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SINTESIS

La tesis abarca estudios sobre la bioecologia y lucha bioldgica contra Pseudacysta perseae
(Heid.) (Heteroptera: Tingidae). Estos estudios permitieron conocer que el ciclo biolégico de
P. perseae a 20°C, 22°C, 25°C, 28°C, y 30°C es de 42, 34, 28, 24, y 21 dias
respectivamente. Las unidades de calor para completar el ciclo son 434,8°C, y el Cero
Bioldgico es 9,9°C. En la regién de Villa Clara, esta chinche completa 11,27 generaciones al
ano, con el mayor numero de ellas entre mayo y septiembre, lo que coincide con la época de
cuajado y desarrollo acelerado de los frutos del aguacatero. Se describen e ilustran todos
los estados de desarrollo del insecto. Se elaboré una clave dicotomica para la diferenciacion
de los instares ninfales. Los huevos son depositados en la superficie de las hojas y por el
envés. Las excretas que los cubren contienen dos fracciones correspondientes a
carbohidratos, y también los elementos metalicos Mg, Ca, Fe, Cu, Zn, K, y Na. El hongo
Penicillium sp. se encuentra invariablemente asociado a las puestas de P. perseae. Los
sintomas de decoloraciéon de las hojas asociados a la alimentacion de las chinches son
detectables a las 24 horas de implantadas las colonias. Colletotrichum gloeosporioides
Penz. fue aislado a partir de los bordes en la necrosis causada por el ataque de P. perseae.
En Cinnamomun camphora (L.) Nees & Eberm. (Lauraceae) se encontraron dafos tipicos
del insecto. Se detectaron los hongos entomapatégenos Beauveria bassiana (Bals.) Vuill.,
Hirsutella verticilliodes Charles e Hirsutella guyana Minter y Brady. parasitando ninfas y
adultos, un acaro fitoseido predando huevos y Paracarnus cubanus Bruner
(Heteroptera:Miridae), Paracarnus myersi China (Heteroptera:Miridae), y
Termathophylidea gisselleae Grillo (Heteroptera:Termatophylidae) predando ninfas y
adultos de P. perseae en condiciones de campo. Los adultos de P. perseae resultaron
susceptibles a B. bassiana, Beauveria brongniartii (Sacc.) Petch., Fusarium sp.,
Aspergillus flavus Link., Hirsutella sp., Metarrhizium anisopliae (Metsch.) Sorok., y
Verticillium lecanii (Zimm.) Viégas aplicados como suspensiones de esporas
(10’esporas/mL) en condiciones de laboratorio. Aplicaciones de B. bassiana, M. anisopliae
y V. lecanii (4 L/arbol y 4x10" esporas/arbol) en condiciones de campo brindaron
protecciéon 92 dias después de aplicados con mas de 70% de efectividad técnica. Las
poblaciones de adultos mas ninfas fueron menores en los arboles tratados con hongos
entomopatégenos respecto a las del Testigo. Desde el punto de vista economico la
aplicacién de B. bassiana (4 L/arbol y 4x10 "' esporas/arbol) en condiciones de campo,

resultd el mejor tratamiento con el menor costo/dia (0, 10 pesos).



1. INTRODUCCION

El género Persea Mill (Ranales: Lauraceae) cuenta con 63 especies diseminadas por

Norteamérica, América del Sur y Las Antillas.

El aguacate, Persea americana Mill., cuya sinonimia mas conocida es Persea gratissima
Gaertn., es sin dudas, la especie mas valiosa como fruta dentro de su género (Canizares,
1974). Catalogada por Pena et al. (1996) como el “Rey de los frutos”, pues de las frutas
conocidas es la que posee mas elementos nutritivos, tales como glucidos, vitaminas,
minerales, ademas de tener un agradable sabor. Estas cualidades afirman su uso cada vez
mayor en la dieta humana, pudiendo consumirse como fruta fresca preferentemente en

ensaladas y usarse en la industria de jaboneria y perfumeria.

Segun FAO (2004), en el ambito mundial, las areas cosechadas en el afio 2003 ascendieron
a 380 728 ha, la produccion alcanzé 3 040,496 Mt, con un rendimiento de 79,86 Hg/ha.

Para el area geografica de América Central y el Caribe, esta misma fuente refiere un area
cosechada de 137 732 ha, que representa el 36,2% del total mundial. La produccién alcanza
1 353,693 Mt (44,5% de la produccion mundial), lo que significa que los rendimientos (98,

285 Hg/ha) son superiores a la media mundial.

FAO (2004) también refleja como principales paises productores de aguacate a México con
1 040,390 Mt, que representa el 34,2% de la produccién mundial. Estados Unidos produce
200,000 Mt anuales y Republica Dominicana 150,000 Mt (6,6 % y 4,9% respectivamente de

la produccion mundial de aguacates en el afio 2003).

Cuba aparece reflejada con una produccion anual de entre 7 500 y 8 000 toneladas anuales
en el periodo 2000 - 2003, con un area cosechada de 750 a 800 ha anuales en el mismo
periodo, para un rendimiento promedio de 100,000 Hg/ha (FAO, 2004).

Como todos los cultivos tropicales, los aguacateros son susceptibles a una cantidad
extraordinaria de enemigos, y se sefiala un numero considerable de insectos y otros
animales que se alimentan en los diversos 6rganos de las plantas de las especies horticolas

del género Persea.

Bruner et al. (1975) reportan 40 especies de insectos que atacan al cultivo del aguacatero

en Cuba.

La sanidad del cultivo comercial del aguacate es una actividad importante, ya que
generalmente los ataques por insectos, acaros y hongos, inciden en todas las etapas de la
vida del arbol, como son: crecimiento, desarrollo y produccién, con una mayor repercusion

de los danos en la madurez fisiolégica de los frutos (Rodriguez, 1987; Pefia et al., 1996).



A mediados de 1996, se diagnostico por primera vez en Cuba la presencia de altas
poblaciones de Pseudacysta perseae (Heidemann) (Heteroptera: Tingidae) (Almaguel et
al., 1997).

Durante casi un siglo esta plaga estuvo limitada en su distribuciéon fundamentalmente a la
peninsula de La Florida y México, donde se catalogd como plaga de menor importancia en
las plantaciones de aguacateros. Hasta el momento se sefiala la presencia de P. perseae
en el sur de Estados Unidos (1908), México (Brailovsky y Torre, 1986), Bermuda (Henry y
Hiburn, 1990), Puerto Rico (Medina-Gaud et al., 1991), Republica Dominicana (Abud Antun,
1991) y Venezuela (Sandoval, 2004).

A partir de 1991, P. perseae comenz6 a tomar importancia para los cultivadores del
aguacatero en La Florida. De igual forma en Puerto Rico y Republica Dominicana se

sefialan severas afectaciones de esta plaga (Abud Antun, 1991).

Blanco et al. (1997) expresan que las afectaciones que produce P. perseae en las
plantaciones de aguacateros estan vinculadas a los dafos fisicos que ocasiona en el follaje
de las plantas y consecuentemente en los rendimientos, constituyendo hoy dia la causa de
mayor importancia dentro de los factores que inciden en el decrecimiento de los mismos en
el cultivo. Hasta el presente, el dafio es abundante e intenso en todas las areas de viveros,

fomento y plantacion.

Cuba (1999), reporta 100% de distribucion de la plaga en Provincia La Habana, donde el 37% de las &reas present6 ataques intensos, y
niveles mas bajos en Alquizar, Glira, y otros territorios de la provincia.

Almaguel et al. (1999) revelan que durante el afio 1996 se produjeron severas afectaciones
en los rendimientos, indicadas por algunos productores como superiores al 50% con

respecto a cosechas normales.

Morales y Grillo (2004) sefialan que se ha convertido en la peor plaga, a tal punto que se
puede afirmar que no es posible encontrar un aguacatero que no presente dafios por la

misma.

Cuba posee condiciones ecoldgicas propicias para su cultivo, pero la aparicién subita de
problemas tan serios con P. perseae hace apenas unos afnos, ha limitado sensiblemente la

produccion de los aguacateros.

La priorizacion de estudios basicos que conduzcan a resultados practicos, debe ser una de
las principales metas, debido a la necesidad de ofrecer a corto y mediano plazo soluciones

eficientes y adaptadas a las condiciones de los productores.

No existen estudios bioecoldgicos de P. perseae en Cuba que permitan elaborar estrategias
de lucha contra esta plaga sobre bases cientificas, por lo que los aportes en ese campo

resultaran de mucho interés y constituiran un buen punto de partida para seguir con la tarea



de sentar las bases sdlidas y encontrar una salida ecoldgica concreta a este problema

fitosanitario en favor de la agricultura sostenible.
A partir de estas premisas, se formulo la hipotesis de este trabajo:

Los resultados de estudios bioecolégicos de P. perseae permitirdn conocer aspectos
basicos del problema causado por esta plaga, los cuales podran integrarse en un futuro
programa o sistema de lucha.

Para demostrar esta hipdtesis se proponen los siguientes objetivos:

1. Estudiar el ciclo biolégico de P. perseae en condiciones de laboratorio a

temperatura constante.

2. Conocer la temperatura umbral de desarrollo, unidades de calor o constante térmica
del ciclo de P. perseae, y calcular el numero probable de generaciones para un
periodo determinado.

3. Describir todos sus estados de desarrollo y los instares ninfales.

4. Estudiar la asociacion huevos de P. perseae — hongos que aparece en la naturaleza.
5. Descripcion de los danos producidos por P. perseae en los aguacateros.

6. Identificar los enemigos naturales de la plaga en nuestras condiciones.

7. Evaluar la susceptibilidad de los diferentes estados de desarrollo de P. perseae a

hongos entomopatdgenos en condiciones de laboratorio y campo.

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

En este capitulo se abordan aspectos generales relacionados con la importancia de los
aguacateros en Cuba y Mesoamérica, limitaciones impuestas por plagas, importancia de las
plagas introducidas en nuevos ecosistemas y especialmente lo referido a P. perseae, todo
esto presentado en cuatro acapites fundamentales, el ultimo de ellos dividido en siete
subacapites que abarcan elementos relacionados con una resefia histérica de la familia
Tingidae, la presencia de P. perseae en Cuba, descripcion y ciclo de vida, hospedantes,
manejo, agentes de control natural y preferencia de P. perseae por las variedades de
aguacateros. Para la elaboracion de este capitulo se consultaron alrededor de 141 articulos,

y el 46, 42% pertenecen a la ultima década.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Estudio del ciclo biolégico de P. perseae en condiciones de laboratorio a
temperatura constante.
El trabajo se realizé en el laboratorio de Taxonomia del Centro de Investigaciones

Agropecuarias (CIAP), perteneciente a la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas

entre los meses de enero, y marzo de 2000.

Para los estudios de la biologia de P. perseae se colectaron hojas de aguacatero infestadas
por la plaga; de las colonias de la chinche se aislaron adultos en copula. Diez de estas
hembras se encerraron en un aislador circular de tres cm de didmetro, un cm de altura y con
malla fina en la parte superior, el cual se dispuso en el envés de una hoja madura de una

planta joven de aguacatero de unos 30 cm de altura mantenida en una bolsa.

Después de 24 horas se retird el aislador con las hembras, y se inspeccionaron las puestas
realizadas en ese tiempo. Solo si habia mas de 50 huevos, se aceptaron para iniciar el
estudio.

Estas plantas y su bolsa se dispusieron en el interior de una bolsa de polietileno
transparente, para evitar la desecacion excesiva y se colocaron en Incubadoras
Refrigeradas Gallenkamp INF — 750-030X con fotoperiodo 12:12 horas.

Se establecieron cinco tratamientos: 20°C, 22°C, 25°C, 28°C, y 30°C (+ 0,5°C) de

temperatura constante. Cada tratamiento consté de 50 huevos.

Se realizaron dos observaciones diarias: 8.00am y 4.00pm vy se anotaron los cambios

observados en el desarrollo de la chinche hasta la aparicion del estado adulto

3.2. Temperatura Umbral de Desarrollo o Cero Biolégico y Constante Térmica de P.
perseae

El trabajo se realizé en el laboratorio de Taxonomia del Centro de Investigaciones
Agropecuarias (CIAP), perteneciente a la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas
entre los meses de enero, y marzo de 2000, para calcular la temperatura umbral 6 cero
bioldgico y unidades de calor 6 constante térmica de los estados de desarrollo de la plaga,
aspectos que permiten conocer, ademas, el numero de generaciones por afio que tiene la
especie en un régimen de temperatura dado.

