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RESUMEN

Anastrepha fraterculus, plaga principal de los frutales en América Latina, ocasiona
graves pérdidas econdmicas. Para combatirla se aplican controles quimicos, fisicos,
bioldgicos, entre otros. En ésta investigacion se estudio la eficacia de una cepa de
Metarhizium anisopliae, para el control de pupas de Anastrepha fraterculus en un
cultivo de Feijoa en Guayllabamba, Ecuador; para lo cual, se evaluaron cualitativa-
mente en laboratorio los medios de cultivo PDA y Sabouraud, para el aislamiento de
M. anisopliae., con tres evaluaciones cada 5 dias; Sabouraud fue el medio que pre-
sentdé mayor crecimiento del hongo. Se evalu6 la densidad poblacional de pupas en
una capa de suelo (0-10 cm de profundidad), la cual no resulto representativa, la lo-
calizacion de las pupas bajo la superficie del suelo, dificulté analizar efectivamente
la poblacién. Se evaluaron en campo tres concentraciones de M. anisopliae. (1x10°
UFC, 1x10" UFC y 1x10® UFC, més un testigo), se realizé una evaluacion al aplicar
el hongo en el suelo y, en laboratorio, con las muestras de suelo extraidas a los 13,
18, 23 y 28 dias de la aplicacion, el primer tratamiento (1x10° UFC) obtuvo un 20%
de eficacia, respecto a los demas tratamientos en los cuales se presento el crecimien-
to de: Fusarium sp., Aspergillus sp., Rhizoctonia sp., y Beauveria sp., el bajo por-
centaje de eficacia probablemente se debié a que la cepa fue obtenida en una zona
con condiciones climéticas diferentes al sitio del ensayo, influyendo en los resulta-

dos. Para los analisis estadisticos, se aplicé un analisis de covarianza.

PALABRAS CLAVES:
e Anastrepha fraterculus
e Metarhizium anisopliae
e MOSCADE LAFRUTA
e CONTROL
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ABSTRACT

Anastrepha fraterculus, is one of the main plagues of the fruit trees in Latin America,
that causes serious economic losses. To combat it, there are chemical, physical and
biological control measures, among others. In this research the efficacy of a strain of
Metarhizium anisopliae for the control of Anastrepha fraterculus pupae was studied
in a Feijoa crop in Guayllabamba, Ecuador. The PDA and Sabouraud culture media,
for the isolation of M. anisopliae, were evaluated qualitatively in the laboratory, with
three evaluations every 5 days; Sabouraud was the medium with the highest growth
of the fungus. The population density of pupae was evaluated in a soil layer (0-10 cm
depth), which was not representative, the location of the pupae under the soil surface,
made it difficult to analyze the population. Three concentrations of M. anisopliae
were evaluated in the field. (1x10° CFU, 1x10" CFU and 1x10® CFU plus one con-
trol), evaluations were carried out when the fungus was applied to the soil and, in the
laboratory, soil samples were taken at 13, 18, 23 and 28 days after application, The
first treatment (1x10° CFU) was 20% efficient, compared to the other treatments in
which the growth of: Fusarium sp., Aspergillus sp., Rhizoctonia sp., and Beauveria
sp., The low percentage of efficacy was probably due to the fact that the strain was
obtained in an area with different climatic conditions at the test site, influencing the
results. For the statistical analyzes, a covariance analysis was applied.
KEY WORDS:

e Anastrepha fraterculus

e Metarhizium anisopliae

e FRUITFLY

e CONTROL



CAPITULO |
INTRODUCCION

La mosca de la fruta es una plaga muy importante para muchos paises, debido a su
capacidad para causar dafio en frutales y limitar el acceso hacia los mercados inter-
nacionales de productos que pueden hospedar esta plaga. Segun las Normas Interna-
cionales para Medidas Fitosanitarias (NIMF) N° 26 (2006), la alta probabilidad de
introduccion de moscas de la fruta relacionadas con una variedad de hospedantes da
como resultado restricciones impuestas por parte de los paises importadores para
aceptar frutas que procedan de &reas en donde estas plagas estan presentes de manera
endémica o que se han establecido.

Las especies de la familia Tephritidae, conocidas con el nombre comun de “verda-
deras moscas de la fruta”, porque en sus estados inmaduros se alimentan en el inte-
rior de los frutos de un gran numero de plantas cultivadas y silvestres, por lo que
diversas especies ocasionan grandes pérdidas econdmicas para la fruticultura a nivel
mundial. Esta familia se encuentra en las regiones templadas, subtropicales y tropica-
les de todo el mundo, pero estan ausentes en las zonas polares. Dentro de la familia
Tephritidae, se encuentra el género Anastrepha, el cual es uno de los de mayor im-
pacto econémico en América (Hernandez-Ortiz, Guillén-Aguilar, & Ldpez, 2010).

Se destaca la mosca sudamericana de la fruta, Anastrepha fraterculus (Wiede-
mann), cuya distribucion se extiende desde el sur de Texas (EE.UU) a través de Mé-
xico, Centro y Sudamérica (Hernandez-Ortiz & Morales- Valles, 2004). En Ecuador,
Anastrepha fraterculus constituye uno de los principales problemas fitosanitarios en
el sector fruticola en el pais (Paucar, 2015).

Los dafios que ocasiona la mosca de la fruta son: destruccion de la pulpa, dismi-
nucion de su valor comercial, facilidad al ataque de patdégenos y disminucion de la
produccion de fruta. Ademas ocasiona incremento de costos de produccion por la
aplicacion de medidas de control, gastos en investigacion para el desarrollo de tecno-
logia de control, afectan el comercio nacional y restringen el ingreso a mercados in-
ternacionales, ya que varias especies son de interés cuarentenario para paises impor-
tadores de fruta fresca (Vilatufia, Sandoval, & Tigrero, 2010).

Para combatir esta plaga, existen tipos de controles, como quimico, natural, biolo-

gico, fisico, entre otros; uno de los méas estudiados en los ultimos afios es el control
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bioldgico. Dentro del control bioldgico, se encuentran un gran nimero de microorga-
nismos, hongos, levaduras, actinomicetos, y bacterias que han sido reportadas como
benéficos por su capacidad de ser insecticidas, promotores de crecimiento vegetal,
antagonistas de fitopatégenos y mejorar la proteccion de las plantas. Los hongos en-
tomopatdgenos han sido estudiados en los ultimos 20 afios por sus propiedades para
el control de tefritidos, su modo de accién por contacto, por via tegumentaria, facili-
dad de produccion en masa, asi como su capacidad de producir compuestos con ca-
pacidad insecticida por ingestién, y su compatibilidad con el medioambiente
(Lozano, 2015).

El grupo mas importante de hongos entomopatdgenos son los deuteromicetos,
donde se encuentran: Beauveria, Verticillium, Metarhizium, entre otros (Castellanos
et al. 2011). Metharizium anisopliae ataca naturalmente a mas de 300 especies de
insectos de diversos Ordenes. Los insectos muertos por este hongo son cubiertos
completamente por micelio, que al inicio es blanco pero se torna verde cuando el
hongo esporula. Debido a las caracteristicas de la cepa, &mbito de hospedantes, pato-
genicidad, virulencia y condiciones ambientales, existen cepas especificas para el
control de diferentes plagas (Castillo, 2006).

1.1 Formulacién del problema

La mosca de la fruta provoca graves estragos econdmicos porque el producto que-
da practicamente inutilizable, llevando a los grandes mercados (paises importadores)
a imponer restricciones cuarentenarias, normas sanitarias y fitosanitarias que en su
mayoria son dificiles de cumplir por parte de los productores, debido a que no todos
poseen el mismo nivel de tecnologia, financiamiento y conocimiento del cultivo. En
Ecuador la mosca de la fruta afecta a frutales como guayaba, café, chirimoya, man-
darina, entre otros. El principal problema de esta plaga es que es cuarentenaria en
mercados como Chile y Estados Unidos, quienes piden medidas extremas para acep-
tar nuestras frutas (Valenzuela, 2012).

El cultivo que es atacado por esta plaga, sufre una importante reduccion en su ren-
dimiento, por ejemplo en el cultivo de naranja, la mosca de la fruta es una amenaza
potencial, por el incremento de dafios en los frutos en los ultimos tiempos donde las
plantas hospederas tienen una reduccion en los rendimientos entre 10 a 50%
(Ganchozo, 2015).



1.2 Justificacion del problema

Las exportaciones que realizé el Ecuador al mundo, en el 2013, se ubicaron en
24.922 millones y las frutas representan el 9,9% de esas ventas. Lo que implica que
es un sector muy importante para la economia del pais, por los ingresos y la genera-
cion de empleo. La principal fruta es el banano que representd el 90% de las ventas.
La diferencia se distribuye en la comercializacion de mango, pifias, guayabas, melo-
nes, sandias, fresas, moras, grosellas y demas. Las frutas que poseen mayor potencial
en los proximos afios, son el mango y la pifia (Macas, 2014).

Actualmente Ecuador exporta a paises como Estados Unidos, México, Chile y pai-
ses de la Unién Europea; estos mercados exigen el cumplimiento de normas de cali-
dad para la exportacion de frutas, especificamente que dichas frutas se encuentren
libres de plagas. Por ejemplo, las exportaciones de banano de Ecuador enfrentan
estandares (sanitarios y fitosanitarios, técnicos y de comercio) como: reglas labora-
les, requerimientos de certificacion, los analisis de residuos, las etiquetas y las reglas
medioambientales son los mas importantes al momento de exportar el producto. El
problema se basa en que estos estandares, de acuerdo a los bananeros, se tornan mas
nuUMerosos y exigentes afo a afio (Wong, 2008).

En lo que se refiere a las reglas medioambientales, lo que se busca es implementar
controles que sean efectivos y que minimicen o no causen dafios al medio ambiente,
es decir establecer un manejo integrado de plagas que conlleve varios controles, entre
ellos el bioldgico, utilizando organismos vivos (como los hongos entomopatgenos)
con el objeto de controlar las poblaciones de otro organismo.

1.3 Objetivos
1.3.1 General

Evaluar la eficacia de Metharizium anisopliae, para el control de pupas de Anas-
trepha fraterculus (Wied.) en Guayllabamba, Ecuador.
1.3.2 Especificos

e Determinar la densidad poblacional de pupas de Anastrepha fraterculus
(Wied.) en el suelo superficial (1 dm 2) de un cultivo de Feijoa (Acca sellowiana)

e Evaluar la eficacia de control de tres concentraciones de Metharizium aniso-

pliae en pupas de Anastrepha fraterculus (Wied.)
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e  Estudiar cualitativamente la aplicacion de dos tipos de medio de cultivo PDA
y Sabouraud en el aislamiento de Metharizium anisopliae
e  Difundir los resultados obtenidos mediante el Repositorio Digital de la ESPE

y en la comunidad de Guayllabamba



CAPITULO 1
MARCO TEORICO

2.1 Generalidades sobre la mosca de la fruta
2.1.1 Taxonomia

En el orden Diptera, se encuentran nueve familias relacionadas en tres clados: el
primero contiene a los Lonchaeidae; el segundo incluye a los Richardiidae, Pallopte-
ridae y Piophilidae; las familias incluidas en estos clados también se les ha denomi-
nado como Tephritoidea inferiores. El tercer clado contiene a los Ulidiidae (Oti-
tidae), Platystomatidae, Tephritidae, Pyrgotidae y Tachiniscidae (Matheus, 2005).

Las verdaderas “moscas de la fruta” son insectos pertenecientes a la familia Teph-
ritidae. El género Anastrepha es autdctono de Centro y Sudamérica. Las larvas se
alimentan de la pulpa de las frutas, poseen metamorfosis completa, atravesando por
los estados de huevo, larva, pupa y adulto (Vilatufia, Sandoval, & Tigrero, 2010).
2.1.2 Ciclo biolégico de la mosca de la fruta

El ciclo de vida de las moscas de la fruta (Figura 1), se inicia cuando las hembras
adultas ovipositan bajo el pericarpio (cascara) (Figura 2), el estado de huevo de las
moscas de la fruta tiene una duracion que esta en funcién de las condiciones ambien-
tales, varia de 2 a 7 dias en verano y de 20 a 30 dias en invierno, al final los huevos
eclosionan y emergen las larvas (gusanos) las mismas que comienzan a alimentarse
del fruto (Matheus, 2005).

Las larvas para su desarrollo y alimento, forman galerias en el sustrato de alimen-
taciéon dejando a su paso excrementos que ocasionan la rapida descomposicion del
fruto, provocando su caida prematura. Después de mudar la piel dos veces, salen de
las frutas realizando orificios con sus diminutas mandibulas y se dejan caer al suelo,
donde se introducen para pupar. El estado de larva dura de 1 a 3 semanas, de acuerdo
a la especie de mosca y la temperatura del lugar (Figura 3) (Vilatuiia, Sandoval, &
Tigrero, 2010).
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Figura 1 Ciclo de vida de la mosca

de la fruta
Fuente (Vilatufia, Sandoval, & Tigrero, 2010)

Figura 2 Oviposicion de las moscas de la fruta
Fuente (Matheus, 2005)

El estado de pupa tiene una duracion de 9-15 dias, sin embargo durante el verano
y en condiciones de baja temperatura se puede prolongar por meses (Figura 4). En
esta fase ocurre la transformacion progresiva de larva en adulto al interior del pupa-
rio. Una vez alcanzada su madurez fisioldgica, el adulto emerge del pupario, rom-
piendo éste con el “ptilinum”, membrana ubicada en la parte frontal de la cabeza que
se dilata para romper la piel del pupario y permitir la emergencia del adulto (Figura
5) (Matheus, 2005).



Figura 3 Larvas de la mosca de la fruta
Fuente (Vilatufia, Sandoval, & Tigrero, 2010)

Figura 4 Pupas de moscas de la fruta del

género Anastrepha
Fuente (Vilatufia, Sandoval, & Tigrero, 2010)

Figura 5 Adulto emergiendo de la pupa, notese

el ptilinum adn presente
Fuente (Alarcon, 2017)

El adulto tiene el cuerpo amarillo, naranja, café o negro; se encuentra cubierto de
pelos o cerdas, cabeza grande y ancha, recta o inclinada hacia atras; ojos grandes, de
color generalmente verde luminoso o violeta; ocelos y cerdas ocelares presentes o
ausentes; antenas de tipo decumbente que forman tres segmentos, son cortas y pre-



8

sentan aristas, aparato bucal con proboscide corta, carnosa y con labella grande
(Matheus, 2005).

El tiempo de vida de un adulto es de uno a dos meses, segun las condiciones eco-
I6gicas, aunque se puede prolongar hasta por 10 meses en zonas templadas y frias.
No todas las plantas y arboles sirven como hospederos y refugios a las moscas de la
fruta; algunas especies las utilizan como hospederos, otras como refugio y otras para
ambos propositos (Vilatufia, Sandoval, & Tigrero, 2010).

Figura 6 Adulto hembra de Anastrepha

fraterculus (Wied.)
Fuente (Vilatufia, Sandoval, & Tigrero, 2010)

2.2 Generalidades del cultivo de Feijoa (Acca sellowiana)

La Feijoa (Acca sellowiana), es un arbusto lefioso de la familia ~ Myrtaceae nati-
va de Sudamérica, donde es conocida como guayabo del Brasil. Actualmente se cul-
tiva, en Espafia, Francia, Italia, EEUU (en California) y Nueva Zelanda, por su fruto
y su valor ornamental. El fruto es una baya verde grisacea, de forma casi redondeada
segun el cultivar, su peso oscila entre 60 y 150 g, aunque algunos frutos pueden su-
perar los 200 g. La pulpa del fruto es blanquecina, jugosa, aromatica y de sabor
agradable, posee un elevado contenido en sales minerales, especialmente en yodo.
La maduracion ocurre en otofio (Vela et al. 2009).

El momento de la recoleccion es uno de los aspectos mas conflictivos de este cul-
tivo, en cada arbol existen frutos en distintos grados de maduracion. La fruta madu-



9

ra cae al suelo de manera escalonada, durante aproximadamente un mes, lo que obli-
ga a recogerla varias veces por semana. La produccion por planta puede superar los
40 kilos de fruta a partir del décimo afio (Vela et al. 2009).

Figura 7 Feijoa (Acca sellowiana)
Fuente (Valdez, 2011)

2.2.1 Ataque de mosca de la fruta en cultivo de Feijoa (Acca sellowiana)

En el Ecuador se ha reportado ataque de Anastrepha fraterculus (Wied.) en Feijoa,
en las localidades de Guayllabamba y Patate (Tigrero, 2009).

Los dafios directos de la mosca de la fruta son: destruccion de la pulpa, disminu-
cion de su valor, facilidad al ataque de patégenos y disminucién de la produccion de
fruta (Vilatufa, Sandoval, & Tigrero, 2010).

Figura 8 Larva de Anastrepha fraterculus

en fruto de Feijoa (Acca sellowiana)
Fuente (Alarcon, 2016)
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2.3 Control bioldgico

El control bioldgico es una practica muy importante para el manejo de plagas,
consiste en la utilizacion de organismos vivos para reducir y mantener la abundancia
poblacional de una plaga por debajo de los niveles de dafio econémico. Su valor re-
cae en que puede resultar en un control eficiente de una plaga tanto a mediano como
a largo plazo, compatible con un bajo riesgo ambiental y una produccion sustentable
(Fischbein, 2012).

2.3.1 Tipos de control biologico

Existen tres tipos de control bioldgico: clasico, aumentativo y el conservativo
(Fischbein, 2012). El control biolégico clasico se basa en la introduccién de un
enemigo natural en un nuevo ambiente para que se establezca de forma permanente y
regule a la plaga de manera sostenida en el tiempo; el control biol6gico aumentativo
contribuye a aumentar la abundancia de los enemigos naturales que ya estan presen-
tes en un area afectada asi como también la liberacion periddica de enemigos natura-
les ausentes en la zona afectada; el control bioldgico conservativo sefiala a imple-
mentar varias medidas para proteger, aumentar la abundancia y mejorar las activida-
des de los enemigos naturales ya presentes en el area (Fischbein, 2012).

Los diferentes metodos de control bioldgico, pueden combinarse con otros tipos de
control, dentro de un plan de manejo integrado de plagas. EI manejo integrado de
plagas (MIP) es una estrategia que integra las diferentes tacticas normalmente em-
pleadas en el control de plagas, entre las cuales: control mecéanico, fisico, cultural,
bioldgico, genético y quimico de la plaga; por ejemplo se pueden combinar activi-
dades de manejo silvicola y sanitario de las plantas o arboles de cultivo (podas, ra-
leos silvicola, raleo sanitario), manejo biol6gico mediante enemigos naturales (de-
predadores, parasitoides, patdgenos) y control quimico (uso de plaguicidas)
(Fischbein, 2012).

2.3.2 Uso de entomopatogenos en el control bioldgico

Los hongos entomopatdgenos tienen mecanismos de invasion Unicos, ya que no
necesitan ser ingeridos por el insecto para controlarlo sino que lo infecta por contacto
y adhesion de las esporas a partes de su cuerpo (partes bucales, membranas inter-
segmentales o espiraculos, entre otros), evitando que el hospedero desarrolle resis-
tencia (Motta-Delgado & Murcia-Ordofiez, 2011).
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Constituyen el grupo de mayor importancia en el control biol6gico de insectos
considerados como plaga, principalmente en los chupadores o succionadores ya que
estos no pueden ingerir patdégenos que infectan a través del tracto digestivo (Castillo,
2006).

Los hongos entomopatégenos, forman un grupo con méas de 750 especies, disgre-
gados en el medio ambiente. Entre los géneros mas importantes estan: Metarhizium,
Beauveria, Aschersonia, Entomophthora, Zoophthora, Erynia, Eryniopsis, Akant-
homyces, Fusarium, Hirsutella, Hymenostilbe, Paecelomyces y Verticillium (Motta-
Delgado & Murcia-Ordofiez, 2011).

2.3.3 Medios para el aislamiento de hongos entomopatdgenos
2.3.3.1 Sabouraud

Formula original desarrollada por Raymond Sabouraud, es el medio de cultivo méas
utilizado en el estudio de hongos, parcialmente selectivo debido a su bajo pH vy alta
concentracion de glucosa. En este medio las peptonas proveen la fuente de carbono y
nitrégeno para el adecuado crecimiento de microorganismos, la dextrosa actia como
fuente de energia y el agar es agregado como agente solidificante (Maldonado,
2013). Sirve para el aislamiento y mantenimiento de hongos en tubo inclinado. Debi-
do a su composicion, los hongos crecen exuberantemente y esporulan bien. Es el
medio estandar para observar la morfologia tipica de los hongos (Cafiedo & Ames,
2004).
2.3.3.2 Dodine

En 1982, el fungicida Dodine (monoacetato de N-dodecilguanidina) fue aplicado
en un medio de cultivo para el aislamiento de M. anisopliae de suelo. Se determino
que Dodine puede ser utilizado ampliamente en el aislamiento de B. bassiana y M.
anisopliae; se establecié que la adicion de bajas concentraciones de Dodine (10 y 50
ug / ml) al medio, ayuda a reducir el nimero de contaminantes en mas del 90% vy
mejora el aislamiento (Fernandes, Keyser, & Rangel, 2010).
2.3.3.3 Papa Dextrosa Agar (PDA)

El Agar Papa Dextrosa se encuentra compuesto por infusion de papa deshidratada
y Dextrosa, este medio fomenta el crecimiento exuberante de los hongos (Acumedia,
2015). Es un medio muy usado que sirve para aislar una diversidad de hongos como

Beauveria, Paecilomyces, Lecanicillium y Metarhizium, los mas importantes hongos
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parésitos de insectos; al igual que los parésitos de plantas y los hongos saprofitos,
crecen y esporulan muy bien en este medio. Cuando se aislan hongos a partir de in-
sectos colectados del suelo, es recomendable acidificar el medio con &cido lactico al
25%. También se recomienda agregar 3 6 4 gotas sobre el agar solidificado de la
placa con el objeto de evitar el desarrollo de bacterias (Cafiedo & Ames, 2004).
2.4 Generalidades de Metarhizium anisopliae

Se encuentra en la naturaleza, en rastrojos de cultivos, en el suelo, las plantas,
estiércol, animales atacados por el hongo, etc., logra buen desarrollo en lugares con
poco sol, frescos, y humedos. Ataca naturalmente mas de 300 especies de insectos
de diversos ordenes; los insectos muertos por este hongo se presentan cubiertos com-
pletamente por micelio, el cual inicialmente es de color blanco pero se torna verde
cuando el hongo esporula (Figura 9) (Castillo, 2006). En su aspecto macroscépico,
presenta una colonia pegada al medio, completamente redonda, de colores olivéceo,
amarillento, verdoso, marrén oscuro, dependiendo del aislamiento, con un reves in-
coloro a marron, a veces verdoso citrino (Figura 10) (Gonzalez-Castillo, Aguilar, &

Rodriguez-Herrera, 2012).

e

Figura9 Cadaver de chinche del tallo
del arroz, Tibraca limbativentris, muerto

por Metarhizium anisopliae
Fuente (Lecuona & Kruger, 2014)
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Figura 10 Aspecto macroscépico

de Metarhizium anisopliae
Fuente (Garcia, 2012)

2.4.1 Efectividad de Metharizium anisopliae

Segln Gdémez (1999), el primer trabajo de control de plagas utilizado microorga-
nismos, fue realizado en Rusia en 1879 por Metschnikoff donde se utilizé M. aniso-
pliae para el control de Anisoplia austriaca Herbst, importante plaga de la remola-
cha; este hongo se ha aislado de méas de 300 especies de insectos de diferentes 6rde-
nes, incluyendo plagas de importancia agricola. Segun Mendonga (1991) citado por
Gobmez (1999), Metharizium anisopliae es usado en gran escala en Brasil para el con-
trol del “salivazo de la cafia de azicar” Manaharva andigena, desde el afio 1970.
Segun Alves (1986) citado por Gomez (1999), en 1984 se aplic6 Metharizium aniso-
pliae en 150.000 ha de cafia de azUcar para el control de M. posticata, reduciéndose
el empleo de insecticidas quimicos, esto fue de gran importancia para el desempefio
de los enemigos naturales del barreno de la cafia de azUcar.
2.4.2 Caracteristicas

En su aspecto microscopico, M. anisopliae, presenta células conididgenas (fiali-
das) de forma cilindrica, con éapices redondeados o conicos y estan arreglados en
densos himenios. Los conidiéforos son ramificados reiteradamente formando una
estructura semejante a un candelabro. Los conidios son cilindricos, ovoides u acepta-
dos, forman cadenas usualmente arregladas en columnas prismaticas. Los conidios
miden de 3.5 a 9 um (Carballo & Guaharay, 2004).
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Figura 11 Aspecto microscopico

de Metarhizium anisopliae
Fuente (Alarcon, 2016)

2.4.3 Ciclo de vida de Metarhizium anisopliae

Los hongos entomopatdgenos desarrollan las siguientes fases en el insecto hospe-
dero: germinacion, formacion de apresorios, formacion de estructuras de penetracion,
colonizacion y reproduccidn. Inicialmente, la espora se adhiere a la cuticula del in-
secto, posteriormente desarrolla un tubo germinativo y un apresorio, con éste se fija
en la cuticula y con el tubo germinativo o haustorio (hifa de penetracién) se da la
penetracion al interior del cuerpo del hospedero. La germinacién ocurre aproxima-
damente a las 12 horas post-inoculacion y la formacion de apresorios se presenta de
12 a 18 horas post-inoculacién (Castillo, 2006).

En la penetracion participa un mecanismo fisico y uno quimico, el primero consis-
te en la presion ejercida por la estructura de penetracion, la cual rompe las areas es-
clerosadas y membranosas de la cuticula. EI mecanismo quimico consiste en la ac-
cion de enzimas como: proteasas, quitinasas Yy lipasas, las cuales causan descomposi-
cion del tejido en la zona de penetracién, lo que facilita el ingreso del hongo. Des-
pués de la penetracion, la hifa se ensancha y ramifica dentro del tejido del insecto,
colonizando completamente la cavidad del cuerpo del insecto, esto sucede en 3 6 4
dias después de la inoculacién. A partir de la colonizacion se forman pequefias es-
tructuras del hongo, lo que corresponde a la fase final de la enfermedad del insecto,

ocurre 4 ¢ 5 dias después de la inoculacion (Castillo, 2006).
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2.4.4 Toxinas

Metarhizium anisopliae produce varias toxinas entre ellas los ciclodepsipeptideos
como las dextruxinas A, B, C, D y la desmetildextruxina B, son compuestos toxicos
para los insectos por inyeccion intrahemocélica y su efecto toxico varia con la espe-
cie de insecto (Carballo & Guaharay, 2004).
2.4.5 Profundidad de ataque de Metarhizium anisopliae

Metarhizium anisopliae se encuentra mejor adaptado a condiciones del suelo; se lo
emplea ampliamente en el control de plagas a nivel de la rizosfera (Jaramillo et al.
2015). Una vez madura, la larva de la mosca de la fruta, abandona el fruto y se entie-
rra a pocos centimetros de profundidad (4-8 cm), se convierte en pupa; después de
algun tiempo, emerge el adulto gque iniciara un nuevo ciclo de vida (Boscan, 1992).
Las pupas de la mosca de la fruta, al encontrarse a nivel de la rizésfera es decir, la
parte del suelo inmediata a las raices vivas, se convierten en un elemento susceptible
al ataque de Metarhizium anisopliae.
2.4.6 Concentraciones para aplicacion de Metarhizium anisopliae

Para la aplicacion de Metarhizium anisopliae, las concentraciones recomendadas

son:
e 1x10° UFC
e 1x10'UFC
e 1x10°UFC

(Rodriguez, France, & Gerding, 2004)
2.5 Fusarium sp.

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricul-
tura, FAO (2003) citado por Motta-Delgado & Murcia- Ordofiez (2011) los géneros
de entomopatdgenos mas utilizados son Metarhizium, Beauveria, Paecilomyces,
Verticillium, Rhizopus y Fusarium. Pérez Kepp (2013) tras estudios realizados
afirma que Fusarium sp., afecta algunos insectos considerados plagas tradicionales
del cultivo de maiz: en larvas de Spodoptera frugiperda, y en adultos de Peregrinus
maidis, Rhopalosiphum maidis y Chaectognema macgillavryi, también en los dipte-

ros como Euxesta sp.



16

2.6 Aspergillus sp.

Aspergillus es un hongo filamentoso saprofito, hialino, , perteneciente al filo
Ascomycota. Este hongo se encuentra formado por hifas hialinas septadas y puede
tener reproduccion sexual (con formacion de ascosporas en el interior de ascas) y
asexual (con formacion de conidios). Se lo reconoce como uno de los principales
hongos productores de micotoxinas que son metabolitos secundarios producidos y
secretados por el hongo durante el proceso de degradacion de la materia organica,
como mecanismo de defensa frente a otros microorganismos (Databio, 2012).

Cabe mencionar que estudios demuestran que Aspergillus parasiticus puede afec-
tar a moscas y adultos de Spodoptera frugiperda (Pérez Kepp, 2013).

2.7 Beauveria sp.

El hongo Beauveria bassiana (Bals.) se ha estudiado como agente de control de
insectos plagas pertenecientes a diferentes 6rdenes. En cultivos de la agricultura ur-
bana lo recomendaron para el control de varias especies que afectan a muchos culti-
vos horticolas (Arias Lopez et al. 2014).

En condiciones de laboratorio Beauveria bassiana es patdgena para la mosca de
fruta Anastrepha sp. y larvas del cogollero Spodoptera frugiperda, alcanzando por-
centajes de colonizacion del 100% (Arias Lopez et al. 2014).

2.8 Rhizoctonia sp.

Mora (1996) menciona que Rhizoctonia sp., es un patégeno que posee un amplio
rango de hospederos el cual ataca a los hipocdtilos, la raiz y las hojas de la planta.
No se han registrado estudios que demuestren que Rhizoctonia sp., actle como

entomopatogeno.
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de la investigacion
3.1.1 Ubicacion Politica
El trabajo de campo se lo realizé en el vivero frutal del Ing. Raul Morales, ubicado
en la parroquia de Guayllabamba, cuya ubicacion es la siguiente:
Provincia: Pichincha
Cantoén: Quito
Limites:
Norte: canton Pedro Moncayo
Sur: parroquias de EIl Quinche, Yaruqui y Tababela
Este: canton Cayambe
Oeste: canton Cayambe
El trabajo de laboratorio se lo realizd en las instalaciones de la Carrera de Ingenie-
ria Agropecuaria IASA 1, sede Hda. El Prado, en el Laboratorio de Entomologia
cuya ubicacién es la siguiente:
Provincia: Pichincha
Canton: Rumifahui
Parroquia: Sangolqui
3.1.2 Ubicacion Geogréfica
Guayllabamba, vivero frutal del Ing. Raul Morales:
Latitud: 0°03'29.4" (S)
Longitud: 78°20'41.0" (O)
(Figura 12)

IASA 1, Laboratorio de Entomologia
Latitud 0°23°11.49” (S)

Longitud 78°24°57.95” (O)

(Figura 13)
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Figura 13 Mapa IASA 1
Fuente (Maps, 2017)
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3.1.3 Ubicacién Ecolégica
Guayllabamba, vivero frutal del Ing. Raul Morales:
Altitud: 1620 m.s.n.m.
Temperatura media: 15 °C
Precipitacion anual: 375 mm
Zona ecologica: Estepa espinosa Montano Bajo
Region: Seco temperado
(Cafiadas, 1983)
IASA 1, Laboratorio de Entomologia:
Altitud: 2728 m.s.n.m
Temperatura media: 16.35 °C
Precipitacion anual: 1270 mm
Zona ecoldgica: Bosque montano bajo
Region: Templada
(Arce, 2009)
3.2 Materiales
3.2.1 Material experimental
e Salivazo (Mahanarva andigena) de la cafia de azucar infestado de
Metarhizium anisopliae
e  Cultivo de Feijoa (Acca sellowiana)
e  Pupas de Anastrepha fraterculus (Wied.)
e  Sacabocados
e  Estéreomicroscopio
e  Microscopio
e Autoclave
e  Micropipeta
e  Camara de flujo laminar
e Asade inoculacion
e  Medios de cultivo PDA y Sabouraud
e Dodine
e Balanza

° Arroz
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e  Fundas de polipropileno
e  Cémara de Neubauer
e Pinzas
e  Mechero
3.2.2 Material complementario
e  Recipientes plasticos
e  Letreros
e Regla
e Libreta de campo
e  Bandejas pléasticas
e  Colador
e  Espétula metalica
e  Cémara fotogréfica semi-profesional Sony®
e  Mini laptop HP

. Esferos

3.3 Meétodos
3.3.1 Disefio experimental
3.3.1.1 Factores a probar
Factor 1: tipos de medio de cultivo para el aislamiento de M. anisopliae
Sabouraud
PDA
Factor 2: concentraciones de M. anisopliae mas un testigo
Concentracion 1: 1x10°
Concentracion 2: 1x10’
Concentracion 3: 1x10°
3.3.1.2 Tratamientos

El factor tipos de medios de cultivo, al ser analizado de manera cualitativa en con-
diciones de laboratorio, no se incluy6 en las interacciones entre factores, de manera
que los tratamientos fueron las diferentes concentraciones de M. anisopliae que se
aplicaron en campo:

T1= 1x10°
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T2= 1x10’
T3=1x10°
T4= Testigo
3.3.1.3 Tipo de disefio
Se utilizé un disefio completamente aleatorizado (DCA), sin embargo para el ana-
lisis estadistico se ajusto a un modelo de covarianza, cuyo modelo matematico fue:
Yij=p+Ci+BX;—X.)+e;
Donde:
Yij: % de eficacia de Metarhizium anisopliae en pupas de Anastrepha fraterculus
(Wied.)
pn = media general
Ci= efecto de la i-ésima concentracion de Metarhizium anisopliae
Xij= ndmero de pupas vivas iniciales
x= media general del nimero de pupas vivas iniciales
B= coeficiente de regresion lineal
€1j = error experimental
3.3.1.4 Disefio en campo
El establecimiento del experimento se realizé bajo un disefio completamente alea-
torizado (DCA), con tres repeticiones, se obtuvo un total de 12 unidades experimen-
tales.
3.3.1.5 Caracteristicas de la unidad experimental
En el cultivo de Feijoa, se determind que la unidad experimental fue un area de 1
dm?, delimitada bajo cada fruto caido en suelo, el cual present6 orificios en su su-
perficie y un avanzado estado de descomposicion, corroborando la existencia de pu-
pas de A. fraterculus bajo el suelo.
3.3.2 Métodos especificos de manejo del experimento
Determinacién de densidad poblacional de pupas de Anastrepha fraterculus
(Wied.)
e Enel cultivo de Feijoa (Acca sellowiana), que posee una edad de 12 afios, se
aleatorizaron los tratamientos (1 x 10° UFC, 1 x 10" UFC, 1 x 10 UFC y un Testi-

go), luego de lo cual se procedid con su respectiva identificacion.
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e Con la ayuda de un sacabocados (elaborado en acero inoxidable), de cada tra-
tamiento se obtuvo aleatoriamente tres muestras de suelo de (9 x 9 x 9) cm, las cuales
fueron almacenadas y etiquetadas en recipientes plésticos (19 x 10 x 8) cm.

e  Cada muestra se trasladé al Laboratorio de Entomologia (Hda. El Prado) para
su analisis.

e  Cuidadosamente con la ayuda de una espatula metalica de manera transversal,
cada muestra fue fraccionada en tres partes: 0-3cm, 3.1-6 cm y 6.1-9 cm, para facili-
tar el andlisis de profundidad a la que se encuentran las pupas; posteriormente cada
parte se desmenuz6 en un colador y se realizd el conteo de pupas de Anastrepha
fraterculus (Wied.) (Tigrero, 2016).

Evaluacion de la eficacia de control de tres concentraciones de Metharizium an-
isopliae en pupas de Anastrepha fraterculus (Wied.)

Para poder evaluar la eficacia de Metharizium anisopliae en pupas de Anastrepha
fraterculus (Wied.), se partié desde la busqueda del hongo entomopatdgeno en orga-
nismos que pudieran alojarlo, el aislamiento del hongo encontrado y la comproba-
cion taxonomica que demuestre que se encontr6 Metharizium anisopliae, para lo
cual:

e  Serealiz6 una visita en la Asociacion “Flor de Cana”, ubicada en la localidad
de Palo Quemado, via Santo Domingo, para recolectar insectos que pudieran estar
infectados con hongos entomopatdgenos, entre ellos Metarhizium anisopliae.

e  Se obtuvieron en las plantas de cafia de azucar salivazos (Mahanarva andige-
na) que visualmente parecian infectados con Metarhizium anisopliae, y se procedio a
su respectivo etiquetado y almacenamiento en camara himeda.

e Las muestras recogidas fueron trasladadas al Laboratorio de Entomologia,
IASA 1.

e  Para verificar que Metarhizium anisopliae fue el hongo encontrado en el sali-
vazo, se procedié al aislamiento del mismo en medio PDA.

e Se emplearon 9,75 gr PDA que fueron disueltos en un vaso de precipitacion
que contenia 250 ml de agua destilada, posteriormