce

el grado de infestacion del siguiente ciclo de cosecha (Ingram 1969).

Hemdindez y Sanchez (1978), han obtenido buenos resultados mediante la
recoleccion de frutos caidos al suelo y dejados en la planta después de la cosecha,
eliminandose una gran cantidad de adultos que utilizan estos frutos para sobrevivir

hasta el siguiente ciclo productivo del cafeto. Con esta actividad se eliminan sitios de
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abrigo de la broca, consiguiendo asi un menor mimero de individuos en la cosecha
siguiente. Este método ha sido ampliamente utilizado en Africa (Le Pelley 1968) y
recomendado en varias regiones del mundo. Bergamin (1944) indica que los frutos del
suelo ofrecen mayor peligro que los que estan sobre la planta porque estos ultimos
generalmente poseen menor cantidad de humedad, lo que es indispensable para el
desarrollo de la broca. También sefiala que el periodo entre cosechas es la mejor

época para controlar la broca porque toda la poblacion existente se concentra en café

dejado en el cafetal.

Dentro de algunos inconvenientes el "repase” se puede mencionar que quiza
necesita de mayor mano de obra que la cosecha, requiriendo de una fuerte erogacion
para estos trabajos. El precio del café es oscilante, y muchas veces el "repase” seria
menospreciado a pesar de la imperiosa necesidad de hacerlo para evitar altas
poblaciones en afios venideros. También porque existen ciertas épocas donde la plaga
alcanza magnitudes alarmantes que traen como consecuencia un aumento de esfuerzos

para lograr obtener beneficios.

3.1.7.3. Control quimico: Anteriormente fue utilizado Lindano a 800 g.i.a./ha, pero
se necesitaban dos o tres aplicacidnes porque la persistencia no era mayor de doce dias
(Lavabre 1989 ). Con mayor efecto residual se uso BHC 1% a una dosis de 40 gr por
planta, pero provocaba mal sabor a la bebida (Amaral y Oliveira 1974). El primer
antecedente de la eficacia del Endosulfan en el combate de plagas de escolitidos fue
establecido por Saunders (1963). Trabajos posteriores demostraron la efectividad del
Endosulfan para el control de la broca del café (Almeida, 1967).
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Pruebas efectuadas en Brasil con aplicaciones al suelo de BHC 2%, efectuadas
en una época en la que los frutos se encuentran en una fase inicial de crecimiento,
demostraron que esta es una medida que disminuye considerablemente en numero de

frutos brocados al final de la cosecha (Amaral et al. 1959).

Durante los primeros afios después de la deteccion de la broca en México, el
insecticida comunmente recomendado para el control de esta plaga fue el Endosulfan.
Aplicaciones de Endosulfan 3% polvo fueron hechas a la base de la planta para
elimmar los adultos que pudieran encontrarse en frutos caidos y hojarasca,
utilizandose aproximadamente 30 kg de polvo por hectirea. Al follaje se aplicaba de
800 a 1000 ml de concentrado emulsificable del mismo producto en 200 litros de agua
(Galan y Bodegas 1934).

Recientes pruebas de laboratorio han mostrado que el Endosulfan es el
insecticida més toxico a la broca del café al compararlo con seis insecticidas de
diferentes grupos toxicologicos (Choy 1992). En la actualidad la recomendacion mas
generalizada continua siendo el uso del Endosulfan, aunque se ha buscado la forma
racionalizar su uso debido a la posible presencia de efectos residuales en los fiutos y
brotes de resistencia al producto (Brun er al. 1989). Asi, Penados y Ochoa (1979)
recomiendan hacer sélo una aplicacién cuando el fiuto esta en estado de
semiconsistencia, lo que se alcanza a los 137 dias después de la floracion a 1000

msnm y a los 147 dias a 1300 msnm.

3.1.7.4. Control biolégico: Existen varios orgénismos, deniro de los que se
encuentran parasitoides, depredadores y patogenos, que han mostrado afectar a la

broca y tienen un potencial de aplicacion en el control de esta plaga.
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Los parasitoides de la broca encontrados son: Phymastichus coffea
(Hymenoptera: Eulophidae), que parasita adultos; Prorops nasuta y Cephalonomia
stephanoderis, dos betilidos que se alimentan de todas las fases de H. hampei
parasitando larvas y pupas. Heterosphilus cofféicola (Hymenoptera: Braconidae)
cuya larva mata al adulto. Otros parasitoides son Sclerodermus cadavericus
{(Hymenoptera: Betthylidae), y Aphanogmus dictyma (Hymenoptera: Ceraphronidae) (
Murphy y Moore 1990). (. stephanoderis y P. nasuta fueron introducidas a México,
Guatemala, El Salvador, Honduras y Nicaragua (Barrera et al. 1990). La especie P,
coffea ain no se han logrado exportar exitosamente de Africa a otros paises. H
coffeicola no se ha podide cuarentenar, por tanto no se puede importar debido al
riesgo que existe de diseminar enfermedades del café.

En cuanto a depredadores se ha sefialado la incidencia de Dindymus
rubiginosus sobre poblaciones de adultos de broca em Brasil. La hormiga
Crematogaster curvispinosus destruye inmaduros de broca dentro del fruto (Klein-
Koch et al. 1988).

Los hongos Beauveria bassiana y Spicaria javanica son patogenicos a la
broca (Klein-Koch et al. 1988). Aunque se ha determinado que el efecto que produce
de manera natural B. bassiana sobre los adultos de la broca no sobrepasa el 1% en
algunas regiones cafetaleras (Méndez 1990), pero trabajos recientes han avanzado en
la propagacion de este hongo y en la seleccion de cepas agresivas para el combate de
H. hampei (Barrios 1992). B. bassiana es un enemigo natural de H. hampei que esta
siendo involucrado dentro de programas de manejo de la plaga (Moore y Prior 1991).
Moore (1989) menciona también a Metarhizium anisoplice como un hongo

patogenico a la broca.
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3.2. Nematodos entomogenos

Durante los Gltimos afios se ha incrementado el interés en el control bioldgico
de insectos utilizando nematodos de las familias Steinernematidac vy
Heterorhabditidae. Estos nematodos y su asociacion con bacterias entomopatdgenas
satisface los criterios esenciales para el control biologico aumentativo. Los avances
obtenidos en su produccién masiva, formulacion y métodos de aplicacion los hace

factibles de utilizarse en el control de ciertas plagas (Georgis y Hom 1992).

La variedad de especies y cepas geograficas las situan como organismos con
potencialidad de uso en el control de plagas, especialmente del suelo. Estos podrian
sustituir a los msecticidas por el amplio nimero de huespedes, movimiento, seguridad
y facilidad de aplicacién, y la ausencia de restricciones de registro en algunos paises
(Capinera y Epsky 1992).

Algunas regiones de américa son potencialmente propicias para su utilizacion,
por las condiciones de tipo de suelo, humedad y temperatura, presencia de hospederos
durante todo el afio, la alta incidencia del dafio causado por lepidopteros y coleopteros,
las cuales son suceptibles a infeccidn (Capiera y Epsky 1992).

Se ha demostrado la efectividad de estos nematodos en el conirol de
poblaciones de ciertos escolitidos. Este es el caso de Scolytus scobytus que fue
parasitado por una raza de Steinernema (=Neoplectana) spp (Fimney v Mordue
1976). Existen otros como Scolytus multistriatus los cuales no pueden controlar o
estimular su reproduccion al ser afectados por nematodos (Saunders y Norton 1961).

Otros casos son Hexacolus guyanensis y Dendroctonus adjuntus los cuales fueron
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parasitadas por Neoplectana carpocapsae (Wassink vy Poinar 1984) En un
experimento de laboratorio, una especie de Heterorhabditis penetré a cerezas
infestadas y causd una significativa mortalidad en larvas y adultos de la broca del café
(Allard y Moore 1989). Georgis y Hom (1992) consideraron que el control de la
broca con nematodos entomopatégenos puede ser factible dentro de un programa de
manejo integrado de la plaga después de la cosecha cuando la broca sobrevive en los

frutos caidos al suelo.
3.2.1. Taxonomia y sinonimia

La ubicacion de las familias Steinernematidae y Heterorhabditidae m en el
Phyllum nematoda es la siguiente (Woodring y Kaya 1988):
Phyllum: Nematoda
Clase: Adenophorea
Clase: Secernentea
Orden: Rhabditidae
Suborden: Rhabditma
Superfamilia: Rhabditoidea
Familia: Steinenematidae y Heterorhabditidae

Existe controversia con respecto a las especies que posee cada una de estas dos
familias. Poinar ( 1990) sefiala que son aproximadamente diez especies de

Steinernema y tres de Heterorhabditis las que estan reconacidas actualmente.

En la nomenclatura de estas familias de nematodos existen varios sindninos,

como el caso del género Neoplectana, la cual algunos autores la mencionan como
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Steinernema. También se puede sefialar a la especie 8. feltiae con el nombre de V.

carpocapsae.

Dentro de la familia Heterorhabditidae también se presentan smonirnias como
es el caso de H  bacteriophora (H. heliothidis, H. zealandica o Cromonema
heliothidis), H. hambletoni (Rhabditis hambletoni) y H. Hoptha (Neoplectana
Hoptha) (Pomar 1990).

3.2.2. Mécanismo de accion

Los nematodos pertenecientes a las familias Heterorhabditidae y
Steinernematidae difieren de otros que se alimentan de bacterias de los géneros
Xenorhabdus y Photorhabdus con las cuales tienen una asociacién mutualistica, las
cuales proteje y trasporta valiendose de un tercer estado juvenil. Este juvenil infectivo
se introduce al insecto por sus espiraculos, ano o boca. Los nematodos de la famitia
Heterorhabditidae poseen un diente dorsal que les da capacidad de atravezar la
cuticula de un insecto. Denfro del insecto el juvenil infectivo se mueve hacia la
hemolinfa donde inocula la bacteria. Una septicemia se presenta en el huesped por la
inoculacién de esta bacteria, provocando su muerte en aproximadamente 48 horas
(Capinera y Epsky 1991).

El nematodo se desarrolla y multiplica dentro del insecto, después emergen los
nuevos juveniles infectivos para iniciar la busqueda de otros hospederos (Figura 3).
Dependiendo de su tamafio, deniro del cuerpo del insecto se pueden presentar dos
generaciones del nematodo; eventualmente algunas especies de nematodos pueden
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alcanzar una tercera generacion dentro del msecto, como es el caso de Steinernema
feltiae en larvas del ltimo estadio de Galleria mellonella. En insectos pequefios
puede ocurrir una sola generacién o quizd una genereracion incompleta (Capinera y

Epsky 1992).

3.2.3. Relacion mutualista

Estos nematodos mantienen una asociacion simbiotica con bacterias del género
Xenorhabdus y Photorhabdus, las cuales son facilmente suceptibles a la degradacién
y no tienen formas para penetrar dentro del huesped, por lo tanto necesitan de estos
nematodos para propagarse. Después de la penetracion el juvenil infectivo deposita la
bacteria y secreta un inhibidor de las enzimas antibacteriales en el insecto huesped. La
bacteria mata al insecto y proporciona nutrientes para el desarrollo y reproduccion del
nematodo mientras inhibe el crecimiento de otras bacteria. La reproduccién de los
nematodos sin la presencia de estas bacterias es posible, pero su multiplicacion se
reduce en forma drastica Se han identificado dos especies de bacterias: X
nematophilus, asociada con stemernematidos, y Photorhabdus spp., asociada a

heterorhabditidos (Akhust y Boermare 1994).

3.2.4. Ciclo de vida

Los nematodos steinernematidos y heterorhabditidos tienen un ciclo de vida
simple constituido por los estados de huevo, cuatro estados juveniles y el adulto. El
tercer juvenil es un estado especial protegido con la cuticula de segundo, que lo hace

resistente a condiciones ambientales vy le confiere mejor capacidad de alcanzar el
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interior de un insecto. Poseen ademas reservas alimenticias que permiten su

sobrevivencia por largos periodos (Jansson 1992)

Ambas familias tienen un ciclo de vida parecido. Las especies de
Heterorhabditidae producen una generacién de hembras hermafroditas alternada con
otra donde se presentan hembras y machos. Para el caso de las especies de
Steinernematidae su descendencia siempre esta constituida por machos y hembras

(Woodring y Kaya 1988).

3.2.5 Ecologia

3.2.5.1 Factores abiéticoss  La radiaciéon solar y luz ultravioleta afectan la
sobrevivencia de los nematodos = Como todos los nematodos, los pertenecientes a
estas dos familias son muy suceptibles a la desecacion, pero pueden sobrevivir a esta
si no es muy drastica Un secado rapido como el que se presenta a nivel del follaje de
las plantas, puede provocar alta mortalidad, especialmente si estan expuestos a la luz

solar (Capinera y Epsky 1992).

La persistencia e infectividad estan influenciados por el tipo de suelo, humedad
y temperatura del suelo y humedad relativa. Las caracteristicas del suelo mas
importantes que afectan a los nematodos son: tamafio del poro, humedad, presencia de
oxigeno, temperatura, pH y solucién del suelo. Tienen preferencia por suelos de
textura porosa, como es el caso de S. glaseri. En general tienen mayor capacidad
dispersiva en suelos con textura arenosa La presencia de oxigeno en el suelo es
importante porque son organismos que necesitan oxigeno para sus actividades vitales.

Muestran una gran variabilidad inter e intraespecifica en la tolerancia a la temperatura,
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pero de forma general los heterorhabditidos prefieren temteraturas entre 10°y 16°C y
los steinemematidos entre 3° y 14° C. El pH con un nivel abajo de 4 limita la
infeccion de la especie S. kraussei, mienttas que S. carpocapseae sobrevivio y
mantuvo su infectividad en pH's de 4, 6, 8 y 10. En suelos salinos se presentan
problemas con altas concentraciones de iomes que afectan su concentracién
intracelular; mientras que en suelos acidos los patogenos pueden ser afectados por los

altos niveles de aluminio (Barbercheck 1992).

3.2.5.2. Factores bidticos: Se ha demostrado que estos organismos son mas
eficientes en suelos estériles, esto es debido a que se sabe que pueden ser afectados

por hongos, microsporidios, acaros, colembolos, y otros nematodos (Kaya 1990).

Adémas se puede presentar competencia interespecifica por un huesped cuando
se encuentran heterorhabditidos y steinernematidos en un mismo sitio (Alatorre-Rosas

y Kaya 1990).

La presencia constante de hospederos es un factor importante para la
persistencia de estos nematodos en el suelo. Por esa razon, los ambientes tropicales y
subtropicales pueden proporcionar suplementos constantes de insectos hospederos
para garantizar una poblacion endemica del nematodo (Capinera y Epsky 1992).

La habilidad de busqueda y la capacidad de desplazamiento de los nematodos
es muy importante en la efectividad de localizacion del huesped(Jansson 1992). La
capacidad de desplazamiento es diferente entre especies, al parecer S. capocapsae
busca en la superficie del suelo vy H bacteriophora se mueve hacia abajo de la

superficie (Gaugler 1988).
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3.2.5.3. Relacion con el huesped: El éxito en la aplicacion de los nematodos
entomopatdgenos para ¢l control de una plaga puede ser medido de dos formas: 1) el
efecto sobre ia poblacién de 1a plaga y la evaluacién del dafio en el cultivo, y 2) su
persistencia en el habitat (Jansson 1992).

Los nematodos varian su virulencia e infectividad de acuerdo al huesped, por
esa razdn es necesario determinar a nivel de laboratorio a el o los nematodos mas
virulentos para una determinada plaga v habitat asociado. Esta virulencia puede ser
afectada por los mecanismos defensivos de comportamiento, fisiologicos y
morfolégicos del insecto. Aunque los resultados en laboratorio no siempre

concuerdan con los resultados de campo (Barbercheck 1992).

La mayoria de las especies han mostrado tener un amplio rango de huespedes,
otros aparentemente son mas restringidos, como es el caso de S scapterisciis que se
encontro infectando grillos pero no lepidopteros. Aun no es claro el mecanismo de
seleccion del huesped en estos nematodos, pero algunos han sugerido estimulos
provocados por fuentes de dioxido de carbono o compuestos kairomonales emitidos
para la localizacion del huesped, pero principalmente deteriminado por encuentros al
azar (Capinera y Epsky 1992).

E] estado de desarrolio del insecto influye en la capacidad de infeccion del

nematodo. Se ha observado que las larvas son mas suceptibles que los adultos y

pupas.
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El habitat de la plaga es muy importante en el éxito de la aplicacion de
nematodos para su control. Comunmente son mas exitosos aquellos casos que tratan
con plagas del suelo o de habitos cripticos que con plagas del follaje. Esto se debe a
que las condiciones en el suelo son mas favorables para los nematodos, porque es su

ambiente natural (Jansson 1992).



IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Ubicacién del trabajo

Todos los experimentos se realizaron en los laboratorios del proyecto Broca del
Café de El Colegio de la Frontera Sur (ECOSUR) antes denominado Centro de
Investigaciones Ecoldgicas del Sureste ubicado en la ciudad de Tapachula, estado de
Chiapas, México, el cual se localiza a 14° 54" latitud norte y 92° 16' longitud oeste a
136 msnm (Helbig 1976).

4.2 Cria de la broca del café

La broca del café empleada en todos los experimentos se obtuvo de una cria en
dieta establecida en los laboratorios de ECOSUR (Cuadro 1). En todes los
experimentos se emplearon brocas provenientes de dietas con tres meses de infestadas.
Estas dietas fueron elaboradas usando los ingredientes definidos por Villacorta y
Barrera 1993), cuya mezcla fue colocada dentro de tubos de vidrio con fondo plano de

6 cm de alto por 2cm de diametro.

4 3. Cria de Galleria mellonella

Este insecto se reprodujé en laboratorio usando el medio descritc por Poinar
(1975) citado por Woodring y Kaya (1988). Una modificacion de esta dieta se
elaboro con 100 ml de miel de abeja, 100 ml de glicerina, 100 gr de gérmen de trigo,
50 gr de cereal vitaminado y 5 gr de levadura de cerveza. La cria de G. mellonella se
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efecttio a 27 °C colocando huevecillos en una mezcla hecha con estos componentes.
Las larvas obtenidas se colocaban en agua a 50 °C por 30 segundos, después en agua
fria y se guardaban a 14-15 °C envueltas en papel toalla para evitar su desarrollo a
adultos.

CUADRO 1.COMPOSICION DE LA DIETA PARA CRIAR A LA BROCA DEL CAFE,
Hypothenemus hampei .

INGREDIENTES CANTIDAD
Agua hervida 750 gr
Dextrosa 14 gr
Levadura de torula 20 gr
Caseina 20 gr
Semilla de café en polvo 100 gr
Sales de Wesson 2 g
Agar 27 gr
Nipagin 1 g
Benzoato de sodio 0.6 gr
Formol 40% 2 mil
Etanol absoluto 10 ml
Colesterol 0.6 gr

4.4, Cria de nematodos

Una cepa comercial fue obtenida de la compafiia de control biolégico Biosys en
Palo Alto, California, EE.UU, cinco especies no comerciales originarias de Costa Rica
se obtuvieron de la Unidad de Control Microbial del CATIE y tres cepas nativas de
Tapachula, Chiapas, México fueron incluidas en este trabajo (Cuadro 2).
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CUADRO 2. DESCRIPCION DE LAS CEPAS DE NEMATODOS EVALUADAS

CLAVE DE NEMATODO FUENTE O LUGARDE
LA CEPA TIPO DE ORIGEN
, AISLAMIENTO
BIOSYS Neoplectana carpocaasae  Cepa comercialde EEUUL
Biosys
LIM-1 Heterorhabidis sp Aislado del suelo  Costa Rica
PC-3 Heterorhabidis sp Adislado del suelo  Costa Rica
DOM-8 Heterorhabidis sp Aislado del suelo  Costa Rica
ATIRRO Steneirnema sp Aislado del suelo  Costa Rica
RAY Steneirnema sp Aislado del suelo  Tapachula,
México
RINCON Steneirnema sp Aislado del suelo  Tapachula,
México
ZAPOTE Steneirnema sp Aislado de frutos  Tapachula,
de café tomados México
de la plania,

Todas las cepas fueron reproducidas in vivo empleando larvas de G

mellonella, con el método descritd por Woodring y Kaya (1988). Después de la

extraccion, los nematodos juveniles infectivos fueron almacenados a 10 °C en una

solucién de formaldehido al 0.01 %. Todos los nematodos usados en los bioensayos

tenian menos de diez dias de cosechados.

4.5, Conteo de nematodos

La cuantificacion de los nematodos se realizdé diluyendo una alicuota de un

mililitro de la solucién confeniendo juveniles infectivos en 100 ml de agua.

Empleando un estereoscopio se contd la cantidad de nematodos contenidos en un

mililitro de la dilucidn colocado sobre un plato Petri (Woodring y Kaya 1988), luego

se ajusto la concentracién con agua destilada esteril.
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4. 6. Infestacion de café verde

Esta actividad se realizo utilizando frutos verde-amarillos fiescos recién
recolectados del campo. La infestacion se realizé como lo describe Gomez (1994),
empleando broca criada en laboratorio. Antes de la infestacién, las cerezas se lavaron
en agua corriente, se secaron y se colocaron dentro de recipientes con tapa, dentro de
los cuales se liberd una broca hembra por fruto. Para los ensayos se seleccionaron

frutos con una perforacion al tercer dia de realizada la infestacion.

4.7. Infestacion de café pergamino

Café arabica maduro fue despulpado, sumergido en agua por 24 horas y lavado
hasta quitar el miscilago. Para evitar presencia de contaminantes en los bioensayos
las semillas se sumergieron por dos horas en una solucién con 0.06 de cloro libre.
Transcurrido este tiempo se lavo y se aireo para quitar el exceso de la solucién
clorada. El café desinfectado se almacend en recipientes cerrados para evitar pérdidas
de humedad. La infestacién se realizé en granos de café con humedad mayor al 40%,
los cuales fueron previamente perforados para facilitar la penetracion de la broca.
Para lograr la infestacion se colocé cada grano de café junto con 10 brocas dentro de
tubos de vidrio, remplazandose las brocas que no penetraron al siguiente dia. Para
determinar la humedad del café pergamino se utilizé un medidor de humedad para
semillas marca DOLE modelo 400B.



4.8. Busqueda de nematodos nativos

Al inicio de Huvias se tomaron cinco muestras de suelo en la zona agricola baja
ubicada a menos de 100 metros de altitud dentro del municipio de Tapachula. Otras
cinco muestras se tomaron en la finca cafetalera "El Rincdn" ubicada a 40 lkm al
noroeste de la ciudad de Tapachula por la carretera Tapachula-Nueva Alemania dentro
de un rango de altitud entre 320 y 580 msnm (Figura 4).

Las muestras fueron tomadas eligiendo sitios humedos, antes de tomar la
muestra se quitd la hojarasca de la superficie del suelo; a 15 cm del suelo se tomaron
aproximadamente 2 kg de cada muestra; para aislar los nematodos del suelo se
empleo el método descrito por Bedding y Akhurst (1975), usando larvas del dltimo
instar de G. mellonella. 250 gr de la muestra humedecida fueron colocados dentro de
potes con 7 cm de alto por 13 cm de diameiro. Las larvas se colocaron dentro del
suelo hasta su muerte. Después fueron colocadas en camaras humedas en espera de la

emergencia de los nematodos.

4.9. Pruebas de patogenicidad

4.9.1. Procedimiento general

Se prepararOn suspensiones con cantidades conocidas de juveniles infectivos de
las diferentes cepas de nematodos utilizando agua destilada esteril. Estos ensayos
fueron acompafiados de un festigo que verifico la patogénicidad de los nematodos
utilizando larvas de G. mellonella. Los experimentos se efectuaron dentro de

recipientes conteniendo solucion saturada de cloruro de sodio que condicioné una
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humedad relativa de 95 + 5 % dentro de una camara climatica apagada que
proporciono una temperatura de 27 + 1 °C y obscuridad constante. La temperatura y
la humedad relativa fueron condiciones del medio medidas con un termografo y
higrometro, respectivamente. El ntimero de individuos utilizados por cepa de
nematodo fue de 100 brocas. Todos los ensayos se realizaron a una misma hora por la

tarde. Antes de aplicarse las suspensiones se dejaban ambientar media hora,

4.9.2. Prueba de patogenicidad en fruto verde

Estos ensayos se realizaron usando cajas Petri de 6 cm de diametro dentro de
los cuales se colocaron 10 frutos infestados sobre una cama de 25 gr de arena con 15%
de humedad. Esta arena fue previamente tamizada descartandose lo que se retuvé en
un tamiz de 200 mallas por pulgada cuadrada y usandase lo retenido en un tamiz de
400 mallas por pulgada cuadrada. La arena se lavo, se seco por dos dias en un horno

240 °C vy se esterilizd por 20 minutos a 2 libras de presion a 120 °C en un autoclave.

Con una pipeta se aplicé 0.5 ml de una suspension de nematodos que contenia
4000 juveniles infectivos/ml sobre la arena de cada caja. Cada experimento consistid
de diez cajas Petri por cepa de nematodo en las cuales se evalud la mortalidad de la

broca a los seis dias de realizada la inoculacion con nematodos.
4.9.3. Prueba de patogenicidad en dieta
En el fondo de una caja Petri de 6 cm de diametro se colocaron circulos de

papel fillto Whatman # 1. Sobre el papel fueron distribuidos 0.2 gr de dieta
deshidratada en polvo (Villacorta y Barrera 1993) humedecida con 0.5 mi de agua
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destilada estéril. En la dieta humedecida se colocaron 20 brocas y 0.5 ml de una
suspension conteniendo 4000 juveniles infectivos/ml. En el testigo solo se aplicd 0.5

ml de agua destilada ésteril en lugar de la suspensién de nematodos.

Cada experimento consistié de cinco cajas Petri por cada cepa de nematodo y el
testigo en la cuales se evalud la mortalidad de la broca a los seis dias de realizada la

inoculacion.

4.9.4. Prueba de patogenicidad en café pergamino

En espacios de 2 cm de diametro y 2 cm de profundidad de una caja serolégica
se colocod una semilla de café pergamino infestada sobre 5 gr de arena tamizada y
ésteril con 5% de humedad. Posteriormente se aplicé 0.5 ml de una suspension de
nematodos que contenia 4000 juveniles infectivos/ml. En el testigo solo se aplico 0.5

ml de agua destilada ésteril en lugar de la suspension de nematodos.

Cada experimento consistié de 10 granos (infestados con 10 brocas) por cepa
de nematodos y su respectivo testigo en la cuzles se evalué la mortalidad de la broca a

los seis dias de la inoculacion.

4.10. Tiempo letal medio (TL50)

En este experimento se evalud la mortalidad de H. hampei provocada por
diferentes tiempos de exposicién a las cuatro razas que mostraron mayor efecto sobre
la mortalidad de broca en las pruebas de patégenicidad con café pergamino. A cada
semilla de café infestada con diez brocas se le aplicod 2000 juveniles infectivos de una
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cada cepa de nematodo. Las condiciones experimentales en cuanto a granos
infestados, niimero de brocas, de humedad de la arena, humedad relativa y temperatura
ambiental fueron las iguales a las descritas en las pruebas de patogenicidad con café

pergamino.

Los tratamientos fireron tiempos de exposicion con lapsos de 24 horas durante
10 dias consecutivos, iniciados después de realizada la inoculacién. En el testigo solo
se aplico agua destilada sobre la arena. La unidad experimental fue formada por una
semilla de cafe pergamino infestada con 10 brocas. Se utilizé un disefio con cinco
bloques al azar. Los tratamientos se observaron en el tiempo y las observaciones se
consideraron como subparcelas de un disefio en parcelas divididas en el tiempo. Se
evaiud la mortalidad de H hampei en cada periodo después de realizada la

moculacion .

4.11. Concentracion letal media (CL50)

En este experimento se evalud la mortalidad de H hampei causada por
diferentes concentraciones de juveniles infectivos de los cuatro nematodos que
mostraron mayor efecto sobre la mortalidad de broca en las pruebas de patogenicidad
con café perganuno. Por esa razén, las metodologia usada fue la descrita previamente
para los ensayos donde se utilizd café pergamino como sustrato alimenticio de la
broca. La efectividad de la aplicacién fie evaluada colocando sobre la superficie de la
arena diferentes cantidades de juveniles infectivos aplicados en 0.5 ml de agua por
semilla.
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Inicialmente se elaboré una ventana biolégica usando seis concentraciones,
incluida la concentracién utilizada en el ensayo de patogenicidad. Se procurd que
estas concentraciones estuvieran comprendidas entre el nimero minimo de nematodos
que caus6 una mortalidad cercana al 100% y un mimero maximo de nematodos que

causo cerca del 0% de mortalidad. El testigo consistié de arena libre de nematodos.

Después se afiadieron concentraciones intermedias entre cada concentracion de
la ventana biolégica las cuales sumaron 16 tratamientos por nematodo. De una
solucién de 8000 juveniles infectivos se prepararon diluciones que dieron como
resultado 16 soluciones con 4000, 3333, 2666, 2000, 1666, 1333, 1000, 833, 666,
500, 416, 333, 250, 208, 250 166 y 125 juveniles infectivos por cada 0.5 ml.. Cada
repeticidn se realizé diariamente, con un tamafio de muestra diario de 170 brocas
incluyendo al testigo. La unidad experimental fue formada per una semilla de café
pergamino infestada con 10 brocas. Se realizaron con diez repeticiones. En el
gradiente de concentracién de nematodos se evalué la mortalidad de H. hampei en

cada dosis a los ocho dias de realizada la inoculacion de nematodos.

4 12. Efecto de la condicion del fruto infestado

En este experimento se evalu6 la mortalidad de H. hampei provocada por los
nernatodos al variar la condicién del fiuto infestado, incluyendo fratamientos que
tuvieran diferente grado de penetracion de la broca en el fruto que oftecieran diferentes
grados de exposicion a los nematodos. Para ello se usé las mismas condiciones que se
usaron en la prueba de patogenicidad con café pergamino. Los tratamientos fileron:

cafs verde a los 3 dias de infestado con 10 brocas; café verde a los 10 dias de
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nfestado con 10 broeas; granos de café pergamino a los tres dias de infestado con 10
brocas; frutos maduros infestados 30 dias después de colectados en campo.

Considerando los resultados obtenidos en el tiempo letal y CL50, se aplico 600
juveniles infectivos de la cepa LIM-1 (Heterorhabditis spp) por cada fruto infestado.
Como testigos se usaron los mismos tratamientos aplicandose 0.5 ml de agua destilada

esteril en lugar la suspensién con nematodos.

La umdad experimental la constituyé un fruto o grano de café infestado. Kl
andlisis de los datos se realizé empleando un disefio completamente aleatorizado con
10 repeticiones por tratamiento. La variable evaluada fue el porcentaje de la
poblacion muerta de H. hampei que se produjoé en cada uno de los diferentes frutos a a
los dias después de la inoculacion de nematodos. Las significancias de los
tratamientos se establecieron mediante un andlisis de varianza para un disefio

completamente aleatorizado.
4.13. Andlisis estadistico

Los analisis estadisticos se efectuaron desde archivos ASCII derivados de Q-
PRO de acuerdo al modelo planteado en los experimentos usando el paquete
estadistico SAS (1989). Los datos analizados mediante analisis de varianza fueron
previamente transformados a arcsenV%. Para obtener las lineas de respuesta del
logaritmo del numero de nematodos y la mortalidad de la broca, los datos fueron
corregidos con la formula de Abbot (1925). El analisis probit fue corroborado
empleando el programa SAS-probit del Centro de Estadistica y Calculo del Colegio de
Posgraduados en Chapingo, México.
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V RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Muestreo de nematodos

En el muestreo realizado al suelo se pudieron aislar dos cepas de nematodos del
genero Steinernema, una en la zona agricola baja (<100 msnm) y otra recolectada en

la finca cafetalera "El Rincon" (580 msnm).

Eventualmente una tercer cepa del mismo género fue aislado de muestras de
frutos infestados con broca colectados en un municipio vecino a Tapachula, como
parte de un muestreo para detectar poblaciones de broca en un trabajo independiente.
Esta cepa fue aislada de las galerias hechas por la broca, dentro de las cuales solo se
observo restos de brocas adultas, lo que impidié evidenciar la ocurrencia de un
parasitismo natural en la broca. Estos tres aislamientos se sumaron a la lista de las

cepas evaluados .

Averna (1926) sefiala la presencia de nematodos dentro del fruto como una
manifestacion patolégica que acompafian infestaciones de H. hampei. Adémas de
comprobar lo anterior, con este aislamiento se pudo constatar que las galerias hechas
por la broca parecen ser un sitio propicio para la sobreviviencia y desarrollo de los

nematodos entomopatdgenos en un ambiente natural.

La region cafetalera de Tapachula poseé suelos tipicamente arcillosos, con alta
proporcion de bases intercambiables que son lixiviadas de los niveles superficiales del

suelo por las abundantes Iluvias, lo que influye en un pH con valores inferiores a 5.0
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(Lopez, 1992). El pH acido en un suelo restringe el crecimiento microbial y
consecuentemente afecta el control microbiolégico de insectos en el suelo
(Barbercheck, 1991). Infecciones de Cephalia abietis por el nematodo Steinernema
krauseri son limitadas en suelos con un pH abajo de 4.0 (Fischer y Fuhrer 1990).
Prucbas de sobrevivencia y retencién de infectividad mostraron que S carpocapsae
presentd mejores aptitudes en pH altos, al evaluarse estas caracteristicas dentro de un
rango de 3.0 a 8.0 (Kug er ol 1990). A pesar de las condiciones de pH prevalentes, la
presencia natural de nematodos entomopat6genos en el suelo y en las galerias hechas
por la broca, aumentan las posibilidades de utilizacién de estos organismos para
incorporarlos como alternativa de control contra H. hampei en esta regién. Debido a
esto, es indispensable ampliar la busqueda de nematodos entomopatégenos en la zona,
con el fin de localizar la mayor cantidad posible de cepas nativas y posteriormente
evaluar su efecto patogénico en H. hampei para seleccionar las mejores contra la

broca del café y el efecto del pH sobre estos nematodos.

5.2. Pruebas de patogenicidad

Las pruebas de patogenicidad utilizando dieta como alimento de broca
muestran que existe diferencia estadistica entre la mortalidad de H. hampei ocurrida a
un nivel de 5% de significancia entre los tratamientos. Todas las cepas fueron
diferentes al testigo. Los indices de mortalidad mas altos de esta prueba se observaron
en seis cepas de nematodos entre los cuales no existié diferencia estadistica, los cuales

causaron mortalidades entre 59 y 94 % (Cuadro 3).
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CUADRO 3. PROMEIDIOS DE LA MORTALIDAD TRANSFORMADA CON ARCOSENY% ¥ EL
CORRESPONDIENTE PORCENTAJE DE MORTALIDAD DE Hypothenemus hampei A LOS
SEIS DIAS DE INOCULACION CON 100 JUVENILES INFRCTIVOS POR INSECTO DR
OCHO CEPAS DE NEMATODOS DE LOS GENEROS Heterorhabitis Y Steinernema
USANDO DIETA COMO ALIMENTO DE BROCA (N=100 BROCAS/TRATAMIENTO).

CLAVEDE NEMATODO  LUGARDE PROMEDIO DE MORTALIDAD
LA CEPA ORIGEN LA MORTALIDAD (%)
TRANSFORMADA
BIOSYS Neoplectana EEUU 1.414 A 94
carpocapsae

LIM-1 Heterorhabidiz sp.  Costa Rica 1275 BA 86

PC-3 Heterorhabidissp.  Costa Rica 1.153 CBA 79

DOM-8 Heterorhabidisgp.  Costa Rica 1.142 DCBA 79

ATIRRO Steneirnema sp. Costa Rica 0500 DCRB 61

RAY Steneirnema sp. Tapachula, 0.881 DCB 59
México

RINCON Steneirnama sp. Tapachuls, 0.743 DC 46
México

ZAPOTE Steneirnema sp. Tepachula, 0672 D 39
México

TESTIGO 0172 E 7

Letras diferentes entre tratamientos significan P< 0.05 con la prueba Tukey

Aunque esta prueba resalta la capacidad patogenica de la mayoria de las cepas

evaluadas en este trabajo, seria mas conveniente utilizar un emsayo que permita

evaluar el efecto patogénico sobre H. hampei utilizando frutos infestados, con el fin de

simular lo mas cercanamente las condiciones que se presentan naturalmente en los

periodos de intercosechas.

Con la misma cantidad de nematodos aplicada, las pruebas de patdgenicidad

efectuadas con fiutos verdes mostraron que la mortalidad de la broca ocurrida en todos

los tratamientos no fueron diferentes al 5% de significancia. En esta prueba la

mortalidad provocada por las ocho cepas de nematodos no superd el 10 % (Cuadro 4)
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CUADRO 4. PROMEDIOS DE LA MORTALIDAD TRANSFORMADA CON ARCOSENVY: ¥ EL
CORRESPONDIENTE PORCENTAJE DE MORTALIDAD DE Hypothenemus hampei A LOS
SEIS DIAS DE INOCULACION CON 200 JUVENILES INFECTIVOS POR INSECTO DE
OCHO CEPAS DE NEMATODOS DE LOS GENEROS Helerorhabitis Y Steinernema
USANDO  FRUTO VERDE COMO ALIMENTO DE BROCA (N=100

BROCAS/TRATAMIENTQ).
CLAVE NEMATODO LUGAR PROMEDIO DE MORTALIDAD
DE DE LA MORTALIDAD (%)

LA CEPA ORIGEN TRANSFORMADA

1.IM-1 Heterorhabidis sp. Costa Rica 0.271 A 9

ZAPOTE  Steneirnema sp. Tapachula, 0253 A 9
México

BIOSYS Neoplectana carpocapsae EEXLLL 02214 8

PC3 Hetarorhabidis sp. Costa Rica 0221 A 8

DOM-8 Heterorhabidis sp. Costa Rica 0203 A 8

TESTIGO 0.189 A 7

RINCON  Steneirnema sp. Tapachuia, 0175 A 5
México

ATIRRO Steneirnema sp, Costa Rica 0175 A 6

RAY Steneirnema sp. Tapachula, 0.122 A 5
México

Letras diferentes entre tratarientos significan P< 0.05 con la pruebs Tukey

Este resultado es interesante vinculario con el comportamiento de la broca en
campo al inicio de la fructificacién (mayo), cuando la broca abandona los frutos recién
infestados que la planta tira en un proceso [lamado "purga’ (Barrera y Baker 1986).
Los frutos usados en los ensayos con café verde tenian unicamente tres dias de
infestados, al disectarlos se observé que la broca solo alcanzé a perforar la pulpa del
fruto. La broca emergié del fruto verde inmediatamente después de la inoculacién con
nematodos y después se mantuvé permanentemente en la arena, observandose este
comportamiento también en el testigo. Esta observacion le concede pocas espectativas
a los nematodos en el control de broca en frutos verdes a nivel del suelo en esa época
del afio, ya que al parecer el comportamiento de emergencia de la broca ante una
excesiva humedad (Baker 1987), activa un abandono del fruto que podria limitar el
contacto con los nematodos y consecuentemente en su infectividad sobre la poblacién

localizada en frutos verdes recién infestados.
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La drastica diferencia en los resultados obtenidos en estas dos tltimas pruebas,
nos indica que se necesitan ciertas condiciones para facilitar un efecto patogénico de
los nematodos sobre la broca, lo que sugiere la necesidad de buscar un ensayo lo

suficientemente sensible para evaluar este efecto empleando en frutos de café.

El principal inconveniente con el uso de nematodos entomopatogenos es su
suceptibilidad a la desecacién, porque la humedad juega un papel importante en su
persistencia e infectividad (Barbercheck 1992). La humedad en la prueba con dieta
fue mayor que en frutos verdes, aunque no podriamos aseverar un efecto determinante
de este factor en la diferencia de estos resultados, porque una revisién reveld

nematodos vivos en el experimento con fruto verde.

El volumen de la dieta, apenas suficiente para cubrir la superficie del papel
filtro, fue 125 veces menor que la arena utilizada en la prueba con fruto verde. Esto
pudo producir una menor concentracién de juveniles infectivos en la prueba de frutos

verdes que en la dieta.

Las pruebas de patogenicidad efectuadas con café pergamino denotaron una
mortalidad diferente entre los tratamientos al 5% de significancia. Cuatro cepas
destacaron en su efecto patdgenico provocando mortalidades arriba del 50% (Cuadro
5), criterio que se tomé en consideracion para la eliminacion del resto de las cepas

para posteriores ensayos.

Un aspecto importante de esta prueba es que revela la capacidad de los

nematodos a infectar a la broca bajo condiciones parecidas a las que tienen los frutos
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del suelo durante los periodos intercosecha. La efectividad de los nematodos para
matar a H  hampei en las pruebas con café pergamino, también muestra
indirectamente la capacidad de estos nematodos para alcanzar a la poblacion de broca

dentro delgrano de café.

CUADRO 5. PROMEDIOS DE LA MORTALIDAD TRANSFORMADA CON ARCOSENN% Y EL
CORRESPONDIENTE PORCENTAJE DE MORTALIDAD DE Hypothenemus hampei A LOS
SEIS DIAS DE INOCULACION CON 200 JUVENILES INFECTIVCS POR INSECTO DE
OCHO CEPAS DE NEMATODOS DE LOS GENEROS Heterorhabitis Y Steinernema
USANDO CAFE  PERGAMINO COMO ALIMENTO DE BROCA (N=100

BROCAS/TRATAMIENTO).
CLAVE NEMATODO LUGARDE PROMEDIO DE MORTALIDAD
DE ORIGEN LA MORTALIDAD {%6)

LA CEPA TRANSFORMADA

BIOSYS Neoplectana carpocapsae EEUL 1.233 A 86

LIM-1 Heterorhabidis sp. Cosata Rica 1.168 A 82

PC-3 Heterorhabidis sp. Costa Rica 1.122 A 79

DOM-8 Heterorhabditis sp. Costa Rica 0.928 BA 61

ATIRRO Staneirnema sp. Costa Rica 0.657 CB 38

RAY Steneirnema sp. Tapachula, 0.547 CD 30
México

RINCON  Steneirnema sp. ‘Tapachula, 0.524 DC 21
México

ZAPOTE Steneirnema sp. Tapachuly, 0.351 DC 19
México

TESTIGO 0.285 D 10

Letras diferentes entre tratamientos significan P< 0.05 con la prueba Tukey

Es interesante observar que las cepas LIM-1, PC-3, DOM-8 y la cepa
comercial de S carpocapasae mostraron mayor patogenicidad en las dos pruebas
donde se logrd demostrar un efecto de los nematodos sobre la broca. Las cepas
RINCON y ZAPOTE fuieron menos patogenicas en ambas pruebas. Estas tltimas son
las cepas nativas , las cuales no habian pasado un proceso de seleccion como sucedio
con las cepas enviadas de Costa Rica y la cepa comercial, lo que explica su posicion

dentro de esta evaluacion comparativa.
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Los 5 gr de arena usados en la prueba con fruto pergamino equivalen a un
volumen de 4 ml y los 25 gr de arena de la prueba con café verde a 20 ml. Aunque la
cantidad de nematodos por fruto se mantuvo constante en ambos ensayos, la dosis de
nematodos aplicada en relacién al volumen de arena fue de 100 juveniles infectivos/ml
en la prueba con café verde y de 500 juveniles infectivos/ml con el café pergamino.
Este hecho confiere mayor oportunidad para producirse un encuentro nematodo-broca
en la prueba con café pergamino, lo que significa que atn aplicandose la misma
cantidad de nematodos en ambos ensayos, es muy importanie considerar la

concentracion de nematodos por volumen de suelo.

Se debe considerar que los granos de café pergamino se infestaron con 10
brocas cada uno y que la broca del café tiene un comportamiento de agregacion que se
manifiesta mas fuertemenie en los frutos intercosechas. En esta época los frutos
caidos al suelo albergan gran cantidad de brocas, dentro de los cuales pueden
encontrarse eventualmente poco mas de 100 adultos por fruto (Baker 1985). Este
factor puede jugar un papel importante en la infectividad de los nematodos dentro del
grano de pergamino, sobre todo si consideramos que brocas inicialmente infectadas
pudieron aumentar el nimero de nematodos en las galerias, aumentando con ello las
posibilidades de infectar al resto, ya que se ha comprobado que insectos infectados son
una efectiva fuente de infeccién de G- mellonella (Jansson y Lechone 1994).

Con una broca por fiuto, el fruto verde se asemeja a frutos infestados al inicio
de la fructificacién. En estas condiciones la broca confinada en la arena no mostrd ser
afectada en los seis dias que durd el ensayo, atn cuando una revision realizada a Ia
arena infectada mostrd poca mortalidad de los nematodos. Por el contrario, la broca se
mantuvé activa dentro de la arena. En Popillia japonica se ha demostrado un
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comportamiento agresivo y evasivo como una forma defensiva en contra del ataque de
nematodos entomopatogenos (Gaugler et al.). Podria suponerse que la movilidad del

insecto dentro de la arena fue una reaccién ante la presencia de los nematodos.

De cualquier manera, si la potencialidad de uso de estos nematodos es
orientada hacia los fiutos del suelo, entonces de las tres pruebas de patogenicidad la
mas adecuada para observar el efecto de estos nematodos sobre la broca es el realizado
con café pergamino por su sensibilidad y por similitud a las condiciones en el periodo

mtercosechas.
5.3. Desarrollo de los nematodos en H. hampel

Para observar ¢l efecto patégenico de estos nematodos sobre H hampei, se
colocaron los insectos con siete dias de muertos dentro de cémaras humedas. Estos
insectos presentaron hinchamiento del cuerpo a causa de la bacteriosis, provocando
separamiento de las partes intersegmentales del insecto. Al siguiente dia de colocarse
en camaras humedas se observé presencia de bacterias agrupandose alrededor de los
insectos muertos, sin un aparente rompimiento de las cuerpo del insecto. La
emergencia de los nematodos se presentd 24 horas después de colocados los insectos
en la humedad. Los nematodos salieron del cuerpo del insecto rompiendo las partes
intersegmentales o por el ano. Emergieron de la broca casi siempre en su forma
Juvenil, pero en el caso de Steinernema carpocapsea lo hicieron en su mayor parte en
forma adulta . En los heterorhabditidos, se observaron emerger juveniles del insecto,

logrando reproducirse cientos de ellos de una sola broca (Figura 5).



Fig. 5. Hembra adulta de Hypothenemus hampei afectada por la cepa LIM-1
(Heterorhabditis sp). Alrededor se observan juveniles que emergiendo del

INsecto.

5.4. Tiempo letal medio (TL50)

En esta prueba se incluyeron solo las cepas que resultaron tener una mortalidad
mayor al 50 % en la prueba de patogenicidad con café pergamino. El analisis de
varianza efectuado indica que no existen diferencias significativas entre las cepaslas
cuatro cepas evaluadas. Sin embargo si la hubo con respecto al tiempo a una
significancia del 5%. La prueba de contrastes ortogonales mostré una significancia de
tipo cubica en la relacion mortalidad tiempo y mortalidad ocurrida durante los diez

dias de evaluacion.
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En la Figura 6 se muestra el efecto de la mortalidad causado por la aplicacion
de las cuatro cepas de nematodos. Un incremento significativo fue observado a partir

del cuarto dia de evaluacion.

Un incremento gradual de la mortalidad causada por las cepas evaluadas fue
observada a lo largo de todos los tratamientos. Como valor del tiempo letal se
considero al promedio de tiempo de las mas altas mortalidades observadas en este
experimento, el cual fue de siete dias posteriores a la inoculacion de los juveniles

mfectivos.

El tiempo que el nematodo tarda en localizar a la broca en el mterior del fruto,
quiza este influyendo los resultados obtenidos en este experimento, pero también seria
probable que la inactividad como comportamiento de defensa en el msecto este
jugando un papel importante en la efectividad, ya que esto evitaria un rapido
encuentro nematodo~broca. Hokkanen (1989) sefiala que la capacidad de localizacion
del huesped y la habilidad de desplazamiento del nematodo son factores mmportantes

para la seleccion de un efectivo agente biocontrolador.

5.5. Concentracion letal media (CL50)

Para la eleccién de un agente dentro de un programa de control bioldgico
mundativo, una de las caracteristicas importantes que debe de tomarse en cuenta es
una buena respuesta a la densidad por parte del patdgeno. Esto es porque en muchos
casos la densidad del agente de control no resulta directamente relacionado con el
efecto de control sobre la plaga (Hokkanen 1989).
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El cuadro 6 exibe los valores de CL50, limites fiduciales y la ecuacién de
regresion de las cuatro cepas de nematodos que fueron incluidos en la prueba para
encontrar la dosis efectiva en contra de la broca. Cada cepa esta ubicada en orden
ascendente de acuerdo a su respectiva CL50. Este valor significa el numero de
nematodos con que se puede llegar a matar al 50% de la poblacién de broca. Se
observa que Heterorhabditis sp. LIM-1 tiene ¢l valor de CL50 mas bajo, que indica
que es el mas virulento de las cuatro cepas. Le siguen en orden descendente las cepas
Heterorhabditis sp PC-3, Heterorhabditis spp DOM-8 y Steinernema carpocapsae.
Aunque se puede considerar iguales a las dos ultimas cepas, ya que sus limites
fiduciales se traslapan. Por el contrario las cepas Heterorhabditis sp. LIM-1 y
Heterorhabditis sp. PC-3 son diferentes a cualquiera debido a que sus limites

fiduciales no se traslapan.

CUADRO 6. VALORES DE CL56, LIMITES FIDUCIALES Y ECUACION DE REGRESION DE CUATRO
CEPAS DE NEMATODOS DE 108 GENEROS Heterorhabitis Y Steinernema EVALUADAS
SOBRE LA BROCA DEL CAFE Hypothenemus hampel.

CLAVE NEMATODO CL50 LIMITES ECUACIf)N
(JVinsecto FIDUCIALES DE REGRESION
(93%)
LIM-1 Heterarhabditis sp. 59.900 54.514, 65.670 Y=0.231+1.71 X
PC-3 Heterorhabditis sp. 89.032 80.921, 98.190 Y=0.169+1.63 X
DOM-8 Heterorhabditis sp. 116.759 105.207, 130.513 Y= 0.304+1.53 X

BIOSYS Steinernema carpocapsae 134.500 120.750, 151.337 Y=0.233+1.52X




43

La CL50 de LIM-1 fue 600 juveniles infectivos por grano, que corresponde a
60 juveniles infectivos por broca. Esta es una dosis relativamente alta considerando
que Allard y Moore (1988), uso 125 juveniles infectivos para matar al 90% de la
poblacién a los trece dias despues de la aplicacién. Aunque las condiciones del
ensayo fueron diferentes y la cepa no fue la misma, convendria realizar una evaluacion
con un tiempo de observacion mayor que diez dias. Los resultados muestran que
LIM-1 presenta su CL50 dos veces mas baja que la cepa DOM-8 y la cepa comercial
de S carpocapsae (1167.52. y 1345.00, respectivamente), que le imponen mejores

expectativas para usarse dentro de un programa de control bioldgico de la braca.

Segln Lagunes (1991) el valor de la pendiente esta relacionado positivamente
con Ia homogénidad de respuesta . De acuerdo a esto, podemos observar nuevamente
a LIM-1 mostrando una pendiente ligeramente mas alta que las demds cepas, con una
pendiente de 1.72. Le siguen en orden descendente DOM-8, PC-3 y S. carpocapsea,
con pendientes de 1.60, 1.54 y 1.50 respectivamente (Figura 7). Pero la variacién
entre estos valores tan pequefia que puede considerarse que no existe diferencias en

este aspecto.

La mortalidad de broca causada por las ocho cepas incluidas en este trabajo,
implico evaluarles indirectamente su capacidad para introducirse a las galerias hechas
por la broca, localizarla e infectarla. De las ocho cepas fueron tres heterorhabditidos
las que mostraron mayor capacidad infectiva en H. hampei, y solo una de
Steinernema. Estos resultados soportan lo encontrado por Choo ef al. (1989) quienes
observaron que la capacidad de busqueda de los heterorhabditidos era mayor que los

steinernematidos en pruebas realizadas usando G. mellonella como huesped.
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De las ocho cepas evaluadas, la cepa LIM-1 mostré ser la mejor candidata
para usarse en un posible control de la broca, pero es preferible confirmar la presencia
de nematodos nativos de la region con caracteristicas patogénicas iguales o mejores
que LIM-1 antes de tratar de liberar nematodos exdticos que mmpliquen riesgos de
causar alteracidnes no deseadas en la poblacién nativa de otros organismos. Se ha
observado que la liberacion de nematodos entomopatogenos éxoticos puede afectar

nematodos nativos rabditidos y parasitos de plantas (Jansson 1992).

5.6. Efecto de la condiclon del fruto infestado.

Algunos autores han concedido pocas posibilidades a los nematodos para su
aplicacion contra la broca en un firturo proximo, por su alta suceptibilidad a la
desecacion y poca sobreviviencia a las condiciones de campo a corto plazo (Murphy y
Moore 1990). La mejor opcion lo representa su aplicacion en los frutos infestados
caidos al suelo, que tiene las ventajas de tener condiciones propicias para la
sobrevivencia de los nematodos y encontrar a la broca concentrada en estos frutos

durante la época intercosecha..

El analisis de varianza indica diferencias estadisticas en la mortalidad ocurrnida
bajo cuatro diferentes condiciones de fruto infestado y sus respectivos testigos a una

significancia del 5%.

El tratamiento con café pergamino mostré una mortalidad mayor a todos los

démas tratamientos (Cuadro 7). Quizd porque la exposicion de las brocas a los
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nematodos es mayor en este tratamiento a falta de el epicarpio del fruto (“pulpa”) y per

las perforaciones realizada para ayudar a la broca para facilitar su penetracion.

No se observaron diferencias significativas en la mortalidad ocurrida entre
frutos verdes recién infestados, verdes con 10 dias de infestacién y secos. Sin
embargo la mortalidad de frutos verdes con 10 dias de infestados fue diferente con

respecto a los testigos.

La tnica variacién de los frutos verdes recién infestados de este ensayo con
respecto a la prueba de patogenicidad fue el mayor miimero de brocas por fruio, la
presencia de la broca dentro del endospermo del fruto y el aumento de nematodos por

volumen de arena, factores que pudieron producir la diferencia con su testigo.

CUADRO 7. PROMEDIOS DE LA MORTALIDAD TRANSFORMADA CON ARCSENOV% Y EL
CORRESPONDIENTE PORCENTAJE DE MORTALIDAD DE Hypothensmus hampei
OBSERVADA EN CUATRO CONDICIGNES DE FRUTOS INFESTADOS SIETE
DIAS DESPUES DE APLICADOS 60 JUVENILES INFECTIVOS POR INSECTO DE
LA CEPA 1.IM-1 Heterorhabdifis sp.

PROMEDIO DE MORTALIDAD
TRATAMIENTO LA MORTALIDAD (%)
TRANSFORMADA
Café pergamino infestado 0,797 A 51
Café verde ¢/10 dias de infest. 0.565 BA 29
Café geco infestado 0375 CB 23.3
Café verde recién infestado 0314 CB 12
Café verde ¢/10 dias de 0239 CB B
infest(iestigo).
Caft verde recién 0189 C 7
infestado{testigo)
Café seco infest.(testigo) 0.161 C 6.2
Café pergamino infest.(testigo) 0.161 C 5

Letras diferentes eptre tratumientoy sigrifican p< 0.05 con la prueba de Tukey.
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De las condiciones evaluadas, los frutos secos son lo més parecido a los frutos
donde se refugia la broca en los periodos intecosechas. Allard y Moore (1988)
observaron un evidente efecto de Heterorhabditis spp. sobre H. hampei después de 10
dias de aplicacién wutilizando este tipo de fruto. Debido que en nuestro caso este
tratamiento no fue diferente al testigo, consideramos que en un futuro seria interesante
extender el periodo de observacion en este tipo de frutos para reconfirmar con mayor
rigor el efecto mortal sobre H. hampei. De igual manera serfa importante que en los
proximos ensayos se incluyera una dosis mas elevada para observar su efecto en este

Miso ensayo.

Los resultados muestran la sensibilidad de los granos pergamino infestados
para evaluar el efecto patogénico de los nematodos sobre la broca porque es el
tratamiento donde se observo mayor mortalidad de la broca, que unicamente lo sefiala
como una herramienta para evaluar este efecto, ya que no es ¢l estado del grano donde

se propone aplicar.

Analizando los resultados obtenidos se deduce que el potencial de estos
nematodos para matar a H. hampei dentro del fruto puede variar dependiendo de las
condiciones a las que se sujete el ensayo, especialmente las relacionadas con los frutos

mfestados.

Los resultados obtenidos arrojan mndicaciones sobre la potencialidad de estos
organismos para controlar las poblaciones de broca. Sin embargo, es obvio la
necesidad de corroborar esto bajo condiciones de campo donde la variabilidad de

factores fisicos y biolégicos podrian interferir con lo observado en laboratorio.
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Finalmente, aunque exista una una esperanza de utilizacion de estos nematodos
en contra de la broca, aiin no podriamos pensar en incluirios dentro de un programa de
control biologico, sin antes evaluar su efecto sobre otros organismos, especialmente
sobre la fauna benéfica, como los parasitoides de la broca cuya efectividad en campo

se ha comprobado (Barrera er al. 1993).
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VII. CONCLUSIONES

- La broca del café es susceptible al efecto patogenico que inducen los nematodos de

los géneros Steinernema y Heterorhaditis.

- Las condiciones del fruto infestado determinan la efectividad de los nematodos para

matar a la broca a nivel laboratorio.

- De las ocho cepas incluidas en este trabajo, cuatro de ellas provocaron mayor
mortalidad de H. hampei, de las cuales tres fueron las cepas LIM-1, PC-3 y DOM-8

del género Heterorhabditis y la cepa comercial Steinernema. carpocapsea.

- La mas virulenta resulto ser la cepa LIM-1 (Heterorhabditis sp), con una CL50 de
600 juveniles infectivos por grano infestado, equivalente a 60 juveniles infectivos por

broca.

- Los nematodos de ambos géneros son capaces de reproducirse en el interior de la

broca y emerger por las partes intersegmentales del insecto.
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VII. RECOMENDACIONES

- Efectuar una busqueda mas exhaustiva de nematodos de los géneros Steinernema vy

Heterorhaditis nativos de la region. -

- Realizar ensayos usando mayores concentraciones de nematodos para observar el

efecto en frutos infestados en campo.

- Avanzar con el proceso evaluativo de las cepas mvolucradas en este trabajo a nivel

microparcela y campo.

- Evaluar el efecto de estos organismos sobre los enemigos naturales de
Hypothenemus hampei que actualmente estan siendo utilizados como alternativa de

combate contra la broca y sobre otros organismas del suelo.

- Bvitar utilizar estos organismos como agentes de control de la broca, sin antes

coniprobar si existe algun efecto negativo sobre la fauna nativa.

- Realizar ensayos que contribuyan a aclarar la falta de efectividad de estos
organismos en los frutos verdes.
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CUADRO 1A. ANALISIS DE VARIANZA PARA LA MORTALIDAD DE Hypothenemus
hampei A LOS SEIS DIAS DE INOCULACION CON 2000 JUVENILES
INFECTIVOS DE OCHO CEPAS DE NEMATODOS DE LOS GENEROS
Heterorhabditis Y Steinernema USANDO DIETA COMO ALIMENTO DE LA

BROCA.

FV. G.L. 8.C. C.M. F (calculada) P>F
TRATAMIENTOS 8 37.2391 4.6549 18.578 = £.0001
ERROR 36 9.0199 0.2505
TOTAL 44 46.2591

CV=147414

*% = Significativo al 1%

CUADRO 2A. ANALISIS DE VARIANZA PARA LA MORTALIDAD DE Hypothenemus
hampei A 1OS SEIS DIAS DE INOCULACION CON 2000 JUVENILES
INFECTIVOS DE OCHO CEPAS DE NEMATODOS DE LOS GENEROS
Heterorhabditis Y Steinernema USANDO FRUTO VERDE COMO ALIMENTO

DE LA BROCA.

F.V. G.L. 8.C. C.M. F (calcalada) P>F
TRATAMIENTOS 8 0.4116 0.051 0.407 N.S. 0.827
ERROR 81 10.233 0.126
TOTAL 89 10.644

C.V=33.922

N.8.~ No significativo
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CUADRO 3A. ANALISIS DE VARIANZA PARA LA MORTALIDAD DE Hypothenemus
hampei A LOS SEIS DIAS DE INOCULACION CON 2000 JUVENILES
INFECTIVOS DE OCHO CEPAS DE NEMATODOS DE LOS GENEROS
Heterorhabditis Y Steinernema USANDO CAFE PERGAMINO COMO

ALIMENTQ DE BROCA,

F.V. G.L. 8.C. C.M. F (calcnlada) P>F
TRATAMIENTOS 8 38.666 4.833 33.93 i 0.0001
ERROR 81 11.5368 0.542
TOTAL 89 50.2030

CV.=17351
#% = Significativo al 1%

CUADRO 4A. ANALISIS DE VARIANZA PARA LA MORTALIDAD DE Hypothenemus
hampei OBSERVADA EN PERIODOS DE 24 HORAS DURANTE DIEZ DIAS
DESPUES DE LA INOCULACION CON 2000 JUVENILES INFECTIVOS DE
DE CUATRO CEPAS DE NEMATODOS..

F.V, G.L. 8.C. C.M. F (calcalada) P>F

CEPAS 3 0.113 0.037 1.69 0.172
TIEMPO 9 4.449% 0.494 2201 *a 0.0001
BLOQUES 4 2.014 0.503 22.43 ** 0.0001
BLOQUE*CEPA 12 0.341 0.028 1.27 0.243
ERROR 144 3.232 0.022

TOTAL 199 11.371

LINEAL 1 0.092 0.092 2.68 0.103
CUADRATICA 1 0.102 0.102 2.96 0.087
CUBICA 1 0.345 0.345 9.97 *x 0.0019

C.V=18.88

% = Sionificativo al 1%
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CUADRO 5A. ANALISIS DE VARIANZA PARA LA MORTALIDAD DE Hypothenemus
hampei ~ CAUSADO POR Heterorhabditis spp. LiM-1 EN CUATRO
DIFERENTES CONDICIONES DEL CAFE COMOQ ALIMENTO DE BROCA,

EV. G.L. S.C. CM. F (catcnlada) P>F
TRATAMIENTOS 7 05853 00836 12.90 +* 0.0001
ERROR 72 0.4857 0.0067
TOTAL 79 1.0710

C.V.=10.0834

*+ = Significativo al 1%
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