Para ello se computé el tiempo empleado en completar sus estados de desarrollo en cinco

temperaturas constantes (descripcion en el epigrafe 3.1).

Los resultados obtenidos se recogieron en una base de datos, y sé plotearon en ejes de
coordenadas para trazar las rectas que ilustran el desarrollo de cada estado de P. perseae
en funcion del tiempo y se modeld este comportamiento mediante la ecuacién de regresion

temperatura — tasa de desarrollo (lwata, 1981)

Las temperaturas umbrales y unidades de calor de cada estado de desarrollo se calcularon

mediante las expresiones:



TU= -alb

UC=d(T-TU) 6 UC=1/b (ltoetal., citados por Landwehr and Allen, 1982).

Donde:

TU Temperatura Umbral de Desarrollo o Cero biolégico
a Punto donde la recta cruza el eje de las “Y”

Valor de la pendiente de la recta

ucC Unidades de calor o constante térmica
d Dias de desarrollo
T Temperatura en que se desarroll6 el ciclo

El numero probable de generaciones por afio se calculd sobre la base de datos histoéricos de
temperatura promedio 10 afios (1990 -1999), para la zona de Santa Clara, suministrados por
el Centro Meteorologico Provincial de Villa Clara.

Alvarez (2004), emple6 la misma metodologia al interpretar el umbral de desarrollo de
Tetrastichus howardi (Olliff).

3.3. Descripcion de los estados de desarrollo e instares ninfales de P. perseae
Los instares ninfales se caracterizaron por el diametro de la cabeza a nivel de los ojos, por

el desarrollo de los procesos en el dorso de la cabeza, térax y abdomen, por la coloracién

general del cuerpo y por la longitud total del cuerpo.

Para su estudio morfoldgico, las ninfas (10 por instar) fueron ablandadas en bafo caliente
de KOH 10 % hasta que se obtuvo la consistencia deseada. La aclaraciéon de los
especimenes se realizd por bafios en Aceite Esencial de Clavo; se montaron en portaobjetos
excavados en medio de Berlese para su estudio al microscopio. Con los datos obtenidos se
elaboré una clave dicotdmica pictérica a fin de facilitar la identificacion de los instares
ninfales. Las fotomicrografias se realizaron con una camara fotografica digital a través de
un microscopio de diseccion o un microscopio clinico, segun las partes a ilustrar. Se
utilizaron técnicas de procesamiento digital de imagenes para la elaboracion y
procesamiento de las ilustraciones e imagenes, y se realizdé el procesamiento final de las
mismas con el Adobe Photoshop. Las mediciones, expresadas en mm, se realizaron con un

ocular micrométrico debidamente calibrado montado en el microscopio clinico.

3.4. Asociacion huevos de P. perseae — hongos que aparecen en la naturaleza.
Se colectaron hojas de aguacateros infestadas por la chinche en diferentes localidades de

las provincias de Sancti Spiritus, Cienfuegos, Villa Clara, Ciego de Avila, Matanzas y La
Habana. Estas muestras se colectaron entre enero y octubre de 2000. Se inspecciono el
envés de las hojas con ayuda de un microscopio de diseccion con aumentos adecuados a

las necesidades, para analizar las puestas de P. perseae.



Para conocer si los cuerpos de los adultos de P. perseae estaban naturalmente infestados
por un hongo que habiamos observado vinculado a las excretas de la chinche, se
“sembraron” 20 machos y 20 hembras en placas de Petri de 10 cm de diametro, con medio
PDA. Las chinches se habian colectado en campos de diferentes localidades de las

provincias de Sancti Spiritus, Villa Clara, Cienfuegos, Matanzas y La Habana.

3.4.1 Algunos componentes quimicos de las excretas de P. perseae

El estudio se realizé en el Departamento de Investigaciones Analiticas del Instituto Cubano de Investigaciones Azucareras (ICINAZ), en el
mes de mayo de 2000.

Se emplearon como patrones: dextrana, rafinosa, sacarosa, y glucosa. A la muestra (1g de
excretas frescas de P. perseae) se le anadieron 500 pul de agua y se tomo la parte disuelta.
Se inyecto en el HPLC a un flujo de 0,5 ml/min, temperatura de 25°C, columna Aminex HPX-
42A (carbohydrate colum 300 x 7,8mm), utilizando los detectores de indice de refraccion y el
chiralyser. El detector de indice de refraccion detecta los cambios en el indice de refraccion
con respecto al eluente, lo que lo hace un detector universal. El detector chiral se basa en el
principio de polarizacion, es decir solo detecta aquellos compuestos que desvian la luz

polarizada, como es el caso de los carbohidratos

Ademas se realizé el analisis de macro y microelementos presentes en las excretas de P.
perseae por el método de Espectrofotometria de Absorcion Atémica (Chapman and Pratt,
1961).

Este estudio se realizod en el Laboratorio de Espectroscopia del Centro de Investigaciones
Agropecuarias, perteneciente a la Universidad Central de Las Villas en el mes de mayo de
2000.

La lectura se realizé en el Espectrofotdmetro de Absorcion Atomica SP — 9 (PYEEUNICAM).

3.4.2 Pruebas de posible antagonismo entre el hongo asociado a las puestas de P.
perseae y los hongos Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., Beauveria brongniartii (Sacc.)
Petch., Fusarium sp., Aspergillus flavus Link., Hirsutella sp., Metarrhizium anisopliae
(Metsch.) Sorok. y Verticillium lecanii (Zimm.) Viégas
Se realizaron ensayos para detectar posibles efectos antagdnicos entre la especie asociada

a las puestas y los hongos B. bassiana, B. brongniartii, Fusarium sp., A. flavus,
Hirsutella sp., M. anisopliae, V. lecanii, se sigui6é la metodologia propuesta por (Johnson
et al., 1960:54).

Resulta importante conocer si los hongos entomopatdogenos estudiados pueden
establecerse sobre las excretas de P. perseae para que éstas sirvan de puntos de

propagacion secundaria de los mismos y contribuyan a su mantenimiento en el campo.

Sobre excretas frescas de chinches en cautiverio, se inocularon esporas de los hongos
entomopatdgenos B. bassiana y M. anisopliae para conocer si aquellas podrian servir

como sustrato para el desarrollo de estos hongos en condiciones de campo.



3.5. Descripcion de los dafios producidos por P. perseae a los aguacateros.
La descripcion de los dafios ocasionados por P. perseae, se realizé mediante

observaciones y toma de muestras en diversas localidades de la provincia de Villa Clara.

Las hojas dafiadas, colectadas en el campo, se transportaron al Laboratorio de Taxonomia
del CIAP en bolsas de papel “Craft’ y se realizaron siembras, en medio PDA, de los bordes
de aquellos dafios que presentaban una coloracion carmelita. Secciones de dichas areas se
colocaron en camara humeda con el fin de conocer si existian hongos asociados a dichas
lesiones. Una vez logrado esto se confeccionaron preparaciones microscoépicas fijas y se

identificd el agente causal.

En condiciones de plantas en bolsas en exteriores, se tomaron cuatro plantas de aguacatero
de 30 cm de altura las cuales exhibian hojas maduras, las que fueron infestadas con adultos
(10) de la chinche, confinados en un aislador circular de tres cm de diametro por un cm de
altura, colocados en diferentes hojas maduras de la planta, con el objetivo de conocer como

evolucionaba el dafio producido por la plaga. Se realizaron observaciones diarias.

3.5.1. Otros hospedantes de P. perseae

En el mes de mayo del afio 2003 se realizé una visita al Jardin Botanico de Cienfuegos
“Pepito Tey” con el objetivo de inspeccionar otras plantas de las especies pertenecientes a
la familia Lauraceae que alli se encuentran para detectar posibles dafios de P. perseae en
ellas.

3.6. Deteccidn de agentes de control natural de P. perseae.

Se colectaron hojas de aguacateros infestadas por la chinche en diferentes localidades del
territorio nacional, con la finalidad de estudiar en estas colonias de P. perseae los agentes
de control natural asociados a los diferentes estados de desarrollo. Estas muestras se
colectaron entre los afios 2000 - 2004, las mismas se colocaron en bolsas de papel “Craft”

para su traslado al laboratorio.

Se inspecciond el envés de las hojas con ayuda de un microscopio de diseccién con
aumentos adecuados a las necesidades de cada caso. Los especimenes de interés, fueron

separados de la colonia y mantenidos en recipientes individuales para su posterior estudio.

En condiciones de campo se inspeccionaron aguacateros infestados por la chinche para
detectar enemigos naturales en las colonias, los que se colectaron con un aspirador; los

insectos se mantuvieron en alcohol al 70% hasta su estudio en el laboratorio.



Se aislaron varias puestas para detectar algun parasitismo en huevos. Se recortaron
secciones de hojas en que se encontraban las puestas (n = 50) y se colocaron en
recipientes de tamafo adecuado para detectar la emergencia de parasitoides de huevo.

3.7. Susceptibilidad de los distintos estados de desarrollo de P. perseae a los hongos

entomopatégenos en condiciones de laboratorio y bolsas.
Las pruebas de susceptibilidad a diferentes hongos entomopatégenos aislados de

especimenes parasitados en el campo, se realizaron en condiciones de laboratorio donde se
utilizaron placas Petri de 10 cm de diametro, con doble capa de papel de filtro humedecido,

en el fondo, esterilizados a 120°C durante 10 minutos en autoclave.

Se emplearon 11 insectos adultos, (cinco machos y seis hembras) por cada tratamiento, se
montaron tres placas para cada especie de hongo entomopatégeno.

La suspension acuosa de esporas del hongo se asperjo sobre los insectos y el fondo
cubierto con papel de filtro, a razén de 2 mL por placa, se ajusté la concentracién a 10’
esporas/ mL, las placas se mantuvieron a temperatura ambiente (febrero) dentro del
laboratorio. Como alimento se suministré una seccion de hoja de aguacatero, la cual se lavé
previamente con abundante agua corriente. Se realizaron dos observaciones y anotaciones
diarias para detectar la aparicion de insectos con sintomas anormales; éstos fueron
colocados en tubos de cristal de 2X5 cm con un fragmento de algoddn estéril y humedecido
para favorecer la aparicion de los cuerpos reproductores del hongo. Una vez logrado esto se
confeccionaron preparaciones microscopicas fijas y se identificd el agente causal.

Las especies de hongos entomopatdégenos empleados fueron: B. bassiana, B. brongniartii,

Fusarium sp., A. flavus, Hirsutella sp., M. anisopliae, y V. lecanii.

Estas especies se habian aislado de adultos de P. perseae parasitados en campo en la

Finca Madam, Jovellanos, Matanzas (Alvarez y Grillo, 2000)

Se montd un tratamiento testigo con igual cantidad de individuos al cual se le aplico agua

estéril solamente.

Los insectos empleados en esta experiencia fueron colectados en unas plantas de
aguacateros que se mantenian en vivero en el Instituto de Biotecnologia de Las Plantas de
la Universidad Central de Las Villas. En estas poblaciones nunca se habian detectado

insectos parasitados por alguno de estos hongos.

Se realizé la comparacion del porcentaje de mortalidad en los siete tratamientos a las 72,
96, y 120 horas utilizando un analisis de comparacion de proporciones con el test Chi —
cuadrado. Se utilizaron ademas técnicas de Monte Carlo. El procesamiento estadistico fue
realizado en el Centro de Estudios de Informatica de la UCLV en un Pentium IV con ayuda
del paquete SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) para Windows.



Las hojas maduras de cinco plantas jovenes de aguacatero, mantenidas en bolsas, se
infestaron con adultos de P. perseae para estudiar varios aspectos en las colonias de esta
chinche. En dos de estas plantas se aplicaron aspersiones con suspensiones acuosas de
esporas B. bassiana (5 X 107 esporas / mL) para estudiar el efecto sobre los individuos de
estas colonias. Las plantas se mantuvieron bajo techo, pero con una fuerte iluminacién
natural y cubiertas por una campana de cristal para asegurar una alta humedad relativa.

3.8. Aplicacion de B. bassiana, V. lecaniiy M. anisopliae para el control de P. perseae

en condiciones de campo.
El experimento comenzoé en el mes de marzo del afio 2003, en la Finca de un productor

privado perteneciente a la CCS “El Vaquerito”, ubicada en Carretera a Camajuani Km dos,
cercana a la ciudad de Santa Clara, provincia de Villa Clara.

Se establecieron cuatro tratamientos: B. bassiana (Bb), V. lecanii (V1), M. anisopliae (Ma)

y Testigo (T) cada uno representado por 12 arboles distribuidos completamente al azar.

Los arboles, procedentes de posturas injertadas en vivero propiedad de dicho productor, se
encontraban al inicio de la etapa productiva, con 4 — 6 m de altura, y cuatro afos de edad,
con un marco de plantacion de 8 X 10 m, sobre un suelo pardo con carbonato, sin sistema

de riego.

Las evaluaciones consistieron en tomar seis hojas por cada arbol, la toma de las mismas se

realizé al azar y homogéneamente distribuidas en todo el arbol.

Estas hojas se colocaban en bolsas de papel se trasladaban al Laboratorio de Taxonomia
del CIAP y con ayuda de un microscopio estereoscopico se inspeccionaba el envés de las
mismas y se evaluaban los siguientes parametros: Total de adultos (A) /hoja, total de ninfas
(N)/ hoja, total de adultos + ninfas (A+N) /hoja, promedio de A/hoja, promedio de N/hoja,
promedio de A+N/ hoja, porciento de A con respecto a A+N, porciento de N con respecto a
A+N, y relacion N:A.

Se realizaron un total de 17 muestreos, desde marzo del 2003 hasta febrero de 2004,
después de haber realizado la cosecha de los frutos y cuando habia comenzado la etapa de
floracion. Los mismos se realizaron con frecuencia quincenal hasta el mes de septiembre, a

partir de esa fecha se realizaron con frecuencia mensual.

La aplicacion de los hongos entomopatégenos se realizé el mismo dia que el primer

conteo.
Los biopreparados procedian de:

B. bassiana: Cepa aislada de adultos de P. perseae parasitados en la Finca “Madam”,

Jovellanos. Matanzas (7,4 x 10 ® esporas/gramo) y Viabilidad 94%).

V. lecanii: Cepa aislada de adultos de P. perseae parasitados en la Finca “Madam?”,
Jovellanos. Matanzas. (2,56 x 10° esporas/gramo) y Viabilidad 96%.



M. anisopliae: Producto comercial procedente del CREE MINAG. San Diego. Municipio
Cifuentes. (Cepa LMa — 11), (2,54 x 10° esporas/gramo) y Viabilidad 95,8%.

A partir de estos productos se prepararon suspensiones acuosas a una concentracién de
10" esporas/ mL y se adicioné 0,5% de producto tensoactivo. Se aplicd con Asperjadora
Manual Solo 425 — 475 Kleinmotoren GMBH. Alemania, con capacidad de 15 litros de modo
que se lograra una buena cobertura del envés de las hojas, a razén de 4L/arbol de solucién
final, resultando asi 4 x 10" esporas /arbol. Se utilizé una asperjadora para cada especie

de hongo entomopatégeno empleado.

A los doce arboles correspondientes al tratamiento Testigo se le aplicé solamente agua +

tensoactivo. La aplicacién se realizé en horas de la tarde, cuando estaba declinando el sol.

Las Efectividades Técnicas (ET), se determinaron sobre la base de la reduccion de las
poblaciones, siguiendo el modelo que se basa en el nivel de la poblacion de la plaga en el
campo antes y después de la aplicacion de hongos entomopatdgenos, y ademas se tomé
como referencia los arboles correspondientes al tratamiento Testigo y fueron calculadas
por la Féormula Henderson-Tilton (1955). Para la seleccion de dicha féormula se tuvieron en
cuenta dos factores: evaluacion de individuos vivos y poblaciones no uniformes,

entendiéndose por esto cuando las poblaciones en el testigo varian.

n en Co antes del tratamiento x n en T después del tratamiento
ET (%) =1- x 100
n en Co después del tratamiento x n en T antes del tratamiento

Donde: n =poblacién de insectos (A+N) T =Tratamiento  Co = Testigo

La evaluacion referida a cantidad de insectos (A/hoja; N/hojas y A +N/hoja) y calculo de la (ET) se realizé 15 dias después de la aplicacion
(dda), y se expresaron los resultados de la misma como porcentaje (%).

Las variables climaticas: precipitaciones, temperatura maxima, minima, media; y humedad relativa, se tomaron de la Estacion Meteoroldgica
Automatizada “THIES Clima” (Alemania), ubicada en la Estacion Experimental Agricola “Alvaro Barba Machado” de Universidad Central
de Las Villas, situada a dos km de la plantacién de aguacateros en estudio.

Los datos computados en todos los muestreos fueron analizados estadisticamente mediante

un test Chi — cuadrado.

Para el caso de comparaciéon de A+N entre tratamientos se utilizé un analisis de varianza no
parameétrico de Kruskal — Wallis. El calculo de la significacion se hizo también con ayuda de

técnicas de simulacién de Monte Carlo.

Se correlacionaron las poblaciones de A+N y las efectividades técnicas de la aplicacion de
hongos entomopatégenos con las variables climaticas: promedio de temperatura maxima,
media y minima, humedad relativa y lluvia acumulada 15 dias antes de la fecha en que se
realizaron los conteos o evaluaciones, se tuvo en cuenta correlaciones no paramétricas

segun coeficiente de Tau b de Kendall.



Todo el procesamiento estadistico fue realizado en el Centro de Estudios de Informatica de
la UCLV en un Pentium IV con ayuda del paquete SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences) para Windows.

3.9. Evaluacién de la efectividad econdmica de la aplicacion de hongos
entomopatogenos (B. bassiana, V. lecanii, y M. anisopliae) en condiciones de campo.

Se definié como “dominio de recomendacion” los 36 arboles que constituyen los tres tratamientos (todas las especificaciones del
experimento aparecen referidas en el epigrafe 3.8) a partir de ellos se realiz6 la evaluacion de los costos de la aplicacion, y se establecié una
relacion con la (ET) expresada en (dda) de cada uno independientemente, hasta el momento en que esta fue menor que el 70% y convertir
esto a la expresidn “costo / tratamiento / dia”, se deduce de aqui que desde el punto de vista econdmico el mejor resultado lo aportara aquel
tratamiento con menor costo / dia y mayor duracion en dias de la efectividad técnica.

Base de datos utilizada (Anexo 1).
4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Estudio del ciclo biolégico de P. perseae en condiciones de laboratorio a
temperatura constante.
El ciclo biolégico y duracién en dias para los estados de desarrollo de P. perseae a

temperaturas de 20°C, 22°C, 25°C, 28°C, y 30°C aparecen reflejados en la Tabla 1.

El ciclo de vida de P. perseae desde huevo hasta adulto es de 42, 34, 28, 24, y 21 dias

respectivamente para las temperaturas anteriormente sefialadas.

La duracién de los diferentes estados de desarrollo de P. perseae, en general, resultd
inversamente proporcional a la temperatura, lo cual coincide con la idea en que se basa el

concepto de unidades de calor sefialada por lwata (1981) y Pruess (1983).

La duracion del estado de huevo a 20°C, 22°C, 25°C, 28°C, y 30°C resulté ser de 18, 16,
14, 11 y 9 dias respectivamente. La duracién del estado ninfal es de 24, 18, 14, 13, y 12,

dias, en ese orden, para las temperaturas anteriormente descritas.

Brailovsky y Torre (1986) refieren que en las zonas tropicales poco se conoce de la biologia
de la especie. Abud Antun (1991) sefiala que el ciclo de vida de P. perseae desde huevo
hasta adulto es de 22 dias en las condiciones de Republica Dominicana.

4.2. Temperatura Umbral de Desarrollo o Cero Biologico y Constante Térmica de P.

perseae
La Tabla 2, refleja las ecuaciones de regresion y el correspondiente coeficiente de

determinacion, las unidades de calor y la temperatura umbral de los diferentes estados de

desarrollo de P. perseae.

Para los estados de huevo, ninfa, y ciclo de huevo - adulto, se calculé una temperatura
umbral de 10,4; 8,5; y 9,9 °C respectivamente.

Como se observa, cuando las temperaturas sean inferiores a 10,4 °C debe esperarse que
el ciclo del insecto no se complete, pues esta temperatura es el umbral de desarrollo para el

estado de huevo.

Las Unidades de Calor para completar el ciclo de huevo — adulto son de 434, 8 °C.



Enla Tabla 3 se calcula el numero probable de generaciones por meses y por afo.

El numero total de generaciones en el afio es 11,27, lo que significa un promedio de una
generacion mensual. Los meses donde ocurre un mayor nimero de generaciones fueron de
mayo a septiembre y en los meses de noviembre a abril P. perseae no llega a completar

una generacion por mes.

Estos son los primeros datos de biologia que se dan a conocer para P. perseae en nuestro
pais

En la Figura 1 se analizan los parametros, numero de generaciones por meses,
temperatura promedio mensual y fenologia del cultivo. Es de gran importancia el hecho de
que el mayor numero de generaciones (5,35) tienen lugar entre los meses de mayo a
septiembre, lo que coincide con la época de cuajado y desarrollo del fruto del aguacate en
Cuba. Esto significa que las plantas sufren los mayores ataques en esta época, lo que

conlleva a que estas se vean muy afectadas durante esa etapa tan critica.

El mayor numero de generaciones ocurre en los meses mas calidos donde la temperatura

promedio fluctia entre 24 °Cy 26°C.

Wolfe et al. (1949) reportaron que la chinche de encaje fue encontrada infestando las hojas
de aguacateros ocasionalmente en invierno, aunque es mas frecuente encontrarla en los
meses calidos y secos de la primavera. Mead and Pefa (1991) reportan a ninfas y adultos
de P. perseae durante los meses de invierno en el Sur de La Florida, en cambio estos
reportes son escasos en el invierno al norte de La Florida. La chinche aparece todo el afio

pero es mas abundante hacia el final del verano y el otofio (Crane et al., 2001).
4.3. Descripcion de los estados de desarrollo e instares ninfales de P. perseae
4.3.1 Descripcion de las puestas y los huevos

Las puestas estan localizadas invariablemente en el envés de las hojas, muy cerca del
nervio central, constituidas por una o mas filas de huevos; a veces se encuentran huevos
aislados; la cantidad de huevos por puesta es muy variable, entre 1 y 67, con un promedio
de 32,04 (n = 100) (Figura 2). Los huevos estan dispuestos en posicidn vertical con respecto
a la superficie de la hoja, y contrariamente a los de otros tingidos, no estan inmersos en el
parénquina de la hoja, sino que estan ligeramente anclados a la hoja por medio de un

pequeno peciolo.

Toda la puesta esta cubierta por las heces fecales de la hembra (Figura 3), que es una
sustancia de color negro lustroso, de consistencia pegajosa recién depositada y que se
torna muy dura, casi cristalina por efecto de la desecacion. Esta sustancia se hidrata

facilmente, y sumergida en agua se desintegra y forma una suspension finamente granular.



Los huevos son de aspecto fusiforme (Figura 4), tres veces mas largos que anchos; el polo posterior exhibe un corto peciolo, ligeramente
curvado, mediante el cual el huevo queda anclado a la hoja del hospedante. La superficie del corio es lisa, excepto una estrecha banda con
ornamentos hexagonales, justamente debajo del area micropilar. Las dimensiones aparecen en la figura de referencia.

Moznette (1922) senala que P. perseae deposita los huevos verticalmente en hileras
irregulares en agrupaciones por el envés de las hojas. Los huevos estan cubiertos por una
secrecidn oscura y pegajosa. Coincidimos con Mead and Pefia (1991) que sefalan que los

huevos estan cubiertos por una sustancia pegajosa y negra.

4.3.2. Descripcion de los instares ninfales de P. perseae (Tabla 4).

Primer instar

B3

» Diametro de la cabeza: 0,16 mm

oo

» Longitud total del cuerpo: 0,54 mm

oo

» Ancho humeral: 0,22 mm

oo

» Relacion Antenito A : A - 4,4
Color general del cuerpo pardo claro, muy palido (Figura 5 a).

Segundo instar

oo

» Diametro de la cabeza: 0,18 mm

>

» Longitud total del cuerpo: 0,64 mm

)

DS

» Ancho humeral: 0, 24 mm

B3

» Relacion A : A= 4
Color general del cuerpo rojo mate (Figura 5 b).

Tercer instar

oo

» Diametro de la cabeza: 0,22 mm

oo

» Longitud total del cuerpo: 0,88 mm

’0

% Ancho humeral: 0,320 mm

X3

» Relacion A - A|=5.

>

Color general del cuerpo rojo mate (Figura 10 c).

Cuarto instar

B3

» Diametro de la cabeza: 0,28 mm

B3

» Longitud total del cuerpo: 1,056 mm

B3

» Ancho humeral: 0,48 mm

oo

» Relacién A : A= 5,6



Almohadillas alares anteriores pobremente desarrolladas, sus bordes internos fuertemente
convergentes hacia los tubérculos del mesonoto, bordes externos convexos, con 1+1
procesos alargados dirigidos hacia fuera y hacia arriba con estructura diferente a su similar
del lll instar. Tercio basal de las almohadillas con 2+2 procesos dentiformes muy bajos; en
algunos ejemplares existe solamente un proceso dentiforme en el tercio basal; dpice de las
almohadillas anchamente redondeado y extendido hasta el borde basal del segundo tergito
abdominal, de color pardo ligeramente mas claro en la zona media. Color general del cuerpo

rojo intenso (Figura 5 d).

Quinto instar

DS

» Diametro de la cabeza: 0,34 mm

DS

» Longitud total del cuerpo: 1,44 mm

B3

» Ancho humeral: 0,80 mm

B3

» Relacion A : A, =6,2.

Almohadillas alares posteriores mas estrechas y cortas que las anteriores, con el angulo
interno mas agudo, apice redondeado y extendido hasta el borde posterior del cuarto tergito
abdominal; ambas almohadillas de color ligeramente ambarino, con las bases y los apices
mas oscurecidos. Color general del dorso negruzco, con pequenos puntos blanquecinos

formados por pequenas setas escamiformes (Figura 5 e).

4.3.3 Clave para separar los instares ninfales de P. perseae.
1.  Color general del cuerpo pardo muy palido. Ancho de la cabeza 0,16 mm;

longitud total del cuerpo 0,54 mm. Pro, meso, y metanoto de igual largo en la
linea media

123, Color general del cuerpo mas oscuro, rojo opaco o negruzco. Longitud del pro, meso, y

MELANOLO AESIGUAL .....eeiiiiiiiiiiiie e 2

2._ Ancho de la cabeza 0,18 mm; longitud total del cuerpo 0,64 mm. Borde posterior del metanoto

o=l = Tog =T gl (=N ofo] 01V (o T PP P PP PPPPPRP Il Instar

22_Ancho de la cabeza mayor que 0,18 mm; longitud total del cuerpo mayor que 0,64

3._Almohadillas alares ausentes; ancho de la cabeza 0,22 mm; longitud total del cuerpo 0,88
00 0 TP PP TP PP PRSP Il instar



4. Apice de las almohadillas alares llegando al borde anterior del Il tergito abdominal. Metanoto con
los bordes anteriores y posteriores subparalelos. Ancho de la cabeza 0,28 mm; longitud total del
CUETPO 1,05 MM ittt e e e e e e e s abbe e e e e s eneees IV instar

43, Apice de las almohadillas alares que llegan hasta el borde posterior del IV tergito abdominal.
Borde posterior del metanoto ligeramente anguloso en su parte media. Ancho de la cabeza 0,34
mm; longitud total del cuerpo 1,44 MM.......ccueiiiiiiiieee e Vinstar

El adulto de P. perseae, segun Blatchley (1926: 497), tiene el cuerpo alargado- oval, lado
ventral del cuerpo, cabeza, pronoto, excepto el borde anterior y el apice del tercio posterior y
una barra transversa en el tercio basal de los hemiélitros que llega solo ligeramente fuera
del area discoidal, de color carmelita oscuro o negruzco; el resto del dorso blanco —
amarillento; patas y antenas amarillo palido; las garras y mitad apical del cuarto antenito
negruzcos. Pronoto subpentagonal, con el margen anterior obtuso y fuertemente
convergente hacia el apice; porcién posterior plana, triangular, agudamente puntiagudo;
zona discal fina y densamente punteada, con una carina medial baja. Hemiélitros extendidos
mucho mas alla de extremo del abdomen, ampliamente redondeados en sus apices. El area
discoidal larga y estrecha, no cerrada posteriormente (Figura 6). Segmento genital del
macho oblongo con una pequefia fovea a cada lado, longitud total del cuerpo 2 mm (Figura
7).
4.4. Asociacién huevos de P. perseae — hongos que aparecen en la naturaleza.

El estudio de las hojas de aguacateros colectadas en diferentes localidades de la provincia
de Villa Clara y otras de provincias colindantes, mostré que sobre las puestas de la chinche
se encuentra presente, invariablemente, un hongo que se desarrolla utilizando como
sustrato nutritivo las excretas que las recubren. Este hongo pertenece al género Penicillium

(Moniliales: Moniliaceae), segun Carone (1986), esta ubicado en la seccién Monoverticillata.

Este hongo se desarrolla abundantemente sobre dicho sustrato y sus cuerpos fructiferos
aparecen pocas horas después de realizada la puesta. Es de color gris con una produccion
de esporas muy abundante. También se encuentra sobre aquellas porciones de excretas
que no recubren puestas de la chinche (Figura 8). Mead and Pena (1991) senalan que

ocasionalmente los huevos de la chinche estan mohosos.

Los machos y hembras de P. perseae que fueron “sembrados” en medio PDA, dieron lugar,
en todos los casos, a colonias de Penicillium sp., lo que indica que este hongo se
encuentra vinculado a los adultos de esta chinche, y explica la fuerte asociacion encontrada
en la naturaleza entre las excretas de la chinche y este hongo. No se estudid este tipo de
relacion, pero consideramos que se trata de una forma de simbiosis, en que el hongo
encuentra sustrato apropiado en las excretas y una forma eficiente de dispersion a través de
los adultos, y los huevos resultan protegidos del ataque de enemigos naturales (Morales,
2000).



4.4.1 Algunos componentes quimicos de las excretas de P. perseae
En los cromatogramas (Figuras 9, 10, 11,y 12) y tablas 5, y 6 se reflejan las sefiales correspondientes a los tiempos de retencién (Tr) de los
detectores Indices de Refraccion y el Chiralyser de los patrones dextrana, rafinosa, sacarosa, y glucosa y de las excretas de P. perseae.

Puede observarse que las excretas de P. perseae contienen dos fracciones correspondientes ambas a carbohidratos. La primera, que se
encuentra en menor cantidad, es un polisacarido, y la segunda fraccion corresponde a un oligosacarido similar a la rafinosa (trisacarido).

En las excretas de P. perseae se encuentran contenidos de Mg y Ca (0,505 y 0,403%
respectivamente) entre otros elementos (Fe, Cu, Zn, K y Na), que muestran accion

estimulante sobre el desarrollo de los microorganismos (Tabla 7).

Piatkin (1968) sefala que para el desarrollo normal de los microorganismos son
indispensables cationes y aniones de muchos metales (magnesio, calcio, potasio, hierro, y
otros). Frobisher (1969) sefiala a los elementos C, H, O, N, P, S y K como componentes
primordiales de la materia viva. El autor, ademas de estos elementos incluye como otras
necesidades esenciales para el crecimiento de los microorganismos la presencia de Mg, Fe,
Mo, Cu, Mn y Zn. Y refiere que los microelementos Zn, Mg, Co, Cu, participan en procesos
enzimaticos, el Na, Ky Ca en fendmenos de permeabilidad celular y Mg y Fe participan en
complejos enzimaticos. Carone (1986) expresa que las sustancias que pueden satisfacer las
necesidades de los hongos pueden ser variables: azucares simples, almidones, celulosa o
acidos organicos. Mayea et al. (1997) consideran que en la nutricion de los
microorganismos se hace evidente que ademas de oxigeno e hidrégeno, los elementos de
carbono y nitrégeno deben estar a su disposicion en grandes cantidades (macronutrientes).
4.4.2 Pruebas de posible antagonismo entre el hongo asociado a las puestas de P.
perseae y los hongos Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., Beauveria brongniartii (Sacc.)
Petch., Fusarium sp., Aspergillus flavus Link., Hirsutella sp., Metarrhizium anisopliae

(Metsch.) Sorok. y Verticillium lecanii (Zimm.) Viégas
Los hongos entomopatdgenos B. bassiana y M. anisopliae, inoculados sobre las excretas

recién depositadas de la chinche se desarrollaron perfectamente, esporulando con
abundancia, lo que demostr6 que dicho sustrato tiene los componentes nutricionales
necesarios para el desarrollo de los mismos. Esto nos permitié concebir que aplicaciones
en campo de dichos hongos entomopatdgenos pudieran encontrar en dicho material un
soporte apropiado para mantener y aumentar sus poblaciones, mejorando asi su accién

sobre esta plaga.

Algunas especies del género Penicillium son productoras de sustancias antibidticas que
actuan como excluyentes de otros microorganismos. Los estudios realizados para detectar
posibles efectos antagonicos entre esta especie Penicillium y los hongos entomopatdgenos
que se emplearon en este trabajo demostraron que puede esperarse que los excrementos
de la chinche depositados sobre sus puestas y partes de las hojas puedan servir de sustrato
apropiado para que estos hongos entomopatdgenos desarrollen  sus colonias en
condiciones de campo, debido al efecto no antagonista de Penicillium sp. sobre ellos
(Figura 13).



4.5. Descripcién de los dafios producidos por P. perseae a los aguacateros.
En condiciones de laboratorio se pudo constatar que la decoloracion de las hojas producida

por P. perseae es detectable a las 24 horas después de encontrarse los adultos de la plaga
confinados en un aislador circular, colocados en el envés de una hoja madura de
aguacatero. Observandose evidentes signos de decoloracion por el haz y el envés de la hoja
(Figura 14) (Morales, 2000).

Estos signos de decoloracion amarillenta coinciden con la ubicacion de la colonia de P.
perseae en el envés, y van incrementandose, formando areas de forma irregulares,

necréticas de color carmelitoso.

El tamafio de estas lesiones es muy variable, es frecuente encontrar varias en una sola hoja,
las cuales llegan a coalecer y se forman manchas que llegan a cubrir casi toda la superficie

de la hoja, disminuyendo notablemente el area util de la actividad fotonsintética.

De los cultivos en PDA vy las secciones mantenidas en cdmara humeda se obtuvo el hongo
Colletotrichum gloeosporioides Penz.

Estos resultados confirman lo planteado por Mead and Pefia (1991) que sefialan que el
hongo patégeno de la antracnosis, C. gloeosporioides, fue aislado a partir de los bordes en
la necrosis causada por el ataque de P. perseae. Estos autores infieren ademas, que los
dafos producidos por la chinche parecen predisponer a las hojas para el ataque de C.

gloeosporioides.

Las hojas maduras de aguacateros son preferidas por las chinches para su alimentacion,
por lo que la infeccion se produce desde los planos inferiores del follaje avanzando hacia

planos superiores (Figura 15).

En los arboles completamente expuestos al sol el follaje perteneciente al cuadrante sur —
oeste resulta el primero en experimentar la defoliacion (Figura 16), debido a que esta zona

del arbol recibe la mayor cantidad de radiacién solar en nuestro pais.

Se constatd que en plantas severamente atacadas, se observa la caida masiva de las
hojas, y es posible encontrar aguacateros defoliados parcial o totalmente (Figura 17).

Estas observaciones coinciden con lo expresado por Mead and Pefa (1991) los cuales
sefialan que areas necroticas, amarillentas, o carmelitosas, por encima o por debajo de la

hoja son sefiales de la presencia de la chinche de encaje del aguacatero.

Moznette (1922); De la Torre et al. (1999) sefialan que la extraccion de jugos que P.
perseae hace del follaje provoca una destruccion gradual localizada de las células
vegetales, resultando visibles areas cloréticas. Almaguel y Blanco (1997) expresan que las
afectaciones que produce P. perseae en las plantaciones de aguacate estan vinculados a

los dafios fisicos que ocasiona en el follaje de las plantas, estos autores se refieren ademas



que este efecto se incrementa cuando existe la presencia de C. gloeosporioides, agente

causal de la antracnosis en el cultivo.

Brailovsky y Torre (1986); Rodriguez (1987); Mead and Pefia (1991), y Blanco et al. (1997)
sefalan que P. perseae ocasiona dafios severos que provocan caida masiva de las hojas

del aguacatero y en ataques intensos son notables las reducciones del rendimiento.

Wolfenbarger (1963) reporta arboles de aguacateros defoliados en La Florida, por el ataque
de P. perseae. Recientemente el numero de registros sobre el dafio en hojas de
aguacateros se incrementd en La Florida, esta chinche ha dejado aguacateros
practicamente defoliados en Republica Dominicana (Mead and Pefa, 1991. Blanco et al.
(1997), observaron dafos severos en el follaje del aguacatero en diversas zonas de Ciudad
de La Habana. Actualmente P. perseae mantiene altos niveles de poblacion y se ha

distribuido en otras localidades de la region occidental del pais (Almaguel et al., 1999).

4.5.1 Otros hospedantes de P. perseae

En el Jardin Botanico de Cienfuegos “Pepito Tey” se inspeccionaron 23 plantas de la familia Lauraceae (Anexo 2).
Solamente se encontraron dafos tipicos y pequefas colonias de P. perseae en hojas de C.
camphora (Alcanfor del Japdn), y en todas las plantas pertenecientes al género Persea.

Considerando que las plantas de C. camphora existentes en nuestro pais son
extremadamente escasas y que estan confinadas a jardines botanicos fundamentalmente,
debido a su condicién de especie introducida en Cuba, la cual es originaria de Asia Tropical
y Japon (Little, 1953), podemos asegurar que practicamente los Unicos hospedantes de P.

perseae en Cuba son las plantas del género Persea.

Heidemann (1908), nombra a Persea carolinensis Pursh y Persea gratissima Gaertn.
como hospedantes de P. perseae colectadas en La Florida. Blatchely (1926) y Drake &
Ruhoff (1965), citan como hospedantes a Camphora officinalis (Lin.), Persea carolinesis
y P. gratissima. Kartesz and Kartesz, (1980) refieren a P. palustris (Raf.) Sarg. como
sinbnimo de P. borbonia (Lin.) Spreng. y P. gratissima Gaertn. como sinénimo de P.
americana, hospedantes de la plaga. Mead and Pefia (1991), consideran a P. americana,
P. borbonia y C. camphora, como hospedantes conocidos de la chinche de encaje. Estos
autores sefalan que en la parte norte de la peninsula de La Florida y otras regiones del sur,
C. camphora es el hospedante principal. En la region costera del sur de La Florida el
aguacatero constituye el principal hospedante.
4.6. Deteccion de agentes de control natural de P. perseae.

Durante la revision de las hojas colectadas en campo se encontraron varios adultos de P.
perseae parasitados por hongos entomopatdégenos (Morales, 2000; Morales et al., 2002a).
Estos hongos se aislaron y cultivaron en medio de cultivo PDA. Las especies son: B.

bassiana, (Finca Madam, Jovellanos, Matanzas; Topes de Collantes, Escambray, Sancti



Spiritus; y Bayate, Salvador, Guantanamo), Hirsutella verticillioides Charles (Estacion
Experimental Agricola “Alvaro Barba Machado”, Universidad Central de Las Villas; Finca El
Vaquerito, Santa Clara, Villa Clara; Rio Seibabo, Escambray) (Figura 18), e Hirsutella
guyana Minter y Brady (Estacion Experimental Agricola “Alvaro Barba Machado’,
Universidad Central de Las Villas. Las especies de Hirsutella constituyen los primeros
reportes para Cuba y los primeros como entomopatégenos para P. perseae.

Los insectos parasitados por Hirsutella spp. estan cubiertos por un micelio de color
castafo claro que irradia a partir del insecto formando un “césped” casi circular, alrededor de
los mismos. El insecto parasitado queda firmemente unido al sustrato. Sobre estos micelios
se forman los conidiéforos en posicion vertical con un caracteristico verticilo de células

conidiébgenas en su apice.

El didmetro de la colonia es de 3,6 a 6,8 mm con un promedio de 5,4 mm en los adultos, y

2,8 26,4 mm con un promedio de 3,75 mm en las ninfas (n = 30).

Su crecimiento en condiciones de laboratorio cuando se cultivd en medio PDA fue muy

lento.

Minter y Brady (1980) sefalan que H. guyana tiene sus células conididgenas organizadas
ocasionalmente en verticilo. La ligera constriccién de la célula conidiégena es un aspecto
tipico de esta especie y la distingue de H. verticillioides la cual es regularmente
polifialidica y produce muchos cuellos cortos laterales.

Las infecciones de campo por Hirsutella spp. aparecieron a mediados del otofio y principios

del invierno.

En la Figura 19 se puede observar el porcentaje de parasitismo por Hirsutella spp. en
adultos y ninfas de P. perseae; fue muy notable su aparicion en condiciones de campo a
partir del mes de noviembre, donde el mayor nimero de insectos parasitados se observé en
los meses de diciembre (5,01% de adultos parasitados y 3,6% de ninfas parasitadas) y
enero (10,95% de adultos parasitados y 7,92% de ninfas parasitadas). Se infiere que la
accion de estos hongos esta muy relacionada con las condiciones ambientales. Como
puede apreciarse en la propia figura, el parasitismo de estos agentes entomopatdgenos
comienza hacia el final del ciclo vegetativo de los aguacateros, cuando la plaga ya ha
realizado los dafos a las hojas. Si resultase que estos hongos entomopatdégenos son
dependientes de las climaticas, su valor practico para el combate de P. perseae resultaria

muy limitado.

Rombach y Van Winkelhoff (1981) observaron especies del género Hirsutella sobre varios
Ordenes taxondmicos tales como: Coleoptera, Homoptera, Lepidoptera, Hymenoptera,
Diptera, y Acarina. Cabrera (2001) sefiala que Hirsutella thompsonii Fisher es abundante
en toda Cuba, con amplio espectro de accidén sobre los acaros fitéfagos y una maxima



efectividad en los meses de mayor humedad relativa y temperatura. Minter y Brady (1980)

reportan a H. verticillioides en Leptopharsa heveae Drake & Poor (Tingidae).

En las puestas aisladas para detectar parasitismo en huevos de P. perseae encontramos un
acaro fiitoseido predando huevos de la chinche. Alvarez y Grillo (2000) encontraron en la
Finca Madam, Jovellanos, Matanzas adultos de P. perseae parasitados por los hongos:

Hirsutella sp., Fusarium sp., y B. bassiana, A. flavus, B. brongniartii y M. anisopliae.

Durante la revision de las hojas colectadas en campo se encontré a: Paracarnus cubanus
Bruner (Heteroptera; Miridae), Paracarnus myersi China (Heteroptera: Miridae), vy

Termathophylidea gisselleae Grillo (Heteroptera: Termatophylidae).

Todas predando en ninfas y adultos de P. perseae en la region de Cudina, Topes de

Collantes, Sierra del Escambray, en la provincia de Sancti Spiritus.
Estos miridos pueden ser separados con la siguiente clave:

1- Hemiélitros transparentes; 0jos con pubescencia larga.......ccccccovviiieeeiiiiiieeeninnn,
.......................................................................... Termatophylidea gisselleae Grillo (Figura

1,- Hemiélitros semitransparentes u opacos. Ojos sin pubescencia. ..........ccccccceevernnen. 2

2- Forma ancha; margen costal de los hemiélitros convexo; escutelum fuertemente hinchado
unicolor. Longitud 3,7 MM......ccccccveeiniiieeee e, Paracarnus cubanus Bruner (Figura 20 a)

2, Forma relativamente estrecha; margen costal de los hemiélitros ligeramente cdéncavo en su
centro; escutelum moderadamente hinchado y con el apice palido; Longitud 4 mm. Cuerpo de
COIOr TOJO VINO OSCUIO ...eviviiiiiiiieeiiiiieiee e e siieee e e Paracarnus myersi China (Figura 20
b)

Alayo (1974) refiere que P. cubanus, se ha colectado en la provincia de La Habana
(Santiago de Las Vegas, El Cano etc.), faltando aparentemente en las provincias orientales
de la isla. Se ha reportado en Caisimén (Pothomorphe peltata (L.), Mig.) muy infectado de
pulgones, predando aparentemente en éstos. También se ha observado en citricos atacados
por mosca prieta, indudablemente es una especie predadora, al menos parcialmente. P.
myersi, descrita de ejemplares colectados en San Blas, Montanas de Trinidad, no es
abundante en ninguna localidad de la Isla. La ninfa ha sido encontrada en Caisimén y fué
descrita por China en 1931. T. gisselleae se conocia atacando Psyllidae en hojas de Inga

spp. (guamo), planta de sombra del café.

Abud Antun (1991) reporta al trip Frankliniella vespiformis (Crawford) como el predador
mas importante de la chinche de encaje en Republica Dominicana. De la Torre et al. (1999)
dan a conocer especies asociadas P. perseae y so6lo confirman la actividad predadora de

las larvas de Crisopas y arafas del género Theridula. Pefa (Comunicacién personal,



2003) refiere a Hyaliodes vitripennis (Say) (Miridae) y Chrysoperla carnea (Steph.)
(Neuroptera) predando ninfas de la chinche de encaje en Estados Unidos, y a la especie
nativa Oligosita sp. (Hymenoptera: Trichogrammatidae) parasitando huevos, segun este
autor H. vitripennis es el enemigo natural mas importante de P. perseae, encontrado con
mas frecuencia en colonias de la plaga. Rijo y Acosta (2003) evaluaron la capacidad
predadora de Nodita firmini Navas sobre P. perseae en condiciones de laboratorio. Este
insecto permanecié cinco dias en el tercer instar donde se manifestdé la mayor actividad
entomofaga, predando 166,9 estadios juveniles de la chinche.

4.7. Susceptibilidad de los distintos estados de desarrollo de P. perseae a los hongos

entomopatégenos en condiciones de laboratorio y bolsas.
Los resultados de las pruebas de susceptibilidad de los adultos a los hongos

entomopatogenos: B. bassiana, B. brongniartii, Fusarium sp., A. flavus, Hirsutella sp.,

M. anisopliae, y V. lecanii aparecen reflejados en la (Figura 21).

A las 48 horas de asperjar las suspensiones acuosas de los hongos antes mencionados, los
insectos se mostraban tranquilos, y con poca movilidad. Los insectos comenzaron a morir a
partir de las 72 horas, se considerd que los insectos estaban muertos cuando no respondian
a estimulos mecanicos. Debe destacarse que no todos los hongos mostraron igual velocidad

para matar.

Los tratamientos correspondientes a B. bassiana e Hirsutella sp. presentaron a las 72
horas 81,8 % de mortalidad en adultos de P. perseae. En el tratamiento con Fusarium sp.
la mortalidad fue de 63,6 %. Los adultos tratados con M. anisopliae, y V. lecanii a las 72

horas no presentaban mortalidad.

A las 96 horas todos los tratamientos, mostraron mortalidad en adultos de la chinche; es
necesario resaltar que los tratamientos con Fusarium sp, A. flavus e Hirsutella sp.
alcanzaron 100% de mortalidad mostrando diferencias significativas con el resto de los
tratamientos, los tratamientos con V. lecanii, y B. bassiana no mostraron diferencias
significativas entre ellos; el tratamiento con V. lecanii no mostré diferencias significativas
con el tratamiento B. brongniartii. El tratamiento con M. anisopliae mostré el menor
porcentaje de mortalidad (53,6 %) y difirié significativamente con el resto de los tratamientos
(Tabla 8).

A las 120 horas todos los tratamientos presentaron 100% de mortalidad, excepto el
tratamiento con M. anisopliae donde solo el 90,9% de los adultos resultaron afectados, sin
mostrar diferencias significativas entre ellos. En el tratamiento Testigo (insectos asperjados

con agua estéril) no se produjeron muertes.

Fue posible observar micelios que salian de las articulaciones de las patas, las antenas y base de la cabeza en los insectos muertos, lograndose
la aparicion de cuerpos reproductores de los hongos y se identific en todos los casos el agente causal.

Almaguel et al. (1999) expresan que B. bassiana, P. lilacinus, M. anisopliae y la cepa 1 de

V. lecanii aplicadas de 6-8 x 10 ® UfC/mL., produjeron alto nivel de mortalidad en



condiciones de laboratorio, con presencia de micelio a partir de cuatro a cinco dias de
aplicado B. bassiana, el resto produjo reduccién de la poblacién por encima del 88% a los

siete dias de aplicado.

En plantas jovenes de aguacatero, mantenidas en bolsas, se observé que a los 5 dias del
tratamiento con B. bassiana (5.10" esporas / mL.), las ninfas del IV y V instar se
encontraban muertas, fijas al envés de las hojas. Los adultos también resultaron muertos,
presentaban el cuerpo ligeramente elevado hacia el apice posterior (Figura 22), no
ocurriendo asi en el caso de las ninfas. Todos los adultos presentaban el estilete clavado en
la hoja, siendo este posiblemente el modo principal de fijacion al sustrato, ya que al principio
solo se podian apreciar pocas hifas que emergian a través de las articulaciones de las
patas, las antenas y base de la cabeza (Figura 23). El cuerpo de los insectos muertos se
cubrié de una abundante masa de esporas a los 8 dias (Figura 24).

4.8. Aplicacidn de B. bassiana, V. lecaniiy M. anisopliae en condiciones de campo.
Con la solucion final de 4 L/arbol se logré una cobertura completa del envés de las hojas y también del tronco y ramas principales, ya que
anteriormente habiamos visto varios adultos de la chinche caminando sobre éstos 6rganos.

Los resultados de los conteos se dispusieron en una base de datos en Excel y servian de guia para monitorear el desarrollo de la poblacién en
el tiempo.

Las poblaciones de adultos mas ninfas (A+N), no mostraron diferencias estadisticas
significativas entre tratamientos en el primer y segundo conteos, como se puede apreciar en
la Tabla 9, aunque en el primer conteo las poblaciones en los arboles del tratamiento
correspondiente a (Bb) fueron ligeramente superiores al resto de los tratamientos, los cuales
se distribuyeron asi: (Bb) > (VI) > (Ma) >(T).

En los conteos 3, 4, y 5 (30, 46, y 61 dda respectivamente) como se puede observar en la
tabla referida, las poblaciones (A+N) fueron menores en los arboles de los tratamientos (Bb),
(VI), y (Ma) respecto a las del (T), con diferencias estadisticas altamente significativas. No

hubo diferencias estadisticas entre los tratamientos (Bb), (VI), y (Ma).

A partir del conteo 6 y hasta el 14 (77 a 228 dda), las poblaciones en los &rboles de los tratamientos con hongos entomopatdgenos fueron
inferiores numéricamente a los del Testigo, con significacion estadistica variable, como puede apreciarse en la Tabla 9.

Los conteos 15y 16 (260 a 292 dda), las poblaciones en los arboles del tratamiento Testigo
fueron inferiores numéricamente a las poblaciones de los arboles tratados. Esta condicion se
debié al hecho de que las hojas de los arboles del tratamiento Testigo habian
experimentado una mayor cantidad de dafio que la del resto de los tratamientos y a partir del
conteo 15 éstos arboles comenzaron a defoliarse rapidamente, disminuyendo con ello las
poblaciones de la plaga. En el conteo 17 (324 dda) no existid diferencia estadistica

significativa entre los cuatro tratamientos, aunque si diferencias numeéricas entre ellos.

Las poblaciones de (A + N) mostraron en todos los conteos diferencias significativas entre

arboles del mismo tratamiento

En las Tabla 10 se senalan los arboles correspondientes al tratamiento (Bb) con cantidad

de (A + N) muy superior a lo esperado.



Como se puede apreciar en el tratamiento (Bb) hay diferencias significativas en el nimero
de (A + N) por arbol. La significacion del Test Chi — cuadrado es de 0.000 mucho menor que
0.001, excepto en los conteos 3 y 6.

De forma analoga se interpretan los resultados expuestos en las Tablas 11, 12, y 13

correspondientes a los tratamientos (VI), ( Ma) y (T).

Los arboles del tratamiento (T) mostraron entre ellos diferencias significativas en los 17

conteos, la significacion del Test Chi — cuadrado fue de 0.000 en todos los casos.

La significacion del Test Chi — cuadrado esta calculada sin contar que en cada tratamiento

hay arboles donde la frecuencia de esta variable es cero.

Los residuales representan las diferencias entre las cantidades observadas y las esperadas
suponiendo que no hubiera diferencias entre arboles. Para “blanquear” las tablas en ella se
reflejan solo aquellos arboles cuyos residuales son mas altos, esto es, aquellos arboles que
muestran una cantidad de (A + N) mucho mayor de lo esperado. El hecho de que en cada
tratamiento aparezcan arboles diferentes con residuales maximos justifica la conclusion
general de que hay diferencias significativas entre arboles, o sea que existen diferencias
funcionales entre ellos, motivadas, muy posiblemente, por diferencias genéticas. Esta
situacion coincide con diversos autores al sefialar que la gran variabilidad puede deberse a
las diferentes condiciones ambientales existentes y a la naturaleza, que le ha conferido al
aguacatero mecanismos que hacen maximizar el cruzamiento con otros tipos, y por lo tanto
incrementan la variabilidad genética y amplian la adaptacién a un mayor numero de
ambientes (Bergh, 1992; Avilan et al., 1997, y Lépez et al., 2004).

En la Figura 25 se muestran las interacciones bidticas y abidticas, reflejando en un grafico
anual las principales variantes del clima (humedad relativa, temperatura y precipitaciones),

asi como las diferentes fases fenoldgicas del cultivo.

En un analisis de la relacion cultivo — plaga — clima, se observa claramente como las
poblaciones (A+N) de la chinche en los arboles sometidos a tratamientos con hongos

entomopatogenos fueron inferiores a las del T bajo esas condiciones.

En la literatura internacional consultada no hay referencia del control microbiolégico de P.

perseae.

En la Figura 25 se observa que la (ET) se manifesté de forma ascendente entre 16 y 30
dda.

La ET del tratamiento Bb fue superior (62,6%) a la ET de VI (54%) y Ma (61%) a los 16 dias
después de la aplicacion (dda). A los 30 dias dda todos los tratamientos mostraron ET
superiores a 90%. Los mayores valores se mostraron a los 46 dda para el caso de Bb

(97,8%) y Ma (94%). La ET del tratamiento VI exhibié su expresién mas alta a los 30dda. La



ET de Bb y Ma comenzaron a disminuir a los 77 dda, el tratamiento (VI) a partir de los 61

dda, aunque hasta los 92 dda todas las ET mostraban valores superiores al 70%.

Cuando la efectividad técnica en campo oscila entre 60 - 70 % los resultados son
aceptables, sobre todo para los hongos entomopatdgenos, los cuales pueden causar
epizotias, si las condiciones ambientales son 6ptimas. Efectividades mayores son indicios de

un magnifico preparado, con alta virulencia (Vazquez, 2003).

La aplicacion de los entomopatégenos brindé proteccion 92 dda con mas de 70% de
efectividad técnica, coincidiendo con la fase fenoldgica de cuajado y desarrollo acelerado de
los frutos, en la cual la superficie foliar constituye un factor condicionante del desarrollo del
frutal, existiendo una relacién entre nimero de hojas y calidad y cantidad de frutos por

planta.

Rodriguez (1987) sefala que el desarrollo de la baya del aguacate y de los frutos en general
esta en funcién de la division celular, engrosamiento y maduracion, de alli la importancia del
factor cantidad de hojas o superficie foliar, debido a que las hojas son las productoras de las
sustancias hidrocarbonadas por medio de la fotosintesis; estas sustancias seran trasladadas
al fruto en la fase de engrosamiento. Esta alimentacion, segun el autor, dependera del nivel
fotosintético determinado por el nimero de hojas, que condiciona el volumen y cualidades

del fruto.

Las poblaciones de (A+N) aumentaron notablemente a partir de los 140 dda (Conteo 10),
cuando las efectividades técnicas de (Bb), (VI) y (Ma) eran de 75%, 60% y 65%

respectivamente.

Almaguel et al. (1999) refieren a dimetoato 38CE a 0,04% i.a. como el mejor control de la
chinche en plantaciones de fomento de un ano, seguido por aplicaciones de B. bassiana a
100 g/L (10® UfC/mL). Los autores manifiestan que con una sola aplicacion, a los 30 dias,

se obtuvo una reduccién considerable de la infestacion.

En los conteos poblacionales de P. perseae se detecto; frecuentemente, la presencia de los
hongos entomopatégenos aplicados desarrollandose sobre las excretas de P. perseae,
aunque este aspecto no se analizé estadisticamente. Esto corrobora los resultados en este

sentido obtenidos en condiciones de laboratorio (epigrafe 4.4.2)

En las Tablas 14, 15, y 16 se expresan las Correlaciones Tiempo (en dias), Temperatura maxima, Temperatura media, Temperatura minima,
Humedad relativa, Lluvia acumulada, y (ET) de las aplicaciones de Bb, VI y Ma en el periodo de 0 a 140 dda (conteo 1- 10), segln
Coeficientes Tau - b de Kendall.

Cuando se analizan estas correlaciones en el tratamiento Testigo (Tabla 17), podemos
sefalar que las poblaciones de (A + N) aumentan a medida que transcurre el tiempo lo que
evidencia una correlacion directa y significativa para p < 0.01. Existe la tendencia a que las
poblaciones en el testigo también aumenten cuando las temperaturas maximas, media y

minima muestren valores altos. Para el caso de las temperaturas, maxima y media, las



correlaciones fueron directas y significativas para p < 0.05, y en el caso de la temperatura
minima la significacion resultdé directa para p < 0.01. De acuerdo con esto podemos sefialar
que las condiciones climaticas de altas temperaturas favorecieron el desarrollo de las
poblaciones de P. perseae, que aumentaron en el tiempo para el caso del tratamiento

testigo.

En el andlisis de estas correlaciones en los tratamientos Bb, VI y Ma (Tablas 14, 15,y 16) se
pudo observar como la temperatura media correlaciona de forma directa y significativa (p <
0.05) con (A +N) en el tratamiento (Bb), o sea que existe la tendencia a que cuando
aumente la temperatura media aumenten las poblaciones de adultos mas ninfas en ese

tratamiento.

No existieron correlaciones entre la ET de Bb y la variable temperatura. La ET y la
humedad relativa correlacionaron positiva y significativamente (p< 0.05) o sea, que cuando
la humedad relativa aumenta, la efectividad del tratamiento se ve favorecida. Ademas, se
refleja una correlacion negativa y significativa para p< 0.01 entre la ET y (A +N). Cuando la
ET disminuye, aumentan las poblaciones del insecto en el tratamiento B. bassiana (Tabla
14).

Para el caso de las poblaciones tratadas con Ma no se establecieron correlaciones con las
variables climaticas en el periodo de 0 — 140 dda. Cuando disminuye la ET del tratamiento
aumentan las poblaciones de (A+N). Se evidencia una correlacién significativa y negativa

(p< 0.05) entre los parametros referidos (Tabla 16).

Las temperaturas maxima, media, y minima y la humedad relativa correlacionaron positiva y
significativamente con A + N del tratamiento V. lecanii. A medida que aumenten las
variables referidas existe la tendencia a aumentar las poblaciones de adultos mas ninfas en

los arboles tratados con VI.

Para el caso de VI, a medida que transcurrié el tiempo, o sea dda, aumentaron las
poblaciones de (A + N), mostrandose una correlacién significativa para p< 0.01. Cuando el
tratamiento pierde Efectividad técnica aumentan las poblaciones, existiendo también una

correlacion negativa y significativa (p< 0.05) entre ambos parametros (Tabla 15).

En los tratamientos con hongos entomopatégenos se evidencioé que cuando las (ET) de los
mismos disminuye, aumentan las poblaciones de la chinche. Algo muy particular se reflejé
para el caso de las poblaciones tratadas con V. lecanii que se vieron favorecidas por las
temperaturas y humedad relativa altas perdiendo efectividad técnica mas rapido en el tiempo

que los demas tratamientos.

A nivel de agroecosistema, son diversos los factores que pueden afectar la actividad de los
biorreguladores de plagas, sean estos los que habitan en dichos ecosistemas o los que se

liberan o aplican masivamente en programas de control biolégico. Vazquez (2003) expresa



que los factores climaticos, temperatura y humedad extremos, lo que puede estar
influenciado por la lluvia y el viento y las radiaciones solares influyen directamente en la

actividad de los microorganismos que se emplean en el control bioldgico.

El porcentaje de insectos adultos parasitados por los hongos entomopatégenos aplicados,
que quedaron sujetos al envés de las hojas, fluctu6 de 10 a 16,66% para el caso de B.

bassiana, 2,77 a 3,77% para V. lecanii y de cero a 33,33% en el caso de M. anisopliae.

El porcentaje de adultos mas ninfas parasitados en el caso de B. bassiana fluctu6 entre
1,49 a 10%, de 0,55 a 2,40% para el caso de V. lecanii, y en M. anisopliae entre el 1,20y
el 4,34% de los adultos mas ninfas parasitadas quedaron sujetos al follaje. Ello contrasta

notablemente con las (ET) alcanzadas (Figura 25).

Considero que este resultado debe interpretarse como una expresion de que solo una parte
de la poblacién de los insectos parasitados por estos hongos en condiciones de campo,

quedan sujetos en el envés de las hojas, y otra parte de ellos cae al suelo.

Esto difiere con los resultados obtenidos con las pruebas de susceptibilidad en condiciones
de laboratorio en bolsas. Debido muy posiblemente a condiciones climaticas de campo
(lluvia, viento etc.) que favorece el desprendimiento de los cadaveres de P. perseae
parasitados por estos hongos.

4.9. Evaluacion de la efectividad econémica de la aplicacién de hongos

entomopatdégenos (B. bassiana, V. lecanii y M. anisopliae) en condiciones de campo.
En las Tablas 18, 19, y 20 aparecen reflejados el Costo de los tratamientos (pesos), los dias

después de la aplicacion donde la ET de cada tratamiento fue = 70%, y el Costo /

tratamiento / dia para el periodo de tiempo que refleja el indicador anterior.

El menor costo lo refleja el tratamiento correspondiente a B. bassiana, seguida de V.
lecanii y M. anisopliae. En los dos primeros casos influyé definitivamente el precio unitario
del producto comercial, el cual es solo el 60% del precio de M. anisopliae. El otro factor
determinante en el comportamiento de este indicador fue la concentracion del biopreparado,
pues en el caso de M. anisopliae fue necesario utilizar mas de cinco veces la cantidad de

producto que se utilizé de B. bassiana y mas de dos veces de la utilizada de V. lecanii.

Como puede apreciarse en la Tabla 20, desde el punto de vista econdomico el tratamiento
correspondiente a B. bassiana resultdé el mejor, ya que tuvo el menor costo/dia (0,10
pesos), y la (ET) de este tratamiento a los 140 dda todavia tenia valores superiores a 70%
(Tabla 19).

5. CONSIDERACIONES GENERALES

El hecho de que las poblaciones de la chinche se encuentren establecidas invariablemente, en el envés de las hojas de los aguacateros, facilita
en extremo que las aplicaciones de hongos entomopatégenos pueda realizarse de abajo hacia arriba, cubriendo facilmente esta cara de las
hojas, al tiempo que el producto queda protegido de la accién degradante de la luz solar y el agua de lluvia, y se logra asi una mayor
persistencia de los propégulos en la zona en que se desarrolla la plaga.



Otro aspecto positivo lo constituye el hecho que los hongos entomopatégenos estudiados encuentran sustrato apropiado en las excretas
depositadas por la chinche, desarrollandose y espurulando con abundancia, lo que hace posible que las aplicaciones en campo de estos
hongos pueden encontrar en dicho material soporte apropiado para mantener sus poblaciones.

Un factor negativo del parasitismo provocado por las especies de hongos entomopatdégenos
aqui empleados, es el hecho de que muy pocos de los insectos parasitados quedan sujetos
o adheridos a las hojas u otros érganos aéreos de la planta, lo que queda demostrado por la
baja cantidad de insectos parasitados detectados en los conteos en comparacion con las
elevadas eficiencias técnicas obtenidas con las aplicaciones de dichos agentes

entomopatogenos.

Este aspecto limita las posibilidades de infecciones secundarias que pudieran efectuarse a
partir de los propagulos de los hongos producidos en los cadaveres de los insectos

parasitados.

En las condiciones del experimento de campo aqui realizado, no resulté posible conocer en
toda su expresion la naturaleza de los dafios producidos por el ataque de esta plaga, ya que
el fruto agricola de esta planta de cultivo son sus frutos y no se pudo establecer una relacién
entre las poblaciones de la chinche y la variacion del niumero, o peso, de los frutos

producidos por las plantas. Esto se debio a dos factores principales:

- Las plantas se encuentran en etapas tempranas de produccién, de modo que no se han
estabilizado en este aspecto, encontrandose arboles con algunos frutos, y otros sin

ninguno.

- La gran variabilidad genética entre las plantas de aguacateros, debida a su caracteristico
sistema de fecundacion, da como resultado la existencia de un numero casi infinito
de formas genéticas que tienen diferente susceptibilidad al ataque de esta plaga, como
quedd demostrado con el analisis estadistico de las poblaciones de la chinche entre las

plantas de un mismo tratamiento, las cuales mostraron diferencias estadisticas.

Es asi, que este aspecto tan importante en la determinacién del Umbral de Dafio Econdmico
tendra que ser resuelto en trabajos futuros. Debemos sefalar que este aspecto no forma

parte de los objetivos del presente trabajo.

6. CONCLUSIONES
1. El ciclo biologico de P. perseae a 20°C, 22°C, 25°C, 28°C, y 30°C es de 42, 34, 28,

24, y 21 dias respectivamente. Las unidades calor para completar el ciclo (Huevo —
Adulto) son 434,8°C, y el Cero Bioldgico o Temperatura Umbral de Desarrollo es
9,9°C. En la region de Villa Clara, esta chinche completa 11,27 generaciones al afio,
con el mayor numero de ellas entre mayo y septiembre, o que coincide con la época

de cuajado y desarrollo acelerado de los frutos de aguacate.

2. Los huevos son depositados en la superficie de las hojas y por el envés. Las puestas

estan constituidas por un nimero variable de 1 a 67 huevos, dispuestos en hileras o
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pequefios grupos. Estan cubiertos por las excretas de las hembras, lo que parece

protegerles de la desecacion y enemigos naturales.

Los cinco instares ninfales se pueden diferenciar por el diametro de la cabeza, la
longitud total del cuerpo, y por su coloracion, lo que posibilité elaborar una clave

dicotdomica para la diferenciaciéon de los mismos.

El hongo Penicillium sp. se encuentra invariablemente asociado a las puestas de P.
perseae, utilizando como sustrato las excretas que las recubren. Los adultos de la
chinche son portadores de propagulos de este hongo, lo que sugiere una relacion de
tipo simbiosis en que los huevos son protegidos de enemigos naturales y el hongo
encuentra sustrato en las excretas y un medio de dispersion a través de los adultos.
Los excretas de la chinche pueden servir de sustrato apropiado para que los hongos
entomopatogenos estudiados desarrollen sus colonias en condiciones de campo,

debido al efecto no antagonista de Penicillium sp. sobre ellos.

Los excretas frescas de P. perseae contienen dos fracciones correspondientes a
carbohidratos y también los elementos metalicos Mg, Ca, Fe, Cu, Zn, Ky Na.

Los sintomas de decoloracién de las hojas asociados a la alimentacion de las
chinches aparecen a las 24 horas de implantadas las colonias, que prefieren las
hojas maduras para su alimentacion. C. gloeosporioides fue aislado a partir de los
bordes en la necrosis causada por el ataque de P. perseae. El follaje perteneciente
al cuadrante sur — oeste resulta el primero en experimentar la defoliacién. Cuando el

ataque de la chinche es muy intenso, las plantas se defolian completamente.

Entre todas las especies de plantas de la familia Lauraceae inspeccionadas,
solamente se encontraron dafios tipicos y pequefias colonias de P. perseae en hojas

de C. camphora y en todas las plantas pertenecientes al género Perseae.

Se detectaron los hongos entomapatégenos B. bassiana, H. verticilliodes e H.
guyana parasitando ninfas y adultos, un acaro fitoseido predando huevos y P.
cubanus (Heteroptera:Miridae), P. myersi (Heteroptera:Miridae), y T. gisselleae
(Heteroptera: Termatophylidae) predando ninfas y adultos de P. perseae en

condiciones de campo.

Los adultos de P. perseae resultaron susceptibles a B. bassiana, B. brongniartii,
Fusarium sp., A. flavus, Hirsutella sp., M. anisopliae, y V. lecanii aplicados como
suspensiones de esporas (10’ esporas / mL) en condiciones de laboratorio. Cuando
se realizaron aspersiones con esporas de B. bassiana sobre plantas de aguacateros

mantenidas en bolsas, los adultos y ninfas de P. perseae resultaron parasitados.

Aplicaciones de B. bassiana, M. anisopliae y V. lecanii (4 L/arbol y 4x10"

esporas/arbol) en condiciones de campo brindaron proteccion 92 dda con mas de
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70% de efectividad técnica. La efectividad técnica de las aplicaciones (ET) se
manifestd de forma ascendente entre los 16 y los 30 dda. A los 30 dias dda todos
los tratamientos mostraron ET superiores a 90%. Las poblaciones de adultos mas
ninfas  fueron menores en los arboles tratados con hongos entomopatégenos

respecto a las del Testigo.

Las condiciones climaticas de altas temperaturas favorecieron el desarrollo de las
poblaciones de P. perseae, que aumentaron en el tiempo para el caso del
tratamiento testigo donde se establecieron correlaciones positivas y significativas.
Entre las efectividades técnicas y las poblaciones de los tratamientos Bb, VI y Ma, se

establecieron correlaciones negativas y significativas.

Desde el punto de vista econémico la aplicacién de B. bassiana (4 L/arbol y 4x10"
esporas/arbol) en condiciones de campo, resulté el mejor tratamiento con el menor

costo/dia (0, 10 pesos).

7. RECOMENDACIONES

1.

Emplear los valores del Cero biolégico y la Sumatoria de Temperaturas Efectivas
para calcular el numero de generaciones de P. perseae en una localidad y época

dadas.

Emplear la clave dicotomica para identificar los cinco instares ninfales de P.

perseae.

Emplear los hongos B. bassiana, M. anisopliae, y V. lecanii para el combate de

poblaciones de P. perseae en aguacateros en condiciones de campo.

Continuar los estudios de campo para mejorar la accién de los hongos

entomopatdgenos y los insectos predadores en el combate de P. perseae.

Desarrollar estudios con las especies de Hirsutella aqui estudiadas a fin de conocer

las posibilidades de las mismas en el control de P. perseae.
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LOGROS CIENTIFICOS

Resultados Cientifico — Técnico Introducidos (INIVIT)

e Resultado: Biologia y descripcion de los estados de desarrollo e instares ninfales
de Pseudacysta perseae (Heid.) (Chinche de encaje del aguacatero).
Coédigo: 4 — Rl —45.
o Resultado: Deteccion de agentes de control natural y susceptibilidad de los adultos
de Pseudacysta perseae (Heid.) a hongos entomopatégenos.
Codigo: 4 — Rl —46.
e Resultado: Relacidon huevos — hongos de Pseudacysta perseae (Heid.) que
aparece en la naturaleza.
Cédigo: 4 -RI-52.
¢ Resultado: Insectos predadores de P. perseae en Cuba.
Cddigo: 4 - RI-100.
e Resultado: Hirsutella verticilliodes Charles e Hirsutella guyana Minter y Brady.
Nuevos entomopatdgenos para Cuba.
Cddigo: 4 —RI - 107

PREMIOS RECIBIDOS

v' Estudios bioecoldgicos de Pseudacysta perseae (Heid.) (Heteroptera: Tingidae).
Resultado Cientifico Destacado Provincial en la Ciencia y la Innovacién Tecnoldgica.
ACC. (15 -1 -2001).
XIV Forum de Ciencia y Técnica. Evento de Base (Premio Relevante) y Municipio (Premio
Destacado), y a nivel de Provincia (Premio Relevante)
Forum Tecnoldgico Especial MIP.2002. Provincial (Relevante)
Forum Tecnologico Especial MIP. 2002. Nacional (Destacado)
Mencién Nacional en la X Exposicion Forjadores del Futuro. 2002

Premio Provincial IV Encuentro de Mujeres Creadoras. 2003

v' Biorreguladores naturales y manejo ecoldgico de Pseudacysta perseae (Heid.)
(Heteroptera: Tingidae).

Resultado Cientifico Destacado Provincial en la Ciencia y la Innovacién Tecnoldgica.
ACC. Ao 2004.

Premio V Encuentro de Mujeres Creadoras 2004



v' La chinche de encaje del aguacatero: Pseudacysta perseae (Heid.) (Heteroptera:
Tingidae). Bioecologia y lucha biolégica en las condiciones de Cuba.
Resultado Premio Nacional Afio 2004 Ministerio de la Agricultura.
Premio Provincial en EXPO ANIR 2004.

v/ Bioecologia y manejo ecoldgico de Pseudacysta perseae (Heid.), mediante el uso de
hongos entomopatoégenos.
Premio Provincial en EXPO ANIR 2003.

OTROS ASPECTOS SIGNIFICATIVOS

Parte de los resultados fueron defendidos, exitosamente, en caracter de autor, como
Tesis presentada para aspirar al titulo de Master en Agricultura Sostenible (Mencién
Sanidad Vegetal) en el afio 2000.

Los resultados sobre el tema de la tesis forman parte de un Proyecto de Investigacion
Desarrollo: Biorreguladores naturales y manejo ecolégico de Pseudacysta perseae
(Heid.) (Chinche de encaje del aguacatero) en la provincia de Villa Clara, aprobado por
la Delegacion Provincial de Ciencia Tecnologia y Medio Ambiente en Villa Clara, dentro del
Programa Cientifico — Técnico Territorial de Agricultura Sostenible con una duracion de

5 afos, y un presupuesto para la ejecucion del mismo de 63 533,32 pesos.



ANEXO 1

Base de datos utilizada para la evaluacion de la efectividad econdmica de la
aplicacion de hongos entomopatégenos (B. bassiana, M. anisopliae, y V. lecanii) en

condiciones de campo.

v" Precios de los medios bioldgicos (Establecimiento Provincial de Sanidad Vegetal.

MINAG. Villa Clara. Marzo, 2003)

B. bassiana 6,00 pesos / kg
V. lecanii 6,00 pesos/ kg
M. anisopliae 10, 00 pesos / kg

v" Dosis aplicada / tratamiento *

B. bassiana 649 g equivalente a 3,89 pesos
V. lecanii 1878 g equivalente a 11,25 pesos
M. anisopliae 5000 g equivalente a 50,00 pesos

* Las cantidades de medios biologicos a utilizar estuvo en dependencia de la concentracion
final (10 ’ esporas / mL) y la cobertura de 4L/arbol de suspension final (4 x 10** esporas
/arbol)

v' Tiempo de trabajo necesario para realizar la aplicacion *
4,0 horas, equivalente a 0,57 jornadas.
* Incluye tiempo de preparacion de la suspension y tiempo de aplicacion.

v" Gasto de salario *

Salario directo 8,31 pesos

Salario complementario 0,76 pesos

TOTAL 9,07 pesos

* Se analiza como “costo de oportunidad” atendiendo a que el obrero recibe un salario

mensual de 350,00 pesos en calidad de “anticipo”
v" Aporte a la Seguridad Social
Equivalente a 1,27 pesos

v Depreciacion: Este valor es despreciable considerando el valor del equipo y el poco

tiempo en que es utilizado.



Anexo 2

Plantas de la Familia Lauraceae inspeccionadas en el Jardin Botanico de Cienfuegos
“Pepito Tey”

Tres plantas de Cinnamomun camphora (L.) Nees & Eberm.
Una planta de Cinnamomun cassia Blume

Una planta de Cinnamomun elongatum (Ness) Kosterman
Cinco plantas de Cinnamomun verum Presl.

Cuatro plantas de Licaria triandra (Sw.) Kosterman

Una planta de Licaria jamaicensis (Nees) Kosterman

Una planta de Persea americana Mill.

Una planta de Persea americana Mill. var. Booth # 7

Una planta de Persea americana Mill. var. Booth # 8

Dos plantas de Persea americana Mill. var. Catalina

Una planta de Persea americana Mill. var. Catalina late

Una planta de Persea americana Mill. var.Centro América # 2

Una planta de Persea americana Mill. var.Centro América # 4



TABLA 1: Duracién de los estados de desarrollo de P. perseae a 20°C, 22°C, 25°C, 28°C, y

30°C (+ 0,5°C) de temperatura constante.

Temperatura Huevos Ninfas Huevo — Adulto
°C) (Dias) (Dias) (DiEs)
20 18 24 42
22 16 18 34
25 14 14 28
28 11 13 24
30 9 12 21

TABLA 2: Ecuacion de regresion, temperatura umbral (Tu) y unidades de calor (UC) para los

diferentes estados de desarrollo de P. perseae.

Estados de Ecuacion de R? Tu uc
Desarrollo Regresidn °C) °C)
Huevo y =-0.056 + 0.0054x 0.9427 10,4 185,2
Ninfa y =-0.034 + 0.004x 0.9548 8,5 250
Huevo — Adulto y =-0.0227 + 0.0023x  0.9973 9,9 434,8

TABLA 3: Suma de temperaturas efectivas (E) y numero probable de generaciones de P.

perseae.
Meses NUmero Temperatura E=(T—-t)d No. generac.=E/C
Dias Prom. (T)
Enero 31 20,20 °C 303,80 0,70
Febrero 28 20,96 °C 295,68 0,68
Marzo 31 22,21 °C 366,11 0,84
Abril 30 23,43 °C 390,90 0,90
Mayo 31 24,62 °C 440,82 1,01
Junio 30 25,83 °C 462,90 1,06
Julio 31 26,10 °C 486,70 1,12
Agosto 31 26,00 °C 483,60 1,11
Septiembre 30 25,60 °C 456,00 1,05
Octubre 31 24,53 °C 438,03 1,01
Noviembre 30 23,24 °C 385,20 0,90
Diciembre 31 21,60 °C 347,20 0,80
TOTAL ANO 365 4856,94 11,27

t = Umbral de desarrollo o cero biolégico = 10,4°C.

C = Constante térmica = 434.8°C
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Figura 1. Numero de generaciones por meses de P. perseae, temperatura promedio

mensual, temperatura umbral de desarrollo (TU) y fenologia del cultivo.

Figura 2. Puestas de P. perseae Figura 3. Huevos cubiertos por heces
depositadas por el envés constituidas fecales de la hembra de P. perseae.
por una o mas filas de huevos.

" Ancho medio
0

192 mm Ancho anterior

0,112 mm
Zona

Peciclo 7 z 3 micrepilar
0,096 mm v

Leongitud total 0.576 mm

Figura 4. Dimensiones del huevo de P. perseae.
Huevo eclosionado (a ) y sin eclosionar (b)




TABLA 4: Ancho de la cabeza, longitud de los antenitos I, II, Il y IV, ancho y longitud total

del cuerpo de los instares ninfales de P. perseae expresados en mm.

Antenitos Cuerpo
Instares Ancho de cabeza | | 1 IV  Total Ancho Largo
| 0,16 0,03 0,03 0,13 0,12 0,31 0,22 0,54
Il 0,18 0,04 0,04 0,16 0,11 0,35 0,24 0,64
1] 0,22 0,04 0,04 0,24 0,13 0,46 0,32 0,88
v 0,28 0,06 0,06 0,34 0,18 0,64 0,48 1,05
\Y, 0,34 0,08 0,08 0,49 0,24 0,89 0,80 1,44

Figura 5. Instares de P. perseae Instar | (a), Instar Il (b), Instar Ill (c), Instar IV (d), Instar V (e).



J 7

Figura 6. Adulto de P. perseae. Figura 7. Segmento genital del macho y la hembra
de P. perseae.

Figura 8. Penicillium sp. asociado a las puestas de
P. perseae..
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Figura 9: Cromatograma que muestra los tiempos de retencion utilizando el detector indice
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Figura 10: Cromatograma que muestra los tiempos de retencion de los patrones dextrana,

rafinosa, sacarosa, y glucosa utilizando el detector Chiralyser.
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Figura 11: Cromatograma que muestra los tiempos de retencion utilizando el detector Indice

de refraccion para las fracciones detectadas en la muestra de excretas de P. perseae
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Figura 12: Cromatograma que muestra que muestra los tiempos de retencion utilizando el

detector Chiralyser para las fracciones detectadas en la muestra de excretas de P. perseae

mVolts



TABLA 5: Tiempo de retencion de los patrones empleados y muestra utilizando el detector

Indice de refraccion.

Patrén tr patrones tr muestra
Dextrana 7,73 7,47
Rafinosa 16,88 16,92

TABLA 6: Tiempo de retencion de los patrones empleados y muestra utilizando el detector

Chiralyser.
Patrén tr patrones tr muestra
Dextrana 8,73 8,7
Rafinosa 17,88 17,98

TABLA 7: Elementos metalicos presentes en las excretas de P. perseae

Mg Ca Fe Cu Zn K Na
Cantidades 0,505 0,403 0,054 0,0045 0,0055 0,125 0,034
expresadas en %

Penicillium sp. - B. bassiana Penicillium sp. - V. lecanii Penicillium sp. - B. brongniartii

Penicillium sp. - Hirsutella sp. Penicillium sp. - M. anisopliae

Figura13: Efecto no antagonista de Penicillium sp. frente B. bassiana, V. lecanii, B.
brongniartii, Hirsutella sp, y M. anisopliae. Nétese que no existe ningun aplanamiento, ni
allanamiento de la colonia ni invasion de la superficie.



Figura 14. Signos de decoloracion de las hojas
asociados a la alimentacion de las chinches a
las 24 horas de implantadas las colonias.

Figura 15. Infeccion de P. persea de los planos inferiores del follaje avanzando a planos

superiores



Figura 16: El Cuadrante sur — oeste Figura 17: Aguacateros parcialmente defoliados.
resulta el primero en experimentar la

defoliacion por el ataque de P.

Figura 18. Adulto (a) y ninfa (b) de P. perseae parasitados por Hirsutella
verticillioides Charles
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Figura 19: Porcentaje de parasitismo de Hirsutella spp. en P. perseae en condiciones de
campo en los meses de noviembre, diciembre, enero, y febrero

Figura 20: Predadores de P. perseae encontrados en la region de Cudina Topes de
Collantes, Sierra del Escambray. Paracarnus myersi China (Heteroptera: Miridae),
Paracarnus cubanus Bruner (Heteroptera: Miridae) y Termatophylidea gisselleae Grillo
(Heteroptera: Termatophylidae)
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Figura 21: Susceptibilidad de los adultos de P. perseae a hongos entomopatégenos.

TABLA 8: Comparacioén del porcentaje de mortalidad (%) en siete tratamientos a las 72, 96,
y 120 horas utilizando un analisis de comparaciéon de proporciones con el test Chi -

cuadrado.

0.073 0.002 0.994

Cl 99% 0.066 - 0.080 0.001 - 0.003 0.992 - 0.996



Figura 23. Adulto parasitado por B.
bassiana. Notese el estilete clavado en la
superficie de la hoja.

Figura 22. Adultos muertos de P.
perseae con el cuerpo ligeramente
elevado hacia el apice posterior.

Figura 24. Cuerpo de P. perseae cubierto de
abundante masa de esporas de B. bassiana.



TABLA 18: Costo de los tratamientos

Tratamiento Costo

B. bassiana 14,23 pesos
V. lecanii 21,59 pesos
M. anisopliae 60,34 pesos

TABLA 19: Dias después de la aplicacion donde la Efectividad Técnica de cada

tratamiento fue =70%

Tratamiento (dda)
B. bassiana 140
V. lecanii 92
M. anisopliae 123

TABLA 20: Costo / tratamiento/ dia.

Tratamiento Costo
B. bassiana 0,10 pesos
V. lecanii 0,23 pesos

M. anisopliae 0,49 pesos
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Figura 25. Interacciones bidticas y abidticas.



TABLA 9: Comparacion del niumero de (A+N) entre los cuatro tratamientos utilizando un andlisis de varianza no paramétrico de
Kruskal Wallis.

Por columnas (a,b,c) medias de rango con letras no comunes difieren (sig. < 0.05).



TABLA 10: Arboles con cantidad de (A +N) muy superior a lo esperado en el tratamiento correspondiente a (Bb).




TABLA 11: Arboles con cantidad de (A +N) muy superior a lo esperado en el tratamiento correspondiente a (VI).




TABLA 12: Arboles con cantidad de (A +N) muy superior a lo esperado en el tratamiento correspondiente a (Ma).




TABLA 13: Arboles con cantidad de (A +N) muy superior a lo esperado en el tratamiento correspondiente a (T).




TABLA 16: Correlaciones Tiempo (en dias), Temperatura maxima, Temperatura media, Temperatura minima, Humedad relativa, Lluvia

acumulada, A+N y Efectividad técnica en el tratamiento (Ma), mostrandose los Coeficientes no parametricos segun Tau b de Kendall.

** Correlacion significativa para p<0.1
* Correlacion significativa para p<0.5



TABLA 14: Correlaciones Tiempo (en dias), Temperatura maxima, Temperatura media, Temperatura minima, Humedad relativa, Lluvia
acumulada, A+N y Efectividad Técnica, en el tratamiento (Bb), mostrandose los Coeficientes no parametricos segun Tau b de Kendall.

** Correlacion significativa para p<0.1
* Correlacion significativa para p<0.5



TABLA 15: Correlaciones Tiempo (en dias), Temperatura maxima, Temperatura media, Temperatura minima, Humedad relativa, Lluvia

acumulada, A+N y Efectividad técnica en el tratamiento (VI), Coeficientes no parametricos segin Tau b de Kendall.

** Correlacion significativa para p<0.1
* Correlacion significativa para p<0.5



TABLA 17: Correlaciones Tiempo (en dias), Temperatura maxima, Temperatura media, Temperatura minima, Humedad relativa, Lluvia

acumulada, A+N en el tratamiento (T), mostrandose los Coeficientes no parametricos segun Tau b de Kendall.

** Correlacion significativa para p< 0.1
* Correlacion significativa para p< 0.5



