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Citar: Gratereaux, W. V. 2009. Potencial del uso de hongos entomopatdgenos para el control
de cochinilla (Dysmicoccus brevipes) en produccién organica de pifia (Ananas comosus).
Thesis M. Sc. CATIE. Turrialba, Costa Rica.

Palabras claves: Control bioldgico de cochinillas, Formulaciones de hongos

entomopatogenos, Pifia organicas.

RESUMEN

La pifia (Ananas comosus) es la tercera fruta tropical en volumen de produccion a nivel
mundial después del banano y el mango, con 18,8 millones de toneladas métricas en el 2007.
En la actualidad, Costa Rica es el mayor productor de las variedades mas cotizadas en los
principales mercados de exportacion, tales como Champaka F-153 y la variedad MD2. El
principal problema en el cultivo de pifia orgénica es la cochinilla Dysmicoccus brevipes
(Hemiptera: pseudococcididae), debido al dafio causado por succion de savia, por ser el vector
del virus del marchitamiento de la pifia (PMW a V) y ademas por medidas cuarentenarias las
cuales son la causa del rechazo de embarcaciones completas en los principales paises
importadores de pifia. Este trabajo se ha basado en el control bioldgico de esta plaga mediante
el uso de hongos entomopatdégenos como Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae y
Paecelomyces ssp. Una seleccion de cepas de estos hongos fue realizada bajo condiciones de
laboratorio, usando grupos de cuatro y cinco cepas de la misma especie del hongo; estas cepas
fueron mezcladas y aplicadas sobre cochinillas a una concentracién de 5X10" conidios.
Porcentajes de mortalidad de entre 33,33 y 100% fueron encontrados 14 dias después se
realizada la aplicacion. En una segunda fase, se evaluo el tratamiento que presentd la mayor
mortalidad (BIl) a nivel de laboratorio, sobre cochinillas inoculadas artificialmente en plantas
de pifia de tres meses de edad bajo condiciones de invernadero. Las cepas contenidas en el
Tratamiento BIl (A3, 0410 y B-B56-16) fueron producidas individualmente y posteriormente
mezcladas en todas sus posibles combinaciones para detectar sinergismos. Un total de 16
tratamientos fueron aplicados, alcanzando porcentajes de mortalidad de 26,92 a 54,32% luego
de 14 dias de evaluacién. La mayor mortalidad fue producida por el Tratamiento 12 (cepas
A3, 0410 y B-B56-16) con 54,32%, seguido de los Tratamientos 11 (cepas A3, 0421 y 0410),
Tratamiento 9 (cepas 0421 y B-B56-16) y Tratamiento 3 (cepa 0410) con 53,50; 51,90 y
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50,15% de mortalidad respectivamente. La cepa 0410 fue seleccionada para la fase de campo
y fue aplicada en parcelas comerciales de pifia organica usando dos diferentes formulaciones:
liquida (basada en blastosporas y micelio) y polvo mojable (conidios + ingrediente inerte,
aplicados en suspensién acuosa con 0,001% de aceite emulsificable) con dos dosis: 3X10%
conidios/ha como dosis alta y 3X10% con/ha como dosis baja. Los tratamientos evaluados no
presentaron mortalidad durante el periodo de evaluacion, debido a factores no determinados en
ese estudio. Adicionalmente se evaluaron métodos para la deteccion de poblaciones residuales
de cochinillas usando muestras de suelo en terrenos preparados para el establecimiento de
nuevas plantaciones de pifia. Los métodos demostraron ser eficientes en la recoleccion de
cochinillas inoculadas artificialmente bajo condiciones de invernadero mas no asi cuando
fueron usados en campo, probablemente debido a bajas poblaciones presentes en los campos

seleccionados.



Mentions: Gratereaux, W. V. 2009. Potential of entomopathogenic fungi for the control of
mealybugs (Dysmicoccus brevipes) in organic production of pineapple (Ananas
comosus). Thesis M. Sc. CATIE. Turrialba, Costa Rica.

Key words: biological Control of mealybugs, Formulations of entomopathogenic fungi,

organic Pineapple.

ABSTRACT

Pineapple (Ananas comosus) is the third tropical fruit in volume of production
worldwide after bananas and mango, with a total of 18,8 million metric tons in 2007. At
present, Costa Rica is the major producer of the most quoted varieties in the principal markets
of exportation, such as Champaka F-153 and MD2. The main problem in organic pineapple
production is the mealybug Dysmicoccus brevipes (Hemiptera: pseudococcididae), due to
direct damage produced by suction of sap, it’s condition as vector of the Pineapple Mealybugs
Wilt (PMW to V) and also due to quarantine restrictions which are the reason of the rejection
of shipments at the entry points from importing countries This work focus on the biological
control of this pest using entomopathogenic fungi such as Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae and Paecelomyces ssp. A selection of strains was first carried out under laboratory
conditions using groups of four to five strains, of same fungal species, mixed together and
applied at a concentration of 5X10" conidia/ml, getting mortalities between 33,33 and 100%
after 14 days. In a second phase, the treatment showing higher mortality (BIl) was evaluated
against mealybugs, artificially inoculated into potted, three month old pineapple plants, under
greenhouse conditions. The strains contained in the BII treatment (strains A3, 0410 and B-
B56-16) where individually produced and mixed in all possible combinations to detect
synergisms. A total of 16 treatments were applied reaching mortalities 39,49 to 86,67% after
14 days of evaluation. The higher mortality was produced by Treatment 12 (strains A3, 0410
and B-B56-16) with 86,67%, followed by Treatments 11 (strains A3, 0421 and 0410),
Treatment 9 (strains 0421 and B-B56-16) and Treatment 3 (strains 0410) with 85,58; 84,62
and 82,76% of mortality respectively. The strain 0410 was selected for the field phase and was
applied on commercial plots of organically grown pineapple, using two different formulations:
Liquid (blastospore and mycelium based) and Wetable Powder (conidia + carrier, applied on
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aqueous suspension with 0,01% emulsifyable oil), at two doses: 3X10" conidia/ha as high
dose and 3X10" conidia/ha as low dose. The evaluated treatments did not present mortality
during the period of evaluation, due to factors not determined in this study. Methods for the
detection of residual populations of mealybugs using soil samples from prepared field for the
establishment of new pineapple plantations were tested. The methods show to be efficient on
recovering artificially inoculated mealybugs under laboratory conditions but fail to do so when

used in the field, probably due low populations present in the selected fields.
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1 INTRODUCCION

La pifia (Ananas comosus) es la tercera fruta tropical en volumen de produccion a nivel
mundial después del banano y el mango, y llegé a 18,8 millones de toneladas métricas en el
2007 (FAOSTAT, 2008). La actividad pifiera en este momento es una de las mas relevantes de
la produccion nacional costarricense, ampliandose el area de produccion de 5 000 hectareas en
1995 a 38,500 hectareas en el 2007 (De la Cruz et al. 2004, Acufia 2006, Bach 2007). En la
actualidad, Costa Rica es el mayor productor de las variedades méas cotizadas (Champaka F-
153 y la variedad MD2), en los principales mercados de exportacion. Para el periodo 2006-
2007, alcanz6 un 32.2% de las exportaciones en comparacion con el banano que alcanz6 un
27.8%, generando alrededor de US$ 484.5 millones por afio y mas de 60 000 empleos, por lo
que constituye una importante fuente de ingresos para el pais (PROCOMER 2007). Los
principales mercados internacionales son los Estados Unidos y la Unién Europea, abastecidos
por empresas transnacionales norteamericanas especializadas en produccion y

comercializacion de frutas, como Dole, Chiquita y Del Monte (Quijandria y Berrocal 1997).

El principal problema en el cultivo de pifia es la cochinilla Dysmicoccus brevipes
(Hemiptera: pseudococcididae), por el dafio producido por succién de savia y por medidas
cuarentenarias las cuales son la causa del rechazo de embarcaciones completas en los
principales paises importadores de pifia. La cochinilla (D brevipes) es vector del virus del
marchitamiento de la pifia (PMW a V), y este virus produce amarillamiento y retardo del
crecimiento ocasionando perdidas en la produccion de hasta un 80% (Hu et al 1996). En el
manejo convencional, el control de la cochinilla esta basado en el uso de insecticidas del grupo
organofosforados y carbamatos. Estos pueden ocasionar la destruccion masiva de suelos,
contaminacion de cursos de agua Yy de ecosistemas terrestres vecinos con graves consecuencias
en su flora y fauna y dafios a la salud humana. Por esta razén en los Gltimos afios se han
desarrollado sistemas de produccion de pifia organica mas sostenibles y amigables con el
ambiente, que involucran ademas del cumplimiento de estandares de produccion, el uso de
ciertos productos quimicos con un grado de toxicidad menor a los aplicados en la produccién
convencional. Sin embargo, esto no implica la eliminacion total de la contaminacion ambiental
(Rodriguez 2006, Bermuadez 2005).



Una alternativa al uso de insecticidas para el control de la cochinilla D. brevipes es
establecer précticas que formen parte de un manejo integrado de plagas basado en el control
bioldgico. Esto permitird cumplir con los protocolos sanitarios nacionales e internacionales y
los requisitos establecidos por las normas organicas, en los cuales la presencia de esta plaga
constituye un motivo importante de impedimento de importacion. Basado en esto surge la
necesidad de realizar la presente tesis de investigacion, que busca desarrollar nuevas
herramientas para el manejo de la plaga proporcionando productos bioldgicos alternativos para
su control, generando conocimientos y estrategias de aplicacion basada en la efectividad de las

aplicaciones de hongos entomopatogenos en el cultivo.

1.1 Objetivos del estudio

1.1.1 Objetivo general

Determinar el potencial de algunos hongos entomopatdgenos como alternativa para el

control de la cochinilla D. brevipes en el cultivo de pifia.
1.1.2 Objetivos especificos

Realizar una busqueda de hongos y prueba de virulencia para seleccionar cepas

promisorias para el control de cochinillas en pifia
Probar la efectividad de las cepas seleccionadas aplicadas en diferentes formulaciones.
Proponer y evaluar una estrategia de aplicacién del hongo en campo.

Desarrollar una metodologia de muestreo para monitorear poblaciones residuales de

cochinilla en campos listos para nuevas siembras.
1.2 Hipdtesis del estudio

Algunas cepas de hongos evaluadas ejercen un control sobre las cochinillas.

La ubicacion espacial de los focos residuales de poblacion esta ligada a los brotes de

infestacion en el cultivo.



2 MARCO CONCEPTUAL

2.1 La pina (Ananas comosus)

La pifia es una planta herbacea, perenne, monocotiledonea, que pertenece a la familia
Bromeliaceae, es no climatérica porque produce pequefias cantidades de etileno. Procede de
las zonas tropicales y subtropicales de Brasil y Paraguay, de donde se ha diseminado a todas
las regiones del mundo que poseen climas aptos para su produccion comercial. Las mayores
producciones se tienen en Hawaii, México, Costa Rica, Brasil, Colombia, Honduras,
Republica Dominicana, Malasia, India, Congo, Kenia, China, Taiwan, Vietnam, Australia,
Filipinas, Bangladesh, Tailandia, Indonesia, sur Africa, Zaire y Costa de Marfil (Paull 1997,
Jiménez 1999).

2.2 Descripcion botanica

Las plantas recién sembradas poseen raices primarias de corta vida. En general, la
mayoria de las raices son fibrosas, adventicias secundarias. Las raices que estan en contacto
con el suelo son cortas y huecas, excepto en suelos bien aireados (Jiménez 1999). El conjunto
del sistema radical de la planta adulta es muy superficial, pero su importancia depende
esencialmente de las caracteristicas fisicas del suelo: estructura, aireacién y humedad. Su
longitud puede llegar hasta los 2 metros, cuando el medio les favorece. Se extienden
principalmente por la capa de los 15 cm del suelo; se encuentran algunas a los 30 cm de
profundidad (Py 1968).

El tallo crece longitudinalmente después de 12 a 24 meses, es corto y robusto. Esta
anclado al suelo por el sistema radicular y mide hasta 30 cm de largo, con un ancho de 6.5 cm
en la base y 3.5 cm en el centro. La planta adulta mide de 1 a 1.20 m de alta y se inscribe en el

volumen de una peonza de 1.30 a 1.50 m de didmetro y de base plana (Py 1968).

En una planta madura existen de 60 a 80 hojas adheridas al tallo, en un arreglo espiral.
Miden 30-100 cm de largo, las hojas poseen venas paralelas y tienen espinas, excepto en
algunas variedades, que poseen el gen recesivo de espinas, que se puede manifestar bajo
situaciones de stress. Retienen un 7% del agua absorbida por las raices debido a una gran
cantidad de pelos o tricomas que protegen a la hoja de la pérdida de agua. Los estomas estan

en el envés de la hojas y se mantienen cerrados durante el dia. Durante la noche, cuando la
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temperatura desciende abren las vias estomaticas para fijar el CO, (Diéxido de carbono) en
forma de malato y aspartato, y por lo tanto la pérdida de agua por evapotranspiracion es
minima. Estas caracteristicas usualmente se presentan en plantas de las familias crasulaceas,
cactaceas, agavaceas, bromeliaceas adaptadas a condiciones de temperatura extremas y
ambientes secos. Por esa condicién reciben el nombre de plantas CAM (Metabolismo acido de las
crasulaceas), siendo la pifia la més producida a nivel mundial, seguido de las cactacea Opuntia
sp. (Black 1986; Acha 2001; Salazar 2001).

La inflorescencia comienza con el apice del tallo como un cono, el cual pasa por varias
etapas y produce flores de color rosa y tres pétalos que crecen en las axilas de unas brécteas
verdes o rojas con terminacién en forma de punta. Las flores de la base se abren primero; en
20 dias todas las flores se abren. Se producen de 100 a 200 flores por inflorescencia y el
desarrollo de la fruta es partenocéarpico, sin embargo, puede ocurrir polinizacion cruzada, por
lo que se produciran semillas. La pifia es una fruta compuesta cuyo corazon es una extension
del pedinculo. La fruta es un racimo de fruticulos individuales (sorosis). Cada fruticulo esta
formado o se origina por medio de las siguientes estructuras: una bractea por fruticulo, un
sépalo por bractea y una flor de tres pétalos que consta de: seis estambres, un estigma, tres
ovarios y tres ovulos en tres carpelos. Aunque el clima, en especial la temperatura, afecta el
contenido interno de la fruta, la fruta madura contiene de 10 a 15% de azucares y de 0.3 a
1.5% de acidez total (Jiménez 1999; Py 1968; Garcia y Serrano 2005).

La pifia después de su fructificacion continGa su crecimiento por medio de una 0 mas
yemas axilares, dando origen a ramas (hijuelos) que se desarrollan y producen un nuevo fruto,
generalmente de menor tamafio que el primero. De esta forma pueden sucederse numerosas
generaciones vegetativas, pero en la agricultura convencional, para la mayoria de los

cultivares no resulta rentable ir mas alla de las dos cosechas (Quesada 1999; Salazar 2001).

Segun (Py 1968, Rebolledo et al. 1998, Sinclair 1993), Ademas de la corona, utilizada
para la multiplicacion como los demas retofios se distinguen el bulbillo, la roseta y el retofio.
El bulbillo, se desarrolla a partir de una yema axilar del peddnculo. La roseta es mas ancha
que la del brote del tallo, esta curvada y presenta en su base una especie de pronunciado
engrosamiento. Retofio intermedio, nace entre el brote del tallo y el bulbillo, que se desarrolla

a partir de yemas axilares situadas en el punto de union entre el pedinculo y el tallo. Estos son
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los que mas comldnmente se utilizan como material de propagacion, por la facilidad de
recoleccion y manejo. El brote del tallo, se desarrolla en los rebrotes axilares del tallo, que
tienen la particularidad de estar recubierto por una prehoja y de un cierto nimero de escamas
que presentan caracteristicas intermedias entre las verdaderas hojas y la prehoja. Cuando la
plantacion se deja mas de un ciclo estos hijos son los que producen la planta sustituta y la
produccion del siguiente ciclo.

2.3 Principales variedades comerciales

Cayena lisa (hawaiana). Del grupo de las Cayenne, es la principal variedad destinada a
la industrializacion, y es la mas importante del mundo, ya que tiene buenas cualidades para la
industria enlatadora y de néctares. Posee de 60 a 80 hojas sin espinas a excepcién de la parte
terminal de la hoja, fruta cilindrica, ojos poco profundos, con un peso promedio de 2,5 Kg; en
un rango entre los 2 a 4 Kg con una escasa produccion de hijuelos, de corazon pequefio
(EARTH 2004).

MD2. Es una hibrido de reciente introduccion al pais que por su presentacion y aroma,
estd catalogada como una fruta de lujo en los mercados externos, siendo la variedad mas
cultivada en la actualidad. Es una planta de crecimiento rapido y rapida obtencién de fruta
comercial, ganando a la variedad Champaka hasta tres meses en el periodo de maduracion. La

pulpa es firme con alta pigmentacion, diferente a los clones de Cayena lisa (EARTH 2004).

Champaka F-153. Es un clon puro de la variedad Cayena lisa, es més resistente a
enfermedades que las otras variedades, es una variedad con gran aceptacion y alta demanda en
los mercados de exportacion (EARTH 2004).

Montelirio. Poco sensible a enfermedades, hojas sin espinas en los bordes, frutos entre
los 2.5 a 3 kilogramos, de pulpa blanca. Principalmente para consumo de fruta fresca, y jugo,
no se recomienda para el enlatado por tener los ojos profundos y el corazon grande. Ideal para
el mercado nacional (EARTH 2004).

2.4 Climay suelo
La temperatura es el principal factor climatico que determina el crecimiento de las
diferentes partes de la planta y por lo tanto su desarrollo. El crecimiento de raices y hojas es

practicamente nulo a temperaturas menores de 21 °C y a mayor de 35 °C. EI maximo
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crecimiento se da entre los 30 y 31 °C. La pifia es poco exigente en agua, su requerimiento
hidrico oscila entre los 1,200 y 2000 mm distribuidos en el afio. La luminosidad es un factor
muy ligado a la temperatura y duracion del dia, las cuales regulan en gran parte la duracion del

ciclo de la pifia, lo 6ptimo es alcanzar 100 horas luz como promedio (Py 1968).

El cultivo de pifia requiere de suelos de buen drenaje, permeable de textura franco
limoso y con pH de 5 a 6. Debe evitarse la siembra en suelos arcillosos, de mala estructura,
pobre drenaje y con una pendiente mayor al 9%; se recomienda una ligera inclinacion de un 2
a 4% (Jiménez 1999).

2.5 Manejo del cultivo

La preparacion del suelo es de gran importancia para que el terreno quede libre de
malezas y bien afinado para esta planta. La formacion de camas se hace mecanicamente
mediante el uso de una encamadora con dimensiones de 23 a 24 pulgadas de ancho, 8
pulgadas de profundidad y separadas una de otra por 26 a 28 pulgadas; quedando entre centro
y centro de cama una distancia de 48 y 50 pulgadas. Los drenajes se realizan para evitar la
erosion causada por el agua y prevenir su estancamiento, estos se deben trabajar siguiendo
curvas a nivel con una red de drenajes secundarios con pendientes de 1% que llevaran las

aguas a los drenajes primarios. (Jiménez 1999; Py 1968).

La siembra de este cultivo se puede realizar durante todo el afio siempre y cuando se
cuente con un sistema de riego en zonas donde las precipitaciones no cubren con los
requerimientos del cultivo. Los sistemas de siembra incluyen a) el sistema tradicional o de
linea sencilla, en el cual se dejan 80 cm entre surcos y 30 6 40 cm entre plantas; b) el sistema
Hawaino o de hileras dobles donde las plantas se siembran separadas una de otra por 25 a 30
cmy por 45 ¢ 60 cm entre hileras, la distancia entre cada par de hileras es de 70 u 80 cm; c) el
sistema de hileras triples en el cual se prevén separaciones de 30 a 40 cm entre lineas y de 30
cm entre plantas de cada linea. La resiembra debe realizarse a los 15 y 22 dias después de la
siembra para reemplazar aquellas plantas perdidas y uniformizar la plantacién
(Jiménez 1999; Py 1968).

La pifia tiene exigencias nutricionales especificas, por tanto la carencia o exceso de

estos pueden afectar la apariencia, vitalidad y calidad de la planta y en consecuencia de la



fruta. Los nutrimentos mas importantes son: el nitrégeno, que influye en el rendimiento del
cultivo; el potasio, que determina la calidad de la fruta y el fosforo, indispensable para un buen

desarrollo radical (Jiménez 1999).

Segun Bertch (2003), la pifia necesita para producir 55 ton/ha, las siguientes

cantidades de fertilizantes:

[ [ —— 205 kg/ha
20— 25 kg/ha
R]o J—— 328 kg/ha
(07 [ —— 86 kg/ha
V[ — 25 kg/ha

Los requerimientos de riego cuando es epoca seca pueden ser suplidos por aspersiéon o
por goteo dependiendo de la disponibilidad y la calidad del agua; se requieren de 15 a 18 mm
de agua por semana cuando el riego es por goteo y de 30 a 35 mm si es por aspersion
(Jiménez 1999).

La finalidad del control de las malezas es evitar la competencia entre estas y la pifia
principalmente por agua y nutrientes y evitar que las semillas entren en contacto con la corona
donde pueden albergarse y llegar a los mercados de exportacion y ser rechazadas. El control
de malezas se puede hacer en forma quimica, manual y por el uso de acolchado plastico
(Jiménez 1999; Avila 2006).

La induccién floral es uno de los aspectos mas importantes para obtener una
produccion uniforme de la fruta. EI tiempo méas adecuado para la induccidn floral es cuando la
planta de pifia alcanza un desarrollo de 7 a 9 meses después de la siembra, alcanzando un peso
de 2.5 a 2.7 kg y una altura entre 0.80 a 1.20 m, lo cual la hace apta para la induccion floral
utilizando etileno como regulador de crecimiento y desverdecedor a una concentracion de 2
mg/kg de la planta. La induccion debe ser realizada por la noche o cuando la temperatura esta
alrededor de 27 °C, no debe haber lluvia y las plantas no deben presentar demasiada agua en
las axilas (Castafieda 2003; Jiménez 1999).

La cosecha de la pifia se inicia de 5 a 5 ¥2 meses después de aplicado el regulador de

floracién. Cuando la produccion de pifia se destina al mercado local para consumo fresco, ésta
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se realiza basandose en la madurez de la fruta. Igual ocurre cuando la produccion se envia a la
industria, solamente que para este caso hay que desprender la corona y cuando el destino de la
fruta es el mercado internacional, se mide el grado brix, el cual busca un requisito minimo de

12 grados, independientemente del color de la cascara (Castafieda 2003).

Segun Castafieda (2003) y Saborio et al. (1996), la cosecha se realiza manual o
mecénica. En la cosecha manual se recolectan las frutas maduras, se colocan en grupos y se
trasladan a la orilla de la parcela en donde se selecciona por tamario y luego se transportan en
vehiculo con la corona hacia abajo para que sirva de colchdn. La cosecha mecéanica se realiza
con equipos movidos con tractor. Esta forma de cosecha es 4 veces mas rapida, y se
recomienda para extensiones de terrenos grandes las cuales a su vez reducen los dafos de

manejo en la cosecha.
2.6 Enfermedades

Segln (Castafieda 2003, Jiménez 1999 y Py 1968), las enfermedades mas importantes

del cultivo de la pifia son:

2.6.1 Podredumbre del corazon y las raices (Phytophthora parasitica y

P. cinnamoni)

La podredumbre del corazon y las raices ocasiona grandes dafios en los suelos de
drenaje dificil, poco permeables y de pH alto. Se manifiesta en las hojas centrales o "cogollo"
y se observa una coloracion parda y mal oliente. Las hojas afectadas presentan un color
amarillo y pueden ser desprendidas con gran facilidad, aprecidndose en su base la pudricion
caracteristica de la enfermedad. Ocasionalmente en suelos con mal drenaje, puede presentarse

en la inflorescencia.

Phythium, (Phythium sp); ataca la parte radicular de la planta causando pudricion. Los
sintomas que se presentan son: amarillamiento de hojas tornandose rojas, secado desde el
apice hacia el tallo, la planta produce frutos pequefios y deformes sin valor comercial. Su
manejo es similar al de Phytophthora sp.



2.6.2 Pudricion de los retorios

Los retofios se pudren por causa de (Thielaviopsis paradoxa), conocido como
podredumbre negra. El hongo penetra a los retofios principalmente por heridas ocasionadas al
separarlos de la madre. Este hongo se le considera responsable de los dafios ocasionados
durante el transporte de los retofios. Sus sintomas son: color negro o gris en la base de retofios,

en la fruta presenta pudricion del corazon y decoloracion; su pudricion es de aspecto acuoso.

2.6.3 Veteado de la fruta

Causada por (Erwinia carotovora), es unos de los 5 agentes bacteriales méas frecuente
cuando aumenta la temperatura ambiental. Durante los cinco meses mas himedos,
particularmente en altas densidades de siembra del cultivo es cuando la enfermedad aumenta
su importancia econdémica. Sus sintomas son: traslucidez de la fruta, decoloracion del corazon

y frutos mal olientes.
2.6.4 Marchites roja (Wilt)

Es ocasionada por algunos virus, los cuales son transmitidos por las cochinillas como
vector. Esta enfermedad se percibe con un enrojecimiento progresivo de las hojas mas
antiguas, seguido de un encorvamiento de los bordes de las hojas hacia la cara inferior y su
extremidad hacia el suelo. Las hojas pierden su turgencia y toman un color rosa amarillento,
mientras que la extremidad cambia de coloracion parda y seca. Los virus mas comunes son:
closterovirus (PMWaV-1) y el PMWaV-2 (Castafieda 2003, Jiménez 1999).

2.7 Plagas

Las plantas de pifia pueden ser atacadas por varias plagas, las cuales se presentan al
nivel de la raiz, tallo, corona, hojas y fruto reduciendo considerablemente el crecimiento, el
desarrollo y la productividad de la plantacion. Siendo la cochinilla harinosas (Dysmicoccus
brevipes) la plaga mas importante en el cultivo (Jiménez 1999; Py 1968 y Castafieda 2003)

El barrenador de la pifia (Strymon basilides) es un lepidoptero, la hembra de esta
mariposa deposita los huevos en las pequefias flores que salen en la primera etapa de

formacion del fruto. Las larvas de color rosado penetran causando cavidades y aunque el fruto

9



continta su desarrollo, éste es deforme y pierde su valor comercial. Las larvas pueden durar o
permanecer de 13 a 17 dias dentro del fruto, emergiendo después y formando una crisélida en

las hojas por debajo del fruto.

La gallina ciega (Phyllophaga menetriesi), ataca las raices de las plantas provocando un
amarillamiento progresivo hasta causarle la muerte. Ataca durante las etapas de mayor
importancia en el cultivo crecimiento vegetativo, floracion y fructificacion. Los nematodos
son plagas microscopicas (nematelmintos) Cuyo tamafio varia entre los 0.2 a 3 mm; causan
dafios mecanicos y fisiologicos considerables, penetrando las raices de la mayoria de los
cultivos particularmente en los de ananas o pifia tropical; ocasionando debilitamiento en la
planta, disminucion en la produccién causando altas pérdidas econdmicas en el cultivo. Su
importancia va igualando cada vez mas a la de las cochinillas. Los géneros mas comunes que
se pueden encontrar son: (Meloidogyne, Rotylenchulus, Helicotylenchus, Pratylenchus y

Criconemoides).

Otras plagas de menor importancia: picudo (Metamasius sp), sinfilidos género
Hanseniella, caracoles (Opeas pumilon, Cecilioides aperta), escamas (Diapis bromeliae),
acaros  de la  fruta  (Steneotarsonemus ananas) y el acaro rojo

(Dolichotetranychus floridanus).
2.7.1 Cochinilla (Dysmicoccus brevipes)

La cochinilla harinosa de la pifia D. brevipes, fue originalmente descrita de
especimenes colectados de pifia en Jamaica. Beardsley (1959), citado por Py (1968), encontrd
dos tipos distintivos de cochinillas harinosas en Hawaii, las cuales él refiri6 como la forma
partenogenética; y describio la forma sexuada como D. neobrevipes. La forma partenogenética
de D. brevipes esta principalmente confinada a las porciones inferiores de la planta de pifia,
cerca del nivel del suelo o por debajo, mientras la forma biparental de D. brevipes al igual que

la de D. neobrevipes se localizan sobre la corona y frutos en desarrollo.

La cochinilla es un insecto polifago de color blanco, se alimentan chupando la savia de
las plantas transfiriéndole el virus que produce la marchites de la pifia (Wilt). Los sintomas
presentan una coloracion amarillo-rojiza, un secamiento del apice hacia la base de la hoja y un
enrollamiento en el borde de las hojas. El efecto en la planta, se manifiesta en debilitamiento y

10



retardo del crecimiento, baja calidad del fruto y pobre rendimiento. Los estados de la planta
afectados son: Floracion, fructificacion, poscosecha y estados vegetativos y de crecimiento
(Py 1968).

Las poblaciones de hormigas y D. brevipes son mutuamente dependientes, por lo que
el control de la cochinilla, frecuentemente se orienta al control de las hormigas. Se pueden
encontrar diferentes especies de hormigas pertenecientes a los géneros Pheidole, Solenopsis y
Camponotus, estas a su vez, se benefician de la cochinilla alimentandose de las mielecillas
producidas por ellas. Las hormigas transportan y realizan construcciones de tierra alrededor de
las principales colonias de cochinillas para protegerlas (Py 1968). Sin embargo en un estudio
realizado por Ostos, (2006) en Alpinia purpurata, no encontr6 relacion entre la ubicacion de

las hormigas en la plantacién y la presencia de focos de infestacion de D. brevipes.
2.7.1.1 Clasificacion taxonémica de las cochinillas

La superfamilia Coccoidea es la més importante para la agricultura debido a que la
mayoria de sus especies se alimentan de plantas cultivadas como son: yuca, pifia, papa,
tomate, citricos, café, cacao, cafia de azUcar, pimienta, soya, frijol y especies ornamentales, al
igual que otros frutos tropicales y subtropicales subtropicales (Carrillo et al. 1992, Williams y
Granara de Willink 1992, Ostos 2006).

Coccoidea comprende 28 familias de cochinillas y escamas entre existentes y extintas y
contiene mas de 7500 especies distribuidas mundialmente (Gullan y Martin 2003). Las
familias mas numerosas en especies son: Diaspididae (2500 especies), Pseudococcidae

(2000 especies) y Coccidae (1000 especies).

Segln Ramos y Serna (2004), indican que la cochinilla posee la siguiente clasificacion

taxondmica.
Clase: Insecta
Orden: Hemiptera
Suborden: Homoptera
Division: Sternorrhyncha
Superfamilia: Coccoidea
Familia: Pseudococcidae

11



2.7.1.2 Ciclo de vida de la cochinilla

La cochinilla tiene un ciclo de vida incompleto y es ovoviviparo. Las hembras ponen
los huevos (oviparidad) producidos en el extremo posterior del cuerpo en una cavidad debajo
de su cuerpo o en una cubierta cerosa llamada ovisaco, los huevos pueden medir entre 0,29 y
0,39 mm de longitud y entre 0,17 y 0,21 mm de ancho, los cuales para madurar y alcanzar su
desarrollo puede durar entre 3 y 9 dias dependiendo de las condiciones climaticas. El estado
ninfal posee tres estadios. En su ciclo de vida muda tres veces, en un periodo de
aproximadamente 34 dias y unos 27 dias después empiezan a producir un promedio 234 crias
en un periodo de 25 dias. El tiempo de vida es aproximadamente de 90 dias, de los cuales 56
los pasa en el periodo adulto. La duracion de estas etapas se aplica a un régimen de 23°C
(Gullan y Martin 2003).

Estos insectos son altamente dimdrficos sexualmente. La hembra adulta es sedentaria,
larviforme y aptera, con la cabeza y el térax fusionados y la segmentacién abdominal
frecuentemente sin definir. Usualmente las hembras poseen dos o tres estados inmaduros y las
patas estan frecuentemente reducidas o ausentes. Las hembras se fijan al hospedero utilizando

principalmente sus estiletes bucales (Ramos 2006, SEL 2003).
2.7.1.3 Morfologia, anatomia, biologia y ecologia de la cochinilla

Las especies de la superfamilia Coccoidea han sido descritas principalmente a partir de
las hembras adultas; los estados inmaduros solo son conocidos en cerca de un 5% de la fauna

del mundo y los machos adultos probablemente en menos de un 1% (Llorente et al. 1996).

Cuerpo. Puede ser alargado, oval o globular. Las hembras presentan un cuerpo de
consistencia blanda, el tamafio y el color del cuerpo varian de acuerdo con la especie,
condiciones medioambientales y la forma puede ser alargada, ovoide o casi circular. Sobre la
superficie dorsal puede verse la segmentacidn del cuerpo, pero no se nota una diferencia entre
cabeza, térax y abdomen. Sin embargo, en casi la totalidad de las especies es facil observar un

par de antenas y tres pares de patas (Castillo y Bellotti 1990; Ramos y Serna 2004) (Figura 1).
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Cabeza. A pesar que el tagma cefalico se encuentra fusionado con el toracico, se
pueden diferenciar ciertas caracteristicas y algunas estructuras correspondientes a esta area. Es
tipo opistognatha.

En vista ventral de la cabeza se observan las siguientes estructuras: aparato bucal de
tipo picador chupador, ocupa una posicion ventroposterior, causada por el descenso de la
region facial, presentdndose una situacion extrema en la que las piezas bucales aparentan estar
en el prosternon, entre las coxas anteriores. Presenta las siguientes estructuras: labio, labro,
clipeo, jeringa y estiletes mandibulares y maxilares. Los 0jos son semejantes a ocelos porque
presentan un solo ommatidio y se localizan laterales a la base de las antenas; suelen poseer
poros adjuntos lo cual es una caracterisitica taxondmica importante. No posee ocelos,
caracteristica de la familia. La antena en la mayoria de las especies tienen ocho segmentos,
pero algunas veces pueden estar reducidas a seis o0 siete segmentos y ocasionalmente pueden
estar reducida a dos (Castillo y Bellotti 1990, Snodgrass 1935) (Figura 1).

Torax. El térax en la mayoria de las especies de Pseudococcidae y Putoidae presenta la
mayor amplitud del cuerpo, posee tres pares de patas, las apoéfisis esternales del meso y

metatdrax y dos pares de espiraculos (Figura 1).

Patas. Son caminadoras, poseen los segmentos caracteristicos de un hexapodo: coxa,
trocanter, fémur, tibia, tarso (de un solo segmento) y postarso (ufia simple). La ufia posee en su
base dos setas digitiformes, las cuales generalmente son capitadas La superficie plantar de la
ufia algunas veces produce un pequefio diente llamado denticulo. Las patas poseen algunas
veces poros translucidos en alguna de sus partes, lo cual es un cardcter de importancia

taxondmica en el grupo (Snodgrass 1935) (Figura 1).

Abdomen. Ventralmente se observan ocho segmentos claramente diferenciados por
lineas intersegmentales. Lobulos anales: son ligeras proyecciones del cuerpo en los dos lados
del anillo anal que terminan en un par de setas posteriores que frecuentemente son de
importancia taxonomica. Ventralmente en cada I6bulo anal hay un area de diferente grado de
esclerotizacion y a veces también se encuentra la barra del 16bulo anal. Dorsalmente se ubica

aqui el altimo par de cerarios (Williams y Granara 1992).
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Anillo anal. Corresponde a la cauda propiamente dicha. Generalmente esta bordeado
por al menos dos hileras de células que le proporcionan apariencia crenulada y de donde salen
tres pares de setas dispuestas bilateralmente, de longitud variable (Williams y Granara 1992).
Circulo: es una estructura ventral de forma diversa, generalmente ovalada o cuadrangular,
ubicada en muchas ocasiones en la parte media de los segmentos abdominales tres y cuatro.
Vulva: corresponde al orificio genital y se presenta cuando la hembra pasa al estado adulto. Se
encuentra entre los segmentos siete y ocho. Ostiolos: se presentan en pares, uno ubicado en el
dorso de la margen anterior del protorax y el par posterior localizado dorsalmente sobre el
segmento abdominal seis. Estructuralmente son abultamientos redondeados de la epidermis en
forma de dos labios separados por una depresion (Castillo y Bellotti 1990) (Figura 1).

Cerarios. Se extienden en una linea imaginaria cefalo-caudal en los bordes laterales
del dorso y constan de grupos de setas y poros. En cada cerario existen dos o mas setas
conicas o lanceoladas prominentes llamadas setas cerarianas y algunas veces setas filiformes
denominadas setas auxiliares. EI nimero de cerarios varia dependiendo de la especie, es
comudn encontrar 17 pares. Los cerarios reciben su nombre segin su ubicacion asi: en la
cabeza se encuentran los cerarios frontal, preocular y ocular; en el térax se ubican cinco pares
de ellos y en el abdomen se distribuyen nueve pares, uno frente a cada extremo de las ocho
lineas intersegmentales y el Gltimo en el 16bulo anal (Williams y Granara 1992).

Setas. Las setas del cuerpo se distinguen de las setas de los cerarios. Pueden ser
lanceoladas o conicas en el dorso pero normalmente son flageladas en, al menos, el area media

del vientre (Williams y Granara 1992).

Poros. En las chinches harinosas generalmente son de cuatro tipos: discordes
multiloculares, generalmente se encuentran alrededor de la vulva y contribuyen a la
produccidn del ovisaco; triloculares, se observan como un triangulo con bordes romos y tres
cavidades internas (I6culos); quinqueloculares, son poros con cinco léculos; discoides,

generalmente son diminutos y algunas veces cribosos (Castillo y Bellotti 1990).

Ductos tubulares. Son estructuras internas con el orificio en la superficie cuticular; los
ductos varian considerablemente en estructura pero normalmente son de dos formas: ductos
con collar oral, su tamafio y distribucién en el cuerpo son variables, dependiendo de la

especie, su apariencia bajo el microscopio es de un tubo con orificio simple y con un cilindro
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hueco proyectado internamente en la cuticula mostrando una esclerotizacion en su extremo
interno; ductos con anillo oral, son similares a los ductos tubulares con collar oral, pero
tienen anillo muy conspicuo levantado de la cuticula al rededor de la apertura
(Chandler y Watson 1999) (Figura 1).
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Figura 1 Morfologia general de una hembra adulta de cochinilla harinosa (Hemiptera:
Pseudococcidae y Putoidae) (Ramos 2006).
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2.8 Control biologico

En un agroecosistema las plagas son controladas por la accion de sus enemigos
naturales, predadores, parasitos y patdgenos, evitando que estas alcancen niveles perjudiciales.
Los microorganismos patdgenos han sido usados para obtener una reduccion de las
poblaciones de insectos plagas, dentro de los cuales se incluyen bacterias, virus, nematodos,
protozoos y hongos (Castillo 2006). Los hongos entomopatdégenos son organismos
heterotrofos, que poseen células quitinizadas y carecen de movilidad. Existen alrededor de 100
géneros y aproximadamente 700 especies de hongos que generalmente son especificas o de
amplio espectro de hospedantes (insectos y acaros). Dentro de los mas importantes se
mencionan: Metarhizium sp, Beauveria sp, Aschersonia sp, Entomopthora sp, Zoophthora sp,
Erynia sp, Eryniopsis sp, Akanthomyces sp, Fusarium sp, Hirsutella sp, Hymenostilbe sp,
Paecelomyces sp y Verticilliun sp, pertenecientes a la clase Zygomycetes e Hyphomycetes
(Lopez y Borjes 2001). Por su habilidad de controlar plagas los hongos inician su proceso de
infeccion con la germinacion de las esporas adheridas sobre el tegumento de la plaga.
Posteriormente este produce un tubo germinativo y un apresorio como producto de la
dilatacion de la hifa, la cual rompe las &reas membranosas esclerosadas y el quimico resultante
de la accion enzimaética (proteasas, lipasas y quitinazas) facilita la penetracion mecénica. A
partir de la penetracion se inicia el proceso de colonizacion, en el cual la hifa se ramifica en el
cuerpo del insecto y a partir de ese momento se forman pequefias colonias del hongo y otros
cuerpos hifales (blastosporas). EI hongo sale del insecto enfermo a través de las aperturas
(boca, ano, orificios de union de los tegumentos y artejos) y en el exterior forma sus
estructuras fructiferas y las esporas. Sin embargo no ocurre gran crecimiento hifal antes de la

muerte del insecto (Yeo et al. 2003).

Por lo general los hongos entomopatégenos son de accion lenta, tardan una semana
como minimo en causar mortalidad o al menos en que el insecto deje de alimentarse. Algunos
atacan a gran cantidad de especies distintas de insectos pero dependen de las condiciones
ambientales de temperatura y de elevada humedad relativa para alcanzar una mayor
patogenicidad y virulencia. Los hongos entomopatdgenos son facilmente aplicados por
introduccion, manipulacion ambiental o aumento inoculativo, pero no para aumentos
inundativos (Yeo et al. 2003).
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El uso de hongos entomopatdgenos para reducir poblaciones de insectos plaga ha sido
ampliamente estudiado en varios cultivos. Muchos demuestran resultados altamente
favorables, sin embargo, otros han tenido sélo éxitos parciales o han fallado completamente
(Pacorar 1979; Carballo y Guaharay 2004). Vasquez (2000), evalud la efectividad de
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Entomophthora virulenta, jabon, cal hidratada,
extracto de ajo (Allium sativum) y Azadirachtina (extracto de nim Azadirachta indica) para el
manejo biologico de las cochinillas D. brevipes en pifia organica. El autor encontré que el
jabon, ajo, nim y cal hidratada, fueron los productos que dieron resultados satisfactorios. Los
tres entomopatdgenos, por su parte, ocasionaron una baja mortalidad de las cochinillas, y la

mayoria de veces fueron iguales al testigo.

Las demés aplicaciones para el control bioldgico son principalmente dirigidas a
parasitoides y predadores, como parte de un manejo integrado de plagas mas holistico y
efectivo. Los llamados parasitoides son insectos que viven a expensas de otro insecto
hospedero dentro o fuera de su cuerpo, al que devoran progresivamente hasta causarle la
muerte. Durante ese tiempo completan su propio desarrollo larval. Los predadores son insectos
u otros animales que causan la muerte de las plagas en forma mas o menos rapida
succionandoles la sangre o devorandolos (Johnson 1997). Después de numerosos estudios
Johnson en el 1997, demostré que los parasitoides y predadores pueden realizar un control
eficiente de las plagas. Aunque su efecto se observa en periodos de meses y no de semanas.
Una vez establecidos en un area ellos persisten incluso cuando las poblaciones de plagas han
descendido considerablemente, manteniendo las poblaciones debajo de los niveles de dafio

econdmico.

Ciertas especies de insectos, como las cochinillas harinosas en los campos de algodon
se mantienen a niveles insignificantes por la accion de no menos de 11 especies de
parasitoides y 9 especies predadoras. En Hawaii segin evaluaciones hechas por el
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA), cinco meses después de la
liberacion del parasitoide de origen chino Anagyrus kamali, las poblaciones habian descendido
entre 80 y 90 por ciento. Durante su periodo de vida la hembra de A. kamali puede ovipositar
un huevo en 40 a 60 huevos de cochinilla. También se ha trabajado con el escarabajo predador
Cryptolaemus montrouzieri M. Este es un comedor voraz de cochinilla rosada y pude comer
entre 3000 y 5000 cochinillas en diferentes estados de desarrollo durante su periodo de vida.
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Las caracteristicas de este escarabajo lo hacen propicio para el control rapido de grandes
poblaciones de cochinillas obteniéndose resultados en un periodo de entre 6 y 8 semanas
(Meyerdirk et al. 2005).

El principal problema del uso de predadores es que suelen ser mas grandes que los
parasitoides y, cuando son diurnos, muchas veces presentan coloraciones 0 mayor actividad
que los hacen mas visibles que los parasitoides. Aun asi, su rol benéfico no siempre es
reconocido. Se han dado casos en que los coccinélidos o mariquitas que destruyen a los
pulgones y otras plagas han sido confundidos con insectos dafiinos y hasta se les ha aplicado
insecticidas. Muchos técnicos en todo el mundo desconocen el eficiente rol de ciertos géneros
de chinches que son predadores de huevos y larvas pequefias, llegando inclusive a

considerarlos plagas en publicaciones especializadas (Meyerdirk et al. 2005).
2.9 Formulacion de hongos entomopatogenos

Para el control biolégico de las plagas se han utilizado diversos productos cuyo
ingrediente activo son las esporas de hongos entomopatdgenos producidas en sustratos solidos
0 sistemas de fermentacién (Soto et al. 2006). La utilizacién de hongos entomopatdgenos
como bioinsecticidas involucra la produccion de cantidades masivas del hongo, el cual debe
mantener su capacidad infectiva por un periodo de tiempo considerable. Bajo condiciones de
laboratorio mantener la viabilidad de hongos entomopatégenos por mucho tiempo resulta
dificil, por lo cual la formulacion de entomopatdgenos busca aumentar la estabilidad durante

el almacenamiento y después de la aplicacion (Carballo 1998).

Formular un entomopatdgeno consiste en adicionar a las conidias del hongo
determinados compuestos inertes, tales como vehiculos, solventes, emulsificantes y otros
aditivos, con el fin de lograr una buena homogeneidad, distribucion y adhesion de las
particulas del hongo en la cuticula del insecto; asi como aumentar o mantener la virulencia y
mejorar su desempefio en el campo, facilitando su manejo y aplicacion
(Monzén 2001, Carballo 1998). Para que un hongo pueda ser formulado su viabilidad no debe
ser menor de 95 % y el contenido de humedad entre 4 - 6 %, con los cuales se garantiza la

estabilidad del producto durante un tiempo de 12 a 18 meses, con una pérdida minima de las
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propiedades fisicas y bioldgicas asi como permitir su comercializacion (Monz6n 2001,
Carballo 1998).

Monzon (2001) describe dos tipos de formulaciones de hongos entomopatdgenos. La
formulacién seca o polvo mojable, en la que se utiliza un vehiculo de origen mineral o vegetal
que ayuda a absorber la humedad de las conidias y mantiene la viabilidad por un tiempo
considerable; y la formulacion liquida o emulsificable, que utiliza un emulsificante y un
liquido solvente, el cual logra mantener suspendidas las conidias en el medio para lograr una
mezcla homogénea y ademas impide la absorcion de agua por las conidias y mantiene su
viabilidad. Ambos tipos de formulaciones son de facil aplicacion, semejantes a la de cualquier
otro producto y su uso depende de la disponibilidad de éste. El tipo de formulacién determina
la viabilidad de las conidias, manteniéndose mayor en la formulacion liquida que en la
formulacidn solida. Sin embargo, ciertos aceites minerales o derivados de petréleo usados en
la formulacion liquida no son aceptados en la produccion organica (Monzén 2001, Pell et al.
1998).

La produccion de hongos entomopatdgenos en medio liquido (blastosporas y micelio)
es un proceso conveniente desde el punto de vista de eficiencia y rentabilidad, si se compara
con la produccion de esporas en sustrato sélido. En medios liquidos se han obtenidos buenos
resultados en la produccién de entomopatdgenos adicionando glucosa, vitaminas, aminoécidos
y metales traza a un medio basal (Jackson et al. 2004). Polona y Aleksander (2001) y
Deshpande, M (1999), consideran que en la obtencion de entomopatogenos a partir de medio
liquidos el crecimiento de la biomasa estd influenciado por variables de la actividad
metabdlica de los organismos y viscosidad del medio. Para el desarrollo de hongos
entomopatogenos es necesario generar informacion sobre rendimiento y toxicidad de estos
contra los insectos. Alcéazar (2002), realiz6 un estudio para seleccionar el impulsor mas
eficiente en la produccion de blastosporas de Beauveria bassiana encontrando que el uso por
separado de impulsores de flujo radial y axial (Rushton-Maxflo) alcanzaron un rendimiento
méximo de 4,3X10° blastosporas/ml. En otro estudio similar Jackson et al (2004) reportaron
un rendimiento de blatosporas de Paecilomyces fumosoroseus de 7.9X10° blastosporas/ml en
fermentador portéatil, encontrando un alto potencial para la produccion de blastosporas, con

muy bajo nivel de contaminacion bacterial.
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2.9.1 Control de calidad de las formulaciones

La comercializacion de controles biologicos basados en hongos entomopatdgenos
requiere de un control adecuado de las propiedades bioldgicas, fisicas y quimicas realizadas
por el departamento de control de la calidad de la firma productora que aseguren al usuario un
producto de méxima eficacia en condiciones de campo (Vélez et al. 1997; Carballo 1998;
Monzon 2001; Aroonrat et al. 2003)

Algunas pruebas microbioldgicas recomendadas son:

. Concentracion de esporas: Establece la dosificacion del producto.
. Germinacion de esporas: Determina la viabilidad del hongo en la formulacion.
. Pureza: Revela la proporcion del agente bioldgico en la formulacion e identifica los

microorganismos contaminantes con el objetivo de mejorar el proceso de produccion y

formulacién de los entomopatogenos.

Debido al alto uso de agroquimicos en las plantaciones de pifia en Costa Rica, se hace
necesario ofrecer una alternativa de control bioldgico de cochinilla (Dysmicoccus brevipes)

gue proporcione un manejo mas amigable con el ambiente.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion y descripcion de estudio

3.1.1 Fase de laboratorio

Las pruebas de seleccion de cepas se realizaron en el laboratorio de control microbial
del CATIE, ubicado en el cantén Turrialba de la provincia de Cartago, Costa Rica. EI CATIE
se encuentra localizado a 9°52” latitud Norte y 83°38” latitud Oeste, a una altura de 602 msnm,
con un rango de temperatura que oscila entre los 22 y 28° C, con precipitacion promedio anual
de 2600 mm y 87% de humedad relativa (Chaves 2007).

3.1.1.1 Preseleccion de cepas

Para aumentar el nimero de aislamientos evaluados se elaboraron combinaciones de
cepas por cada genero guardando la misma relacion en concentracion. Donde se utilizaron
aislamientos de los géneros Paecilomyces, Beauveria y Metarhizium de la coleccién de
entomopatogenos del CATIE. Con la finalidad de determinar si las diferentes cepas de hongos
(Cuadro 1) eran capaces de causar enfermedad a las cochinillas se realiz6 una prueba de
patogenicidad en condiciones de laboratorio. Las cepas que presentaron una mayor efectividad
fueron preseleccionadas, las cuales posteriormente fueron evaluadas en una segunda prueba de

seleccion en invernadero.

Para la prueba de patogenicidad se realizaron suspensiones con las diferentes
combinaciones de cepas (Cuadro 2) a una concentraciéon de 5X10° conidias/ml en agua
destilada agregandole Breake Thru® como coadyuvante a razén de 1 ml/litro. Las
suspensiones se aplicaron sobre grupos de 10 cochinillas de tercer y cuarto estadios utilizando
una microgeringa Hamilton® de cincuenta microlitros, a cada unas de las cochinillas se les
realizd una sola aplicacion de un microlitro de la suspension en cada tratamiento. Estas fueron
colocadas en platos Petri con trozos de papa y un papel filtro en el fondo. Para mantener un
ambiente con alta humedad relativa dentro de los platos Petri los tratamientos fueron puestos

en cajas pléasticas con papel toalla humedecido en el fondo y con sus respectivas tapas.
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48 horas durante catorce dias.

Cuadro 1 Cepas de hongos preseleccionadas de la coleccion de entomopatogenos de CATIE

No Hongos Cadigo de cepas
1 Beauveria bassiana G-ATI-2

2 Beauveria bassiana 0601

3 Beauveria bassiana A3

4 Beauveria bassiana G-CBR-3
5 Beauveria bassiana 0465

6 Beauveria bassiana 0421

7 Beauveria bassiana 0410

8 Beauveria bassiana B-B56-16
9 Beauveria bassiana G-ALLA-1
10 Beauveria bassiana ACHI-2

11 Beauveria bassiana 0412

12 Paecelomyces ssp. 0485

13 Metarhizium anisopliae ~ C-SRA-2
14 Metarhizium anisopliae ~ 6-BCH-1
15 Metarhizium anisopliae 0430

16 Metarhizium anisopliae ~ RCO2

17 Metarhizium anisopliae ~ G6TE-22
18 Metarhizium anisopliae~ CFAL-4

Cuadro 2 Tratamientos y combinaciones de cepas utilizadas en la preseleccion

No Tratamientos Combinaciones de cepas
1 BI G-ATI-2; 0601; 0465

2 BlI A3; 0421; 0410; B-B56-16

3 BlII G-ALLA-1; 0412; ACHI-2; G-CBR-3

4 Pl 0485

5 Ml C-SRA-2; 6-BCH-1; 0430

6 MiIlI RCO2; G6TE-22; CFAL-4

7 Testigo agua

Nota: Las combinaciones se realizaron al azar.

El conteo de las cochinillas muertas se realizd 24 horas después de la aplicacién y cada
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Figura 2 Combinaciones de cepas aplicadas sobre grupos de cochinillas y puestas en platos petri en la

preseleccién de cepas.
3.1.1.2 Disefio experimental

El ensayo de laboratorio se implement6 bajo un disefio estadistico irrestricto al azar

con seis tratamientos mas un testigo con tres repeticiones (Cuadro 2).

Las variables analizadas fueron el porcentaje total de mortalidad y el porcentaje de
mortalidad con desarrollo de sintomas de hongo. Los datos fueron sometidos a un analisis de
varianza (ANDEVA) y las inferencias estadisticas (prueba de hipdtesis y estimaciones de
parametros) se realizaron mediante la prueba estadistica LSD de Fisher, considerando un nivel
de significancia del 5%. Los datos fueron procesados con el software Infostat
(Di Rienzo et al. 2009).

En las evaluaciones se utilizo el siguiente modelo matematico: Yij = L + Tj + &;;

Y;; = Variable de respuesta

W = Media general

Ti = Efectodel i-ésimo tratamiento

€j = Término de error independiente supuestamente distribuido normal con media

cero y varianza constante
3.1.1.3 Seleccidén de cepas en invernadero

Habiendo seleccionado el tratamiento méas promisorio en la fase de laboratorio, se
procedio a disgregar la mezcla de cepas en todas sus posibles combinaciones para determinar

si las cepas que formaron el tratamiento preseleccionado presentaban sinergismo o

antagonismo entre ellas. Se realiz6 una prueba de efectividad en invernadero evaluando las
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cepas de manera individual y en todas las combinaciones posibles para seleccionar las que
presentaran una mayor efectividad (Cuadro 3).

Cuadro 3 Combinacion de cepas utilizadas en los tratamientos a nivel de invernadero

Tratamientos Combinacion Tratamientos Combinacion

T1 a T9 bd
T2 b T10 cd
T3 c T11 abc
T4 d T12 acd
T5 ab T13 abd
T6 ac T14 bcd
T7 ad T15 abcd
T8 bc Testigo agua

Nota: Las letras a, b, ¢ y d representan a las cepas individuales (A3, 0421, 0410 y B-B56-16 respectivamente) y
las combinaciones representan las mezclas utilizadas.

Las cepas preseleccionadas se multiplicaron en platos Petri con PDA y se inocularon
en 200g de arroz esterilizado en una autoclave a 1.3 kg/cm? de presién y 121°C durante 30
minutos. Posteriormente a los 11 y 14 dias después de la inoculacion se determinaron las
concentraciones de conidias por gramo de arroz. Utilizando una balanza marca OHAU US se
pesd un gramo del arroz inoculado y se diluyé en 200 ml de agua esterilizada con Twenn 80®
(Polyxiethyleno Surbita Monolaurate) como dispersante. Se ultrasonificé durante 10 minutos y
luego agitando por 5 minutos en un agitador de vortice marca Corning para separar o liberar
las conidias. Para el conteo de las esporas se utiliz6 un hematocimetro Bright Line de 0.1 mm
de profundidad, y un miscroscopio Olympus CH2.

Para la aplicacion bajo invernadero se prepararon 2 litros de suspensién de conidias por
cada cepa a una concentracién de 5X10’ conidias/ml utilizando agua con un pH de 5.8 y
adicionalmente se agreg6 Breake Thru® como coadyuvante-dispersante a razén de 1 ml/litro.
El pH se midié usando una cinta de coloracién pHydrion microcine (Anexo 3).

Previo a la aplicacion de los tratamientos las plantas de pifia de aproximadamente 3
meses de edad fueron inoculadas con cochinillas. Un mes después de la inoculaciéon se
aplicaron los tratamientos, asperjando 65 ml de la suspension en cada planta (Anexo 4). Se
realizaron dos aplicaciones con un periodo de 3 dias entre cada una de ellas y se evaluo la

mortalidad a los 14 dias después de la primera aplicacion.
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3.1.1.4 Disefio experimental

El ensayo de invernadero se implementd bajo un disefio estadistico de bloques

completos al azar con quince tratamientos mas un testigo y siete repeticiones.

Los datos correspondientes a la variable porcentaje de mortalidad fueron transformados
a rangos, por no cumplir con el supuesto de normalidad evaluada mediante la prueba de
Shapiro — Wilks. Los datos fueron sometidos a un andlisis de varianza (ANDEVA) y las
inferencias estadisticas (prueba de hipdtesis y estimaciones de parametros) se realizaron
mediante la prueba estadistica de Duncan, considerando un nivel de significancia del 5%. Los

datos fueron procesados con el software Infostat (Di Rienzo et al. 2009).

En las evaluaciones se utilizd el siguiente modelo matematico: Yix = WL+ Bi + T; + €ij

Yij = Variable de respuesta

W = Media general

Ti = Efecto del i-ésimo tratamiento

B; = Efecto del j-ésimo bloque

€&j = Término de error independiente supuestamente distribuido normal con media

ceroy varianza constante

3.1.1.5 Reproducciony formulacion de in6culo para prueba de campo.

La cepa seleccionada se multiplico en platos Petri con PDA y luego fue reproducida en
forma masiva mediante dos metodologias: 1- utilizando arroz como sustrato para la obtencién
de polvo de conidias y 2- fermentacion liquida para obtener blastosporas en suspension. El
indculo primario se prepar6 como una suspension de conidias en agua destilada estéril con
Tween 80® al 0,5% como dispersante a una concentracién de 1x10° con/ml, luego se procedié

a inocular los medios para la produccién masiva.

Para la produccion de polvo de conidias, se agreg6 un total de 40ml de la suspension a
bolsas plasticas conteniendo 400 g de arroz previamente esterilizado, en una autoclave de
marca American por 35 minutos a una presién de 1.3 kg/cm? y a una temperatura de 121 °C.
Posteriormente a los 20 dias despues de la inoculacion se abrieron las bolsas para permitir el
secado del arroz y se determind la concentracién de conidias por gramos de arroz usando la

camara de contaje de Neubauer de 0.1mm de profundidad.
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Para la extraccion de conidias se utilizaron dos métodos el de agitacién y extraccion al
vacio. Para la extraccion por agitacion se procedio a colocar el arroz en un tamiz de 300 mesh
con su base, y luego se agitaron por 10 minutos en un agitador horizontal. Para la extraccion al
vacio, se utilizd6 un Mycoharvester ® modelo H1. El polvo de conidias obtenido tanto del
tamizado como el de la cdmara de vacio se unieron y se le determiné la concentracion final de

conidias por gamos de producto.

Se preparé una formulacién base utilizando el polvo de conidias como ingrediente
activo y agregando Bentonita como vehiculo y polvo intangible de Silica y Goma guar como
estabilizantes para la suspension. Los ingredientes de la formula fueron calculados en
porcentaje y estabilizada a una concentracion de 1x10™ con/kg para la dosis alta y 1x10%
con/kg para la dosis baja (Cuadro 4).

Cuadro 4 Componentes usados en la formulacién en polvo expresado en porcentajes

Ingredientes Porcentaje Funcion
Silica 0,75 Estabilizador de suspension
Goma Guar 0,25 Estabilizador de suspension
Bentonita 77,8 Inerte o vehiculo
Beauveria bassiana 21,2 Ingrediente activo

Para la fermentacion liquida del hongo se prepard un medio a base de agua destilada,
abono foliar nitrogenado (Bayfolan ®), soya, papa y dextrosa (Cuadro 5). Volimenes de 500
ml del medio fueron colocados en erlenmayer de un litro para luego ser autoclavado por 35
minutos a una presion de 1,3 kg/cm? y una temperatura de 121°C. Luego de que el medio
estaba a temperatura ambiente se procedié a inocularlo con la cepa seleccionada y a colocarle
un capilar de vidrio que proporciona un flujo de aire producido por unos burbujeadores para
acuario, filtrado con un filtro Milipore de 0,2 micrdmetros para evitar contaminacion. A los 7
dias de la inoculacion e incubacion se procedid a colectar el medio de crecimiento y
homogeneizarlo utilizando una licuadora. El indculo resultante fue una mezcla de blastosporas
y fragmentos de micelio de los cuales se determind la concentracion reportando como UFC
(unidades formadoras de colonias) y se utilizo esta unidad para definir la cantidad a utilizar
para alcanzar las dosis definidas para aplicar en campo (1x10™ ufc/ml como dosis alta y

1x10* ufc/ml como dosis baja).
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Para la aplicacion en campo de la formulacion en polvo, se les adiciond aceite mineral
agricola a una concentracion de 300 ml y NU FILM como dispersante a base de Pinolene,
poli-1-p-menteno a una concentracion de 75 ml por estafién de 200 litros. En cuanto a la

formulacién liquida solo se le agregé el dispersante.

Cuadro 5 Componentes usados en la formulacioén liquida

Ingredientes Volumen Funcion
Agua destilada 500 ml Disolvente
Abono foliar (Bayfolan) 30 ml/I Nutriente
Soya 10 gr/l Nutriente
Papa 45 gr/l Nutriente
Dextrosa 40 gr/l Nutriente
Beauveria bassiana 20 ml/i
(Micelio y blastosporas) Ingrediente activo

Nota: para inocular el medio se utilizaron 40 ml de una suspension de conidias (Beauveria bassiana) a una
concentracion de 1x10° con/ml.

3.1.2 Fase de campo

El ensayo de campo se realizo en tres fincas de los productores organicos ubicado en
las coordenadas 10°25°386” latitud Norte y 84° 11°652” longitud Oeste, del asentamiento
campesino de Montelirio y el caserio La Espafiolita, del distrito Rio Cuarto, del canton de
Grecia, provincia Alajuela (Info Grecia 2009). Desde el punto de vista geografico el presente
estudio se ubica en el cantdn de Grecia. Este es el tercer cantdn de Alajuela y se localiza en la
parte Oeste del Valle inter montano Central (Info Grecia 2009). En su sector nororiental
(distrito Rio Cuarto) limita al norte y oeste con San Carlos, al sur con Valverde Vega y al este
con los cantones Alajuela y Sarapiqui. Su clima es himedo con abundantes precipitaciones
durante el afio. Se trata de un cantdn principalmente agricola, sus principales productos
figuran los granos, la yuca y la pifia, asi como la produccion forestal. Sin embargo, la
ganaderia ocupa el lugar mas importante dentro de las actividades econdmicas del lugar, tanto
en lo que concierne a la venta de carne como de leche
(Municipalidad de Grecia 2008, Quesada 2001).
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3.1.2.1 Evaluacion de la efectividad de los hongos para el control de cochinillas en el

cultivo

Para evaluar la efectividad de la cepa seleccionada y formulada se establecié un ensayo
de campo en plantaciones comerciales de pifia entre 3 y 5 meses de crecimiento. Las unidades
experimentales fueron parcelas constituidas por 6 hileras con una longitud de 20 metros para
un area total de 0.0176 hectareas por unidad experimental.

De dicha cepa se aplicé una concentracion de 3X10" con/ha para la dosis alta y 3X10"
con/ha para la dosis baja. Usando un volumen total por unidad experimental de 25 litros a una
concentracion de 2.1X10’ con/ml para la dosis alta y 2.1X10° con/ml para la dosis baja, las
cuales fueron calculadas para una area de 0.0176 hectareas por unidades experimentales en
cada bloque. Se realizaron 5 aplicaciones y 5 evaluaciones en total, con un intervalo de 15 dias
entre aplicacion. Los muestreos se realizaron antes de cada aplicacién iniciando después de la
segunda aplicacion. Las aplicaciones se realizaron por aspersion al follaje de la planta y
perpendicular a la base de la planta de lado a lado en cada surco. Para esto se utiliz6 una
bomba de mochila motorizada marca AGROBOSS — FA 900 con una capacidad de 0,7
kw/5,500 RPM, a una presion de 30-35 kg/cm? (figura 3).

Los tratamientos evaluados fueron: 1-Formulacién liquida de Beauveria bassiana
(FLBC1) en dosis alta (3X10"™), 2-FLBC2 en dosis baja (3X10"?), 3- Formulacién en polvo de
B.bassiana aplicada en suspension acuosa (FPBC1) en dosis alta, 4- FPBC2 en dosis baja, dos
testigos referenciales (FLBCO) y (FPBCO) y un testigo absoluto, los testigos referenciales
correspondieron a la aplicacion de las formulaciones y concentraciones cero, y el absoluto sélo

se la aplicd agua. Se realizaron tres repeticiones para un total de 21 unidades experimentales.

Para las evaluaciones en cada unidad experimental se tomaron siete plantas como
puntos de muestreos. En cada unidad experimental se extrajo una planta al azar por muestreo
para realizar un conteo minucioso de cantidad y mortalidad de cochinillas. Las plantas
extraidas fueron llevadas al laboratorio y se despegaron las hojas una por una; las cochinillas
vivas y muertas se contabilizaron para determinar el porcentaje de mortalidad de ninfas y
adultos en cada uno de los tratamientos. Las cochinillas muertas se observaron en el
estereoscopio y se llevaron a camara himeda para determinar si fueron atacadas por el hongo

evaluado o algun parasitoide o depredador.
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Para el reporte de presencia y ausencia de cochinillas se tomaron al azar seis puntos de
muestreo en forma de zig — zag, para lo cual en cada unidad experimental se tomaron
alrededor de cada punto de muestreo cuatro plantas, para reportar presencia y ausencia de

cochinillas.

Figura 3 Forma de aplicacion y evaluacién de los tratamientos en campo y laboratorio.
3.1.2.2 Analisis estadistico

Para evaluar la efectividad en el campo de la cepa formulada, se utilizé un Disefio de
Bloques Completos al Azar, con 4 tratamientos, 2 testigos referenciales, 1 testigo absoluto y 3

repeticiones para un total de 21 unidades experimentales.

El analisis de los resultados se realiz6 de acuerdo a cada unas de las variables. Para el
andlisis de las variables, porcentaje de mortalidad, nimero de cochinillas vivas en hojas y la
variable de interaccidn tratamientos - estratos de la planta, se utilizaron modelos lineales

generalizados, utilizando regresion de Poisson.

Para la variable presencia y ausencia de cochinillas se realizaron frecuencias del éxito
y fracaso entre bloques y tratamientos y se llevaron a suma de los porcentajes, con los cuales
se realizaron andlisis de varianza (ANDEVA) y se aplicaran pruebas de medias de acuerdo al
disefio de muestreo propuesto. Las inferencias estadisticas (prueba de hipétesis y estimaciones
de parametros) se realizaran mediante la prueba estadistica LSD de Fisher, considerando un
nivel de significancia del 5% (Di Rienzo et al. 2009). Los datos seran procesados con el
software Infostat.
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Para las evaluaciones se utilizo el siguiente modelo matematico:

Yi=p+Eit B+ g

donde:
Y;; = Variable de respuesta
W = Media general
F; = Efecto del i-ésimo tratamiento
B; = Efecto del j-ésimo bloque
€j = Término de error independiente supuestamente distribuido normal con media

cero y varianza constante

3.1.2.3 Estimacion de la poblacion residual de cochinillas en el campo

Como parte del desarrollo de herramientas para la toma de decisiones en la estrategia
de control de cochinillas se trabajé en la adaptacion de una metodologia para la deteccion de
poblaciones residuales de cochinillas, con mira a predecir cuales podrian ser las areas mas
problematicas y que deberian recibir un tratamiento de manejo de plagas més intensivo en el
cultivo establecido.

Para la extraccion de cochinillas presentes en el suelo se desarrollaron 2 métodos
tomando como referencia el método de extraccion de nematodos de suelo de la Universidad de
Costa Rica (UCR 2008) y el proceso de manejo postcosecha de la Alpinia purpurata
(Ostos 2006) en el cual se utiliza el lavado de las flores en pilas para la eliminacion de las
cochinillas. Se realizaron tres repeticiones por cada prueba, las cuales fueron efectuadas en el
area del laboratorio de control microbial del CATIE con la finalidad de ajustar y validar el

metodo de extraccion para la muestras de campo.

El primer método (extraccion por densidad) consistio en extraer una muestra de
aproximadamente 2 kg de suelo, el cual se inoculé con 10 cochinillas de 2%, 3" y 4% estadios
revolviéndolas hasta incorporar los insectos al suelo. La muestra inoculada fue colocada en el
fondo de un balde y suspendida en 7 - 10 litros de agua. La muestra en suspension fue agitada
manualmente durante 1 minuto para facilitar la liberacion de las cochinillas y posteriormente se
dejo reposar por 2 minutos, con el fin de que las particulas mas pesadas se sedimenten y por

densidad las cochinillas floten. Al cabo de este periodo, con una lupa se observaron las
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cochinillas que estuvieron a flote y fueron recolectadas. Por Gltimo la suspension fue

nuevamente agitada y se dejo reposar por 2 minutos y luego se colectaron para ser contadas.

El segundo método (extraccion por tamizado) se realizd siguiendo el mismo
procedimiento descrito en el método uno con la variante de que las cochinillas no fueron
extraidas directamente. La suspension fue pasada a través de un juego de cribas superpuestas de
8 —3-0,355 y 0,250 mm respectivamente (Figura 2). Posteriormente la criba de 0,250 mm fue
lavada con abundante agua durante un minuto, y luego se colectaron los residuos en un plato

Petri para contabilizar las cochinillas con el uso de un estereoscopio.

Figura 4 Validacién en laboratorio de la metodologia de extraccion de cochinillas residuales en
campo.

La determinacion de presencia a nivel de campo se realizd mediante un muestreo
sistematico con tres repeticiones de 1,600 m?, en forma de cuadricula a 10 X 10 m, utilizando
un marco cuadrado de 25 X 25 cm en cada punto de muestreo. Dentro del cuadro se tom6 una
muestra de suelo de aproximadamente 2kg a 5 cm de profundidad. Las muestras fueron
examinadas, utilizando el método de deteccidon seleccionado en la fase anterior, para
determinar la poblacién por m? en cada punto de muestreo. Ademés se realizaron las
observaciones de restos de cosecha y otros hospederos, reportando presencia o ausencia de

cochinillas.

Con los datos de poblacion de cochinillas por punto de muestreo se generaron mapas
usando la interpolacion de datos con el programa Surfer 8, para observar el patron de
agregacion de las plagas. Realizando muestreos de poblaciones posteriores en el cultivo se
colectaron datos en el mismo lugar para correlacionar con los generados en el primer

muestreo.
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4 RESULTADOS

4.1 Fase de laboratorio

4.1.1 Preseleccidn de cepas

La busqueda de cochinillas infectadas en campo de forma natural no produjo resultados
satisfactorios, razon por la cual se utilizaron aislamientos de los géneros Paecilomyces,

Beauveria y Metarhizium de la coleccion de hongos entomopatogenos del CATIE.

Las pruebas para medir la efectividad de las cepas evaluadas en el porcentaje de
mortalidad de cochinillas mostraron diferencias significativas entre los tratamientos evaluados
(p=0,0001). A los catorce dias de evaluacion, las unidades experimentales alcanzaron
porcentajes de 33,33 a 100% a excepcidn del testigo, en el cual no hubo mortalidad (Anexol,
2). El mayor porcentaje de mortalidad lo produjo el Tratamiento BIl con 100%, seguido de los
Tratamientos MII y Bl con 70 y 66,67% de mortalidad respectivamente; mientras que el
menor porcentaje lo presentd el Tratamiento BIllI con un 33,33% (Cuadro 6). El tratamiento
BII fue seleccionado para realizar la prueba de invernadero.

Cuadro 6 Porcentaje de mortalidad de cochinillas después de 14 dias de la inoculacién con los
tratamientos evaluados

Tratamientos  Cepas combinadas Porcentaje de mortalidad
Bl A3; 0421, 0410; B-B56-16 100,00 a
Ml RCO2; G6TE-22; CFAL-4 70,00 b
BI G-ATI-2; 0601; 0465 66,67
Ml C-SRA-2; 6-BCH-1; 0430 46,67 bc
Pl 0485 36,67
Bl G-ALLA-1; 0412; ACHI-2; G-CBR-3 33,33
Testigp e 0,00 d

Nota: Los tratamientos Bl, Bll y BII estan constituido de Beauveria Bastiana, los tratamientos Ml y MII estan
constituido de Metarhizium anisopliae y el tratamiento PI esta constituido de Paecelomyces ssp.

Prueba LSD Fisher Alfa = 0,05 DMS = 27,55690.CV 31,17
Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

De los insectos muertos que fueron colocados en camara himeda para permitir el

desarrollo de los hongos, se observd esporulacion en insectos de todos los tratamientos
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(figura 4). ElI mayor numero de insectos esporulados pertenecio al tratamiento Bl, alcanzando
casi un 70% del total de los insectos incubados, mientras que el tratamiento PI solo presentd
un 8,33% de casos con esporulacion (Cuadro 7). Pese a la diferencia visible en el
comportamiento de la esporulacion, no se logré establecer diferencias estadisticas entre los

tratamientos (p=0,1255) a los 5 dias después de llevados a camara himeda

Cuadro 7 Porcentaje de cochinillas muertas con sintomas de presencia de hongos

Tratamientos Porcentaje de mortalidad
BI 69,64 a
Ml 52,50 a
BlI 46,67 a
Ml 25,00 a
BIII 22,22 a
Pl 8,33 a
Testigo 0,00 a

Prueba LSD Fisher Alfa = 0,05 DMS = 53,14160. CV 94,68

Figura 5 Cochinillas muertas en cdmara himeda con esporulacién de hongo Beauveria bassiana.

4.1.2 Seleccidn de cepas en invernadero

El anélisis de los resultados correspondientes al porcentaje de mortalidad de cochinillas
al evaluar las cepas individuales y en forma combinada del Tratamiento Bll (Beauveria
bassiana), previamente seleccionado en la prueba de invernadero, registra diferencias
significativas para los tratamientos evaluados (p=0,0001). A los catorce dias de evaluacion las
unidades experimentales alcanzaron porcentajes de 86,67 a 39,49% a excepcion del Testigo, el
cual presento6 0,46% de mortalidad (Anexo 5). EI mayor porcentaje de mortalidad lo produjo el
Tratamiento 12 con 86,67%, seguido de los Tratamientos 11, 9 y 3 con 85,58; 84,62 y 82,76%
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de mortalidad respectivamente; mientras que el menor porcentaje lo presentd el Tratamiento 2
con un 39,49%. (Cuadro 8).

El tratamiento 3, constituido por una sola cepa, fue preferido ante los tratamientos 12,

11 y 9 debido a que estos ultimos estaban conformados por mezclas de cepas, lo cual dificulta

el proceso de produccion y manejo del bioinsecticida. Ademas que entre dichos tratamientos

no hubo diferencias estadisticas significativas.

Cuadro 8 Porcentaje de mortalidad de cochinillas después de 14 dias de las aplicaciones de los
tratamientos evaluados a nivel de invernadero

Tratamientos

Combinaciones

Porcentaje de mortalidad

12
11
9
3
15
14
5
7
13

16

A3, 0410, B-B56-16
A3, 0421,0410

0421, B-B56-16

0410

A3, 0421, 0410, B-B56-16
0421, 0410, B-B56-16
A3, 0421

A3, B-B56-16

A3, 0421, B-B56-16
A3

A3, 0410

0421, 0410

B-B56-16

0410, B-B56-16

0421

testigo

86,67
85,58
84,62
82,76
74,18
73,88
70.07
66,98
57,62
57,35
55,31
52,04
44,29
43,54
39,49
0,46

a
a

ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab

bc

c

Prueba Duncan Alfa = 0,05. CV 42,16

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)
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4.2 Fase de campo

4.2.1 Estimacién de la efectividad de los hongos para el control de cochinillas

en el cultivo

No se observaron cochinillas muertas en las plantas tratadas ni en los testigos durante
el periodo de evaluacion. Debido a esta circunstancia no fue posible establecer ninguna prueba

estadistica y detectar diferencias entre los tratamientos.

Para la variable nimero de cochinillas vivas en hojas se realiz6 una regresion de
Poison para determinar el valor de (p) en las diferentes combinaciones lineales, donde
tomando una constante se realizaron contrastes para compara un tratamiento frente a los
demés (Anexo.7). Para las combinaciones 1, combinacion 2, combinacion 3, combinacién 5,
combinacion 6, combinacion 8, combinacién 9, combinacion 10, combinacion 11,
combinacion 13, combinacion 14, combinacion 15 el valor (p=0,0001) indicando diferencias
significativas para cada unas de las combinaciones. Para las combinaciones 4, combinacion 7,
combinacidén 12 el valor (p=0,5576), (p=0,0846) y (p=0,6854) respectivamente, indicando que

no hay diferencias significativas para cada unas de esas combinaciones (Cuadro 9).
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Cuadro 9 Contraste de hipétesis para combinaciones lineales entre los tratamientos evaluados para la
variable nimero de cochinillas vivas en hojas

Combinacion lineal Contrastes gl Chi2 p-valor
Comb.1 Trat. 1 vs Trat. 2 1 69.73 <0.0001
Comb.2 Trat. 1vsTra. 3 1 20.81 <0.0001
Comb.3 Trat. 1vs Trat. 4 1 98.72 <0.0001
Comb.4 Trat. 1vs Trat. 5 1 0.34 0.5576
Comb.5 Trat. 1 vs Trat. 6 1 17.40 <0.0001
Comb.6 Trat. 2 vs Trat. 3 1 149.94 <0.0001
Comb.7 Trat. 2vs Trat. 4 1 2.97 0.0846
Comb.8 Trat. 2 vs Trat. 5 1 78.90 <0.0001
Comb.9 Trat. 2 vs Trat. 6 1 142.47 <0.0001
Comb.10 Trat. 3vs Trat. 4 1 186.05 <0.0001
Comb.11 Trat. 3vs Trat. 5 1 15.95 0.0001
Comb.12 Trat. 3vs Trat. 6 1 0.16 0.6854
Comb.13 Trat. 4 vs Trat. 5 1 109.17 <0.0001
Comb.14 Trat. 4 vs Trat. 6 1 178.26 <0.0001
Comb.15 Trat. 5vs Trat. 6 1 12.96 0.0003

Total - 15 -1.26 >0.9999

Prueba Regresion Poisson

El valor (p<= 0,05) indica diferencias significativas

Para determinar en cuales de los tratamientos hubo una menor presencia de cochinillas
se realizaron comparaciones de medias y se aplicaron contrastes para determinar en cuales de

ellos existia diferencias significativas (Cuadro 10).

Cuadro 10 Estimacion de medias y salida realizada por contrastes para la variable nimero de
cochinillas vivas en hojas

Tratamientos  Descripcion Medias
3 (FPBC1) 12 a
6 (FPBCO) 13 a
5 (FLBCO) 18 b
1 (FLBC1) 19 b
2 (FLBC2) 35
4 (FPBC2) 39
7 Testigo 102 d

Prueba Regresién Poisson
Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)
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Para la variable nimero de cochinillas vivas en hojas, se pudo observar una alta
variabilidad en el niumero de insectos en cada unas de las plantas muestreadas dentro de cada
tratamiento durante el periodo de evaluacion. En este periodo el tratamiento que obtuvo la
menor presencia de cochinillas fue el tratamiento 3, constituido por la formulacion en polvo y
la concentracion alta (FPBC1). Este, a su vez, no tuvo diferencias significativas con el
tratamiento 6, constituido por la formulacion en polvo y la concentracion cero (FPBCO). Lo

que descarta que el hongo haya sido el que causo la reduccidn en la presencia de cochinillas.

A pesar de que el niumero de cochinillas observadas en las plantas muestreadas dentro
de los tratamientos fue muy variable para cada fecha de evaluacion, para la variable de
interaccion tratamiento - estratos de la planta se encontraron diferencias significativas para los
tratamientos (p=0,0001), para los estratos de la planta (p=0,0001) y para la interaccién
tratamientos - estratos (p=0,0001). Donde tomando un tratamiento como constante se
compara: un tratamiento frente a los demés (Trat 1 vs resto), y tomando un estrato de la planta
como constante lo compara con los deméas (EP 1 vs resto) y donde compara la interaccion

tratamiento- estratos de la planta o (Trat 1 wvs EP 1 'y el resto).
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Cuadro 11 Estimacion de parametros para la variable de interaccion Tratamiento - estratos de la
plata

Wald LI Wald LS Wald

Parametros Est. E.E. (95%) (959%) Chiz p-valor
Constante 2,04 0,09 1,85 2,22 477,12 <0,0001
Tl -1,13 0,19 -1,50 -0,76 36,00  <0,0001
T2 -1,49 0,22 -1,91 -1,06 46,88  <0,0001
T3 -1,65 0,23 -2,11 -1,20 50,51  <0,0001
T4 0,43 0,12 0,19 0,66 12,60 0,0004
T5 -0,68 0,16 -1,00 -0,37 18,06  <0,0001
T6 -0,79 0,17 -1,12 -0,47 22,56  <0,0001
EP1 2,26 0,10 2,07 2,45 532,32  <0,0001
EP2 1,04 011 0,82 1,25 91,06  <0,0001
T1 _EP1 -0,60 0,20 -1,00 -0,20 8,59 0,0034
T1 _EP2 -0,54 0,23 -1,00 -0,08 5,20 0,0226
T2_EP1 0,53 0,22 0,09 0,97 5,49 0,0192
T2_EP2 0,18 0,25 -0,30 0,67 0,55 0,4599
T3_EP1 -0,49 0,25 -0,98 -8,80E-04 3,86 0,0496
T3_EP2 -0,39 0,28 -0,95 0,17 1,87 0,1716
T4_EP1 -2,28 0,15 -2,57 -2,00 247,22 <0,0001
T4_EP2 -0,71 0,15 -1,00 -0,42 23,32 <0,0001
T5_EP1 -1,53 0,19 -1,89 -1,16 66,29  <0,0001
T5_EP2 -0,50 0,20 -0,89 -0,11 6,42 0,0113
T6_EP1 -1,83 0,20 -2,23 -1,43 81,03  <0,0001
T6_EP2 -0,78 0,21 -1,20 -0,36 13,32 0,0003

Prueba Regresién Poisson

El valor (p<=0,05) indica diferencias significativas

En la Figura 5 podemos notar que hay una clara diferencia en cuanto al nimero de
cochinillas presente en la interaccion Tratamiento — Estratos de la planta, donde el testigo se
diferencia de los demas por tener una mayor presencia de cochinillas. En la figura 6 los
Tratamientos 1 (FLBC1) y 3 (FPBC1) son los que presentan una diferencia significativa

mayor. Siendo el Tratamiento 3 el que tiene una mayor diferencia.
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Figura 6 Conteo de cochinillas en la interaccion Tratamiento — Estratos de la planta

Los resultados evaluados para la variable presencia y ausencia de cochinillas indican
que hubo diferencias significativas para los bloques (p=0,0007), siendo el bloque 2 el que tuvo
una menor presencia de cochinillas. Mientras que entre los blogues 3 y 1 no hubo diferencias
significativas. Para los 6 tratamientos no se observaron diferencias significativas (p=0,6084) lo

que indica que son todos iguales al testigo.

Cuadro 12 Analisis de varianza basado en las sumas de los porcentajes de Blogues para la variable

presencia y ausencia de cochinillas

Bloques Medias n
B2 0,54 7 a
B3 0,68 7 b
Bl 0,78 7 b

Prueba LSD de Fisher = 0,05
Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)
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Cuadro 13 Andlisis de varianza basado en las sumas de los porcentajes de los Tratamientos para la
variable presencia y ausencia de cochinillas

Tratamientos Medias n
T1 0,60 3 a
T6 0,64 3 a
T5 0,65 3 a
T3 0,65 3 a
T2 0,69 3 a
T4 0,71 3 a
T7 0,72 3 a

Prueba LSD de Fisher = 0,05
Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

4.2.2 Estimacion de la poblacion residual de cochinillas en el campo

En las pruebas preliminares para seleccionar el mejor método para la extraccion de la
cochinilla del suelo se pudo extraer el 90% de las cochinillas inoculadas en un tiempo de 20
minutos utilizando el método de separacion por flotacion (método 1), mientras que con el
segundo método, utilizando cribas, se extrajo un 76% de las cochinillas inoculadas,
requiriendo un tiempo aproximado de 60 minutos para procesar 3 muestras. En el segundo
método se utiliz6 bastante agua para el lavado de la cribas, se acumulé mucha basura de los
rastrojos del suelo y cuando las muestras fueron pasadas a platos petri para contar en el
estereoscopio, las cochinillas estaban en el fondo de los platos lo que dificultaba la visibilidad

y la extraccion.

En ambos métodos de extraccion se pudo observar que las cochinillas cuando son
incorporadas al suelo pierden gran parte de la capa cerosa que la cubre, aunque esto no impide
que las cochinillas floten cuando se le agrega agua en el balde. También se pudo observar que
los insectos de primeros estadios son muy dificiles de encontrar aiin con el uso de una lupa o
estereoscopio. Esto se debe al manejo del suelo donde los insectos de primeros estadios tienen
el cuerpo muy débil y son destrozados en el periodo de incorporacion, al igual que los que
logran sobrevivir son muy pequefios y se pierden entre los rastrojos. Basados en los resultados
de efectividad en la recuperacion de cochinillas se seleccion6é el método 1 como herramienta

para muestreo a nivel de plantaciones comerciales.

40



Debido a que los productores organicos de la zona de estudio no tenian campos listos
para la siembra durante el periodo que comprendié este trabajo de tesis, la deteccién de
poblaciones residuales de cochinillas en el suelo se realizo en campos de productores de pifia
bajo el sistema de produccion convencional. Pese a que la cochinilla es también un problema
en plantaciones convencionales, algunas précticas de manejo como la aplicacion al suelo de
insecticidas del grupo de los Carbamatos y, conjuntamente con las aplicaciones de herbicidas
en las plantaciones cosechadas para acelerar el proceso de secado de los rastrojos de cosecha,
al igual que las aplicaciones de cal (Hidroxido de calcio) como reductor de la acides del suelo,
reducen las poblaciones de cochinilla a niveles no detectables con el método seleccionado
(Vasquez 2000). Como resultado, no se encontraron cochinillas en los lotes de los productores
convencionales muestreados, por tanto no se presentan aca los mapas de distribucién
planteados en la metodologia. EI método de muestreo logrd detectar solamente insectos del
Orden Hemiptera, Familia Cydnidae, los cuales son reportados como plagas en otros cultivos
pero no eran el objetivo de este estudio.
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5 DISCUSION GENERAL
5.1.1 Preseleccion de cepas

El alto porcentaje de mortalidad que presentaron algunos de los tratamientos pudo
haberse debido, a que en esta fase a cada uno de los especimenes de cochinillas se les realizd
una aplicacion directa del inoculo asegurando el contacto de los hongos con el insecto,
también a que en esta etapa se trabajo bajo condiciones ambientales controladas de humedad y
temperatura. Investigaciones similares confirman los resultados obtenidos en esta prueba de
laboratorio; Tavassoli et al. (2008), evaluaron la eficacia de tres diferentes cepas de
entomopatogenos del hongo Metarhizium anisopliae para el control de &caros rojo de aves de
corral Dermanyssus gallinae in vitro. Los tratamientos fueron aplicados directamente sobre
grupos de 30 acaros de diferentes estadios, colocados en platos Petri con papel filtro
humedecido, encontrando que las tres cepas evaluadas presentaron una tasa de mortalidad de

45,1% a 100% a los 8 dias después de aplicados los tratamientos.

El alto porcentaje de control encontrado en los tratamientos que presentaban cepas
combinadas de Beauveria bassiana pudo haber sido el producto de un fuerte sinergismo que
aumento su virulencia. En estudios similares, Cardenas et al. (2007) evaluaron la eficacia de
mezclas de cepas del hongo Beauveria bassiana en el control de la broca del café. Evaluando
en el laboratorio y el campo la mortalidad de la broca, causada por seis mezcla de cepas de B.
bassiana. Encontraron que en laboratorio el porcentaje de mortalidad de las brocas por accién
de los tratamientos fluctud entre el 73,3 y 100% sin registrarse mortalidad en el testigo, y en
campo el porcentaje de mortalidad de las brocas estuvo entre el 50,3 y 66,6% utilizando una
concentracién de 1X10® y 1X10° conidios/arbol. Por el contrario Carvajal (1996), evalud
combinaciones de cepas de Beauveria sp. (Bals.) Vuill, Metarhizium anisopliae (Metch.) y
Bacillus popilliae (Dutky) para el control de larvas de Phyllophaga menetriesi (coleoptera:
Scarabaeidae) y demostrdé que aplicaciones combinadas de M. anisopliae y B. bassiana,
aplicadas subsecuentemente el mismo dia, redujeron la mortalidad a un 15% en comparacion
con aplicaciones individuales que presentaron un 52.5% de mortalidad; evidenciando un

posible antagonismo.

42



Las experiencias contrastantes do otros investigadores en cuanto al resultado de la
mezcla de cepas sobre su capacidad de producir mortalidad en los insectos plaga, hacen que se
deba ser precavido al utilizar esta técnica pues es posible perder cepas promisorias si se
encuentran en mezcla con otras capaces de antagonizar su actividad. Sin embargo, la ventaja
en cuanto al nimero de aislamientos que se pueden incluir en un proceso de seleccidn hace de
esta una técnica importante. En el caso de esta investigacion, la obtencion de un 100% de
mortalidad con uno de los tratamientos nos asegura que las cepas involucradas estan
expresando su virulencia sin problemas y para verificar si existio sinergismo en la mezcla se
procedid a la segregacion de las cepas dentro del grupo seleccionado en todas sus posibles
combinaciones probando su eficacia en la prueba bajo condiciones de invernadero, de la cual

se presentan resultados a continuacion.
5.1.2 Seleccion de cepas en invernadero

Los resultados observados demuestran el potencial de las cepas aplicadas para
controlar la plaga bajo las condiciones particulares del experimento y justifican la seleccion
final de la cepa para ser probada en la fase de campo. Pese a los resultados positivos de
control, estos no deben tomarse como datos concluyentes hasta validar su efectividad bajo el
habitat natural de la plaga. La metodologia usada en invernadero no simul6 bien las
condiciones naturales del cultivo o la plaga debido a que las cochinillas inoculadas aun no
estaban bien establecidas en las plantas de pifia haciéndolas quizds mas susceptibles a la
parasitacion por parte del hongo entomopatdgeno, también a que bajo invernadero las
condiciones ambientales son mas adecuadas para el establecimiento y supervivencia del hongo
y desarrollo de epizootias, al no estar expuestos a los rayos ultravioleta que matan a sus
conidios. Resultados similares obtuvo Shipp et al. (2003) quienes evaluaron la influencia de la
humedad y el microclima en invernadero sobre la eficacia de Beauveria Bastiana para el
control de los artropodos (Aphis gossypii, Frankliniella occidentalis y Trialeurodes
vaporariorum) en el invernadero. Encontrando que la infeccion en adultos de A. gossypii, F.
occidentalis y T. vaporariorum alcanzaron niveles de 71 a 77% de mortalidad, manteniendo
una humedad relativa de 89 a 97% durante un periodo de tiempo de 7 dias a una temperatura
de 25°C. Por otra parte a nivel de invernadero tampoco se cuenta con la presencia de las
hormigas que suelen crear una cubierta de suelo sobre las colonias de cochinillas para

protegerlas. Esta barrera fisica que se da en condiciones de campo disminuye sensiblemente la
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efectividad de la aplicacidn del biocontrolador al no permitir que este entre en contacto con el
cuerpo de las cochinillas. Este contacto es primordial para que se dé la germinacion del hongo

con la subsecuente infeccion y muerte del insecto.

5.1.3 Estimacion de la efectividad de los hongos para el control de cochinillas

en el cultivo

Basados en los resultados observados en las fases de laboratorio e invernadero se
podrian sugerir algunas posibles razones por las cuales no se obtuvo control a nivel de campo.
Entre ellas se puede remarcar que el hongo necesita entrar en contacto directo con la cuticula
de los insectos para germinar y causar mortalidad. Esto pudo haber sido dificultado por las
barreras fisicas a nivel de campo que se suman a la cubierta de cera que estas tienen. Por el
sistema de distribucion de la plaga, la cual se presenta por focos y esos focos a su vez en
colonias. Por la ubicacion donde las cochinillas normalmente se encuentran (el envés y en el
interior de las axilas de las hojas) lugar a donde es dificil llegar con los volumenes de

aplicacion utilizados.

Por otra parte la presencia de hormigas (Solenopsis geminata) en todas las plantas
donde se encuentran las cochinillas pudo haber jugado un papel importante. S. geminata
construye una cubierta de tierra en torno a la colonia de cochinillas para protegerlas del sol,
agua y cualquier patégeno que pueda eliminarla. Las hormigas también son el primer factor de
dispersion de las cochinillas. En estudios realizados por Daane et al. (2007), quienes evaluaron
la relacion entre hormigas argentinas (Linepithema humile), cochinillas (Pseudococcus
viburni) y varias especies de enemigos naturales (Pseudaphycus flavidulus y Leptomastix
epona) en vifiedos de California, demostraron que la densidad y los niveles de infestacion méas
altos de cochinillas en frutas se dieron donde hubo una mayor presencia de hormigas. Por el
contrario, donde hubo una menor presencia o exclusion de hormigas la infestacion fue menor.
Los autores documentaron la presencia de un mutualismo entre la hormiga y el homdptero,
donde los fluidos que salen de las cochinillas alimentan a las hormigas y éstas protegen a las
cochinillas de los enemigos naturales. Por el contrario Ostos (2006), evalud la influencia de
caracteristicas del paisaje y practicas de manejo sobre la incidencia de cochinillas (Hemiptera)
en Alpinia purpurata (Vieill) K. Schum. Encontrando que no hay relacién entre las hormigas
con la distribucién de la poblacion de cochinillas en el cultivo. En contraste con Ostos, en el
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presente estudio pudimos notar que la abundancia de hormigas dentro de la pifia resulta ser un
indicador de la presencia de cochinillas, mas ain si estas se encuentran aglomeradas en
lugares como el tronco o base de la planta y en hojas cercanas a la base. Durante todo el
periodo de evaluacion se observo esta fuerte asociacion, a tal punto que la detencion de los
focos de cochinillas se podia realizar tomando como referencia la presencia de hormigas en la
base de la planta. Por tal razon la eliminacion de estos formicidos podria ayudar a disminuir el
ataque generalizado de las cochinillas en el cultivo, y se pueden tomar estos focos como punto

criticos de contaminacion donde hay que realizar aplicaciones dirigidas para el control de la

plaga.

Otro factor que pudo disminuir la efectividad de los hongos fue el aumento en la
intensidad de las lluvias que cayeron durante las Ultimas 3 aplicaciones las cuales pudieron

haber disminuido la concentracion del in6culo debido al lavado.

La evaluacion de la efectividad de los hongos entomopatégenos va en incremento
segln nos aproximamos a las condiciones normales del cultivo y la plaga. Este trabajo
presenta porcentajes de mortalidad de la plaga muy promisorios a nivel de laboratorio e
invernadero, pero las condiciones de campo no permitieron constatar que estos resultados sean
extrapolables. Los maltiples factores biofisicos que intervienen a nivel de campo, aunados a
los especificos sugeridos en este trabajo, convierten la falta de mortalidad en una incdgnita
cuya respuesta puede ser de alta complejidad. El nivel de detalle y esfuerzo utilizado en este
trabajo para detectar la mortalidad en campo son dificilmente utilizados por el productor para
constatar la efectividad de los tratamientos que utiliza para control de esta plaga. Esto es de
gran importancia como una consideracion para futuros trabajos en este campo pues se
demuestra que la verdadera efectividad del hongo entomopatégeno seleccionado para el
control de cochinilla, en este u otros cultivos, debe comprobarse a nivel de campo. Ademas
hay que rescatar que si la cepa seleccionada ha demostrado ser capaz de causar altos niveles de
control del insecto, se debe invertir mas tiempo en investigaciones dirigidas a lograr en campo

la repetitividad de los resultados observado en laboratorio.

En la produccion pifiera se utiliza una gran cantidad y diversidad de agroquimicos muy téxicos
y peligrosos, ya que son parte de un paquete tecnoldgico destinado al control de enfermedades,

plagas y arvenses. Para el control de enfermedades los fungicidas que mas se utilizan son:
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Aliette® 80WP (Fosetil-Al), Ridomil Gold®SL (Metalaxil) y Benomyl. El control de plagas
se realiza mediante el uso de insecticidas como: Diazinon, Carbaryl®48 SC (Carbaril),
AMDRO® (Hidrametilon), como nematicidas estan: Mocap (ethoprophos), Vidate (Oxamil),
Furadan® 48F (Carbofurn). A esto se les suman el uso de herbicidas (Bromacil), coadyubantes
y reguladores de crecimiento, los cuales se mueven facilmente a través del suelo, por lo que
llegan a los mantos acuiferos y los contaminan (Soler et al. 2001). Esto atenta contra la salud
humana, animal y en contra del recurso natural mas importante de todos: el agua. EI mal uso y
manejo de agroquimicos eventualmente conlleva al incumplimientos de requisitos interpuestos
por los principales mercados de exportacion (Europa y Estados Unidos) de pifia Costarricense,
poniendo en peligro al sector pifiero. La exportacion de pifia en la actualidad realiza una
contribucion al PIB de un 0,08%, con un crecimiento porcentual del sector de 32,4%
comparado con el crecimiento porcentual de Costa Rica, que es un 5,09%, generando 14,000
empleos directo (CANAPEP 2008). Por tal razon realizar investigaciones como esta focalizada
en generar alternativas para disminuir el uso de quimicos mediante la aplicacion del control
biolégico, son necesarias para alcanzar una agricultura mas sostenible y amigable con el
ambiente al mismo tiempo que se asegura la continuidad en el acceso a los mercados

internacionales.
5.1.4 Estimacion de la poblacién residual de cochinillas en el campo

Desarrollar herramientas para detectar posibles focos de infestacion por cochinillas en
campos en preparacion para la resiembra de pifia ofrece una gran ventaja para el manejo
oportuno y focalizado. Siendo esta una plaga fitéfaga se presume que su supervivencia durante
el tiempo de preparacion del terreno, cuando el cultivo no esta presente, podria darse en
rastrojos de cosecha u hospederos alternos. Utilizando los dos métodos propuestos para este
estudio, fue posible detectar un buen porcentaje de las cochinillas artificialmente inoculadas
en las muestras de suelo evaluadas a nivel de laboratorio. En ambos métodos de extraccion se
pudo observar que las cochinillas cuando son incorporadas al suelo pierden gran parte de la
capa cerosa que la cubre, aungue esto no impide que las cochinillas floten cuando se le agrega
agua en el balde como método de deteccion. También se pudo observar que los insectos de
primeros estadios son muy dificiles de encontrar ain con el uso de una lupa o estereoscopio.
Esto podria deberse a que con el manejo durante su incorporacion en las muestras de suelo los

insectos de estadios tempranos pueden ser triturados ya que tienen el cuerpo muy débil, al
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igual que los que logran sobrevivir son muy pequefios y se pierden entre los rastrojos. Aun con
la limitante al detectar estadios pequefios de la cochinilla, los métodos lograron detectar
hembras adultas. Esto es muy importante ya que estas hembras son las responsables de
depositar los huevos que daran origen a las nuevas infestaciones dentro de la plantacion de
pifia. Basados en los resultados de efectividad en la recuperacion de cochinillas y en el menor
tiempo y equipo requerido para su ejecucion, se seleccion6 el método 1 como herramienta
para muestreo a nivel de plantaciones comerciales. Este método requiere Unicamente de baldes
y una provision de agua para ser ejecutado y se considera factible de realizar por todos los
productores. Una desventaja de los métodos de monitoreo es que requieren de una alta
inversion en mano de obra y andlisis pero pueden ser la base para iniciar el control eficiente de

la plaga.

Hubo cambios en la planificacion para la fase de deteccion de cochinillas a nivel de
plantacion comercial, bajo las condiciones normales en las que este método propuesto seria
aplicado. Debido a que los productores organicos de la zona de estudio no tenian programada
la preparacion de suelo y siembra durante el periodo que comprendio este trabajo de tesis, la
deteccidn de poblaciones residuales de cochinillas se realiz6 en campos de productores de pifia
bajo el sistema de produccion convencional presentes en la misma zona. Pese a que la
cochinilla es también un problema en plantaciones convencionales, las poblaciones en los
campos seleccionados estuvieron por debajo de los niveles detectables con el método
utilizado. Como resultado, no se encontraron cochinillas en los lotes de los productores
convencionales muestreados, por tanto no se presentan aca los mapas de distribucion
planteados en la metodologia. EI método de muestreo logrd detectar solamente insectos del
Orden Hemiptera, Familia Cydnidae, los cuales son reportados como plagas en otros cultivos
pero no eran el objetivo de este estudio. Esto pudo deberse a que en los campo a nivel
convencional las practicas de manejo de residuos son muy diferentes a las realizadas en
campos organicos debido a las restricciones de las certificadoras. En los campos
convencionales la aplicacion al suelo de insecticidas del grupo de los Carbamatos v,
conjuntamente con las aplicaciones de herbicidas en las plantaciones cosechadas para acelerar
el proceso de secado, al igual que las aplicaciones de cal (Hidréxido de calcio) como reductor
de la acides del suelo limitan la presencia de cochinillas (Vasquez 2000). En cambio en

campos de productores organicos no pueden realizar aplicaciones de Carbamatos y menos usar
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herbicidas para acelerar el proceso de secado de los rastrojos, los cuales son chapeado por los
productores y depositados en medio de las hileras. Otros utilizan una trituradoras pero estas
pueden dejar rastrojos de un tamafio considerable, donde pueden alojarse las cochinillas El
periodo de descomposicidn de los rastrojos de pifia tarda aproximadamente de tres a cuatro
meses incluso encontrdndose partes vegetativas verdes aun cuando se esta realizando las
nuevas siembras (Fuentes 2007). Los cuales pueden ser un foco de incidencia de cochinilla si
la plaga puede vivir en esos rastrojos y reproducirse aceleradamente tomando en cuenta el
ciclo bioldgico de las cochinillas, el cual es de tres meses alcanzando su madurez sexual a los

34 dias aproximadamente.

Otro factor importante de mencionar es que al realizar observaciones al alrededor de
las fincas muestreadas se pudo constatar que los productores utilizan como barreras vivas en
sus cultivos de pifia, plantas de Hibiscus cominmente conocida en Costa Rica como campana
y en otros paises de Latinoamérica como cayena. Se observaron también la utilizacion de
eucalipto como barrera y plantacién forestal al alrededor de las fincas. Las cuales son plantas
ornamentales y forestales identificadas como hospederas de cochinillas, por lo que hay que
prestar mucha atencion a las plantas utilizadas para tal fin. Al igual se realizaron
observaciones en cuanto a las plantas que se desarrollan dentro de los cultivos ya establecidos
y se determiné la presencia de arvenses de la familia cyperaceae, las cuales son altamente
hospederas de la plaga, encontrandose cochinillas alojadas en la parte radical de las plantas.
Martinez et al. (2005), evaluaron la fauna de chinches harinosas (Hemiptera: Coccoidea)
asociada a plantas de interés como son: Hibiscus sp, Gliricidia sepium, Erythrina abyssinica y
Eucalyptus sp. Dentro de las cuales encontraron nueve especies de chinches perteneciente a
seis géneros, entre las cuales encontraron: Dysmicoccus bispinosus (25,92%), Dysmicoccus
brevipes (11,11%), Paracoccus marginatus (22,22%), Nipaecoccus nipae (11,11%), las cuales
acumulan el 70,36 % de la poblacion total encontradas; mientras que el resto, Planococcus
minor (3,70%), Pseudococcus longispinus (7,40%), Pseudococcus sp. (3,70%), Dysmicoccus
grassii (7,40%) y Ferrisia virgata (7,40%), presentaron una frecuencia muy baja; al aparecer
una o dos especies por tipo de planta. La existencia de hospederos alternos de cochinillas
alrededor del cultivo de pifia y de plantas arvenses dentro del cultivo, puede estar favoreciendo
la presencia de la plaga y permitiendo la continuidad de su ciclo reproductivo en periodos en
los que el cultivo no esta presente. EI manejo integral de la cochinilla dentro del cultivo debe
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tomar en cuenta la amenaza potencial de las especies utilizadas como barreras, cercas vivas,
malezas e incluso los usos de la tierra aledafas al cultivo, dado que estos reservorios de plaga

hacen maés dificil el manejo y estrategias de control.
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6 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Fase de laboratorio

6.1.1 Preseleccidn de cepas

El tratamiento BII, constituido por cuatro cepas del hongo entomopatégeno Beauveria
bassiana (A3; 0421; 0410; B-B56-16) presentd el mayor porcentaje de mortalidad de
cochinillas y un alto porcentaje de insectos muertos con esporulacion de hongo en el periodo

de evaluacion.

Existe un sinergismo marcado entre las mezclas de cepas de Beauveria bassiana

evaluadas en la prueba de laboratorio.

Se recomienda realizar aislamientos de hongos entomopatégenos nativos de la zona de
estudio, para evaluar el potencial de control sobre la cochinilla (D. brevipes) bajo condiciones

de laboratorio, invernadero y campo.
6.1.2 Seleccion de cepas en invernadero

Los tratamientos 12, 11 y 9 presentaron los mayores porcentajes de mortalidad de

cochinillas en la prueba de invernadero (86,67; 85,58 y 84,62 % respectivamente).

El tratamiento 3 (cepa 0410) con un 82,76% fue la mejor alternativa para la evaluacion
de campo, debido a la dificultad que implica el proceso de produccién y manejo de varias
cepas en forma combinada, ademéas no presentd diferencias estadisticas con los anteriores

tratamientos.

En invernadero no hubo presencia de hormigas, la cual facilité que el hongo entrara en

contacto directo con la plaga lo que caus6 un mayor porcentaje de mortalidad.

Para mejorar las condiciones de seleccién de cepas a nivel de invernadero, se
recomienda darle un mayor tiempo de adaptacion a las cochinillas inoculadas en las plantas

para que estas se coloquen en posiciones que normalmente utilizan bajo condiciones naturales.
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También extender el periodo de evaluacion de los hongos incluyendo mayor ndmero de
formulaciones y métodos de aplicacion.

6.2 Fase de campo

6.2.1 Estimacion de la efectividad de los hongos para el control de cochinillas

en el cultivo

No se encontraron cochinillas muertas en las evaluaciones realizadas, lo que indica que
el hongo Beauveria bassiana en campo no tiene ningun efecto sobre la mortalidad de las

cochinillas bajo las condiciones en que fue aplicado en este estudio.

Se recomienda seguir investigando el por qué esta cepa que obtuvo un excelente
resultado en la fase de laboratorio, cuando se llevé a campo no present6 efecto alguno. Esto
porque los productores estan usando este hongo como una alternativa al manejo de cochinillas
sin tener un estudio de rigor cientifico que demuestre cual es el porcentaje real de control
obtenido con estos productos a nivel de plantaciones comerciales. También se recomienda
realizar un estudio con aplicaciones del hongo durante el ciclo completo del cultivo y en
diferentes etapas de este, para determinar en que etapa del cultivo es mas eficiente realizar
aplicaciones del hongo y en cuales no es recomendable. Se recomienda llevar a cabo estudios
de frecuencias de aplicacion en campo asi como estudios de dosis letales para no tener que
utilizar mas ingrediente activo que lo necesario. También se hace necesario desarrollar
mediciones de las condiciones macro y micro climéticas para relacionarlas con el desempefio
del hongo y poder definir cual es el mejor momento para la aplicacién. Se recomienda realizar
estudios con el fin de determinar si la adaptabilidad y virulencia de los hongos aplicados en el
campo, son afectadas por el manejo de la pifia como monocultivo y evaluar si el microclima
generado en sistemas agroforestales y de policultivos favorece la efectividad de hongos

entomopatogenos.

Para la variable numero de cochinillas vivas en hojas se descarta que el hongo
(Beauveria bassiana) haya sido el que causo una disminucion en la presencia de cochinillas en
el cultivo, debido a que en este periodo el tratamiento que obtuvo la menor presencia de
cochinillas fue el tratamiento 3, constituido por la formulacion en polvo y la concentracién

alta. Este, a su vez, no tuvo diferencias significativas con el tratamiento 6, constituido por la
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formulacién en polvo y la concentracién cero. Se recomienda hacer aplicaciones tomando en
cuenta las condiciones climaticas, las cuales en este estudio fueron negativas para el
establecimiento del hongo en el campo, debido a las constantes Iluvias después de realizadas

las aplicaciones.

Para la variable de interaccion tratamiento — estratos de la planta (presencia de
cochinillas en los diferentes estratos de la plantas), se descarta la posibilidad que el hongo
haya inducido que las cochinillas se concentraran mas en la parte inferior de la planta. Esto
debido al aumento en la intensidad de las lluvias que cayeron durante las ultimas 3
aplicaciones, las cuales pudieron haber ocasionado que las cochinillas no ascendieran a las
partes superior de la planta para protegerse de la humedad, la cual es un factor negativo para
su reproduccion y dispersion. Al igual que por naturaleza la plaga vive en las raices y base de

las plantas para estar protegida de los rayos solares.

Para la variable presencia y ausencia de cochinillas en el cultivo se determin6 que la
aplicacion del hongo no logré disminuir la presencia de las cochinillas en las plantas. Por tal

razon se recomienda estudiar mas sobre el sistema de agregacion y dispersién de la plaga.

Existe un mutualismo entre los formicidos y el homdptero, los cuales protegen las
cochinillas creandoles una cubierta de tierra en torno a la colonia protegiéndolas de los rayos
solares, la lluvia, de los depredadores y parasitoides y de cualquier patdégeno que pueda

causarles mortalidad.
6.2.2 Estimacion de la poblacién residual de cochinillas en el campo

Para la extraccion de cochinillas en el suelo se determind utilizar el método 1
(deteccion de las cochinillas por flotacién en agua), el cual obtuvo un mayor porcentaje de
insectos recuperados en las evaluaciones que se les realizaron en el laboratorio, al igual que es
mas facil su aplicacion a nivel de campo, se reduce al maximo la utilizacion de agua y se
empleo un menor tiempo durante la evaluacion. Por lo que se recomienda aplicarla a nivel de

campo para asi validarla o modificarla.

Para la deteccion de poblaciones residuales de cochinilla en campo no se pudieron

realizar los mapas de agregacion porque en las evaluaciones realizadas no fueron detectadas,
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por lo que se recomienda aplicar esta metodologia de extraccién de cochinillas en campos de
productores de pifia organica durante la época de siembra, ya que ellos tienen un manejo de
residuos y de aplicaciones en sus campos diferentes a los productores convencionales que

propician la permanencia de poblaciones residuales de la plaga.

En observaciones realizadas sobre plantas hospederas de cochinillas, se pudo constatar
varias plantas las cuales son hospederas de la plaga como son: Hibiscus, Cyperaceae y
Eucalyptus. Se recomienda tomar en consideracion estas plantas para uso en barreras vivas, al
igual que se recomienda realizar una investigacion mas profunda sobre la presencia de

cochinillas en estos hospederos alternos los cuales son muy utilizados en el &rea pifiera.
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Anexo 1. Datos acumulados del porcentaje de cochinillas muertas y porcentaje con presencia de

hongos
No. No. Con % % presencia con

Tratamientos | Repeticiones | muertas hongos mortalidad | hongos

Bl 1 7 5 70 71,43
Bl 2 8 3 80 37,50
Bl 3 5 5 50 100,00
Bl 1 10 4 100 40,00
Bl 2 10 4 100 40,00
Bl 3 10 6 100 60,00
Bl 1 3 0 30 0,00
Bl 2 4 0 40 0,00
Bl 3 3 2 30 66,67
MI 1 4 1 40 0,00
MI 2 6 0 60 0,00
Ml 3 4 3 40 75,00
Mill 1 10 2 100 20,00
Mill 2 8 3 80 37,50
Mill 3 3 3 30 100,00
PI 1 4 1 40 25,00
PI 2 3 0 30 0,00
PI 3 4 2 40 0,00
Testigo 1 0 0 0 0,00
Testigo 2 0 0 0 0,00
Testigo 3 0 0 0 0,00

Anexo 2 Analisis de varianza para las variables porcentaje de mortalidad y porcentaje de cochinillas

con presencia de hongo

Analisis de la varianza
Variable N R?2 R2 Aj CV
$ mortalidad 21 0,84 0,77 31,17

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 18428,57 6 3071,43 12,40 0,0001
Tratamientos 18428,57 6 3071,43 12,40 10,0001
Error 3466, 67 14 247,62
Total 21895, 24 20

Analisis de la varianza
Variable N R? R? Aj CV
% presencia con hong 21 0,47 0,24 94,68

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 11343,17 6 1890,53 2,05 0,1255
Tratamientos 11343,17 6 1890,53 2,05 0,1255
Error 12892,01 14 920,86
Total 24235,18 20
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Anexo 3 Numero de esporas, conidios por gramos de arroz y gramos de arroz utilizados para las dos
aplicaciones en invernadero

NUmero de esporas Conidios/gramo Gramos de arroz
Cepas | 1% conteo |2% conteo | 1% conteo |2%° conteo |1™aplicacion |2 aplicacion
A3 12,83 16,50 2,6X10°| 3,3X10° 384.61 303.03
0421 22,50 16,50| 4,5X10°| 3,3X10° 222.22 303.03
0410 64,33 79| 1,3X10°| 1,6X10° 76.92 62.50
G-BSG-16 39 46| 7,8X10°| 9,2X10° 128.20 108.70

Nota: Los gramos de arroz fueron calculados para 2000 ml de suspensién a una concentracion de 5X10°
conidios/ml

Anexo 4 Calculo total de la suspension en ml para las siete repeticiones de cada tratamiento

Tratamientos a b C d
Tl a 455

T2 b 455

T3 ¢ 455

T4 d 455
T5 ab 227,5 227,5

T6 ac 227,5 227,5

T7 ad 227,5 227,5
T8 bhc 227,5 227,5

T9 hd 227,5 227,5
T10 cd 227,5 227,5
T11 abc 151,69 151,69 151,69

T12 acd 151,69 151,69 151,69
T13 abd 151,69 151,69 151,69
T14 bed 151,69 151,69 151,69
T15 abcd=BlII 113,75 113,75 113,75 113,75
Total 1706,32 1706,32 1706,32 1706,32

Anexo 5 Analisis de varianza para la variable rangos porcentaje de mortalidad de cochinillas

Analisis de la varianza
Variable N
RANG % mortalidad 82

R2
0,50

R?2 Aj CV
0,32 42,16

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 18300,01 21 871,43 2,85 0,0008
Bloque 4971,81 6 828,63 2,71 0,0215
Tratamiento 13328, 20 15 888,55 2,90 0,0017
Error 18363,49 60 306,06
Total 36663,50 81
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Anexo 6 Parametros para las combinaciones lineales entre los tratamientos evaluados para la
variable nimero de cochinillas vivas en hojas

Wald Wald Wald

Parametros Est. E.E. LI(95%) LS(95%) Chi? p-valor
Constante 3.84 0.05 3.75 3.93 6725.67 <0.0001
Cat_Bloque_B1 1.40 0.05 1.31 150 869.29 <0.0001
Cat_Bloque_B2 0.43 0.05 0.33 0.54 62.63 <0.0001
Cat_Tratamiento_T1 -1.66 0.06 -1.79 -1.54  679.86 <0.0001
Cat_Tratamiento_T2 -1.06 0.05 -1.15 -0.96 44413 <0.0001
Cat_Tratamiento T3 -2.09 0.08 -2.24 -1.94  741.33 <0.0001
Cat_Tratamiento_T4 -0.95 0.05 -1.05 -0.86 390.24 <0.0001
Cat_Tratamiento_T5 -1.71 0.07 -1.84 -1.59 691.32 <0.0001
Cat_Tratamiento_T6 -2.05 0.08 -2.20 -1.90 738.92 <0.0001

Valor gl
Log Likelihood 10927.77 96
Deviance 6392.19 96
Escala (fijada) 1.00
F.V. gl -2[LO-L1] p-valor
Cat_Bloque 2 1270.18 <0.0001
Cat_Tratamiento 6 2108.80 <0.0001

Anexo 7 Contrastes para las combinaciones lineales entre los tratamientos evaluados para la variable
numero de cochinillas vivas en hojas

Parametro

Constante
Blogue_B1
Bloque_B2
Tratamiento_T1
Tratamiento_T2
Tratamiento T3
Tratamiento T4
Tratamiento_T5
Tratamiento_T6

cocoocooLroocolrn
cocoolLlorooco|ind
colLoorocoocolwn
ol ooorooo|ln
iNNoNeoNeNol Yo NoNalli Ne)
cocoolLlroocoocojon
colLloroocoo|lgn
ol oor oocooo|lnd
b OO O, OO0 O0O|lwD
colLlroocoocool50
olLloroocoocoolR0O
Lrooroocoooollbo
oLlrooocoocoooll;O
LroroooocooolR0O
bBrProooocoocoolljo

Nota: la letra C indica las combinaciones realizadas y los tratamientos y bloques los parametros contractados.

Anexo 8 Anélisis de varianza para la variable presencia y ausencia de cochinillas

Analisis de la varianza
Variable N R? R? Aj CV
Valor s 21 0,73 0,55 13,01
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Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,25 8 0,03 4,10 0,0143
BLOQ 0,21 2 0,11 14,08 00,0007
TRA 0,03 6 0,01 0,77 10,6084
Error 0,09 12 0,01
Total 0,34 20
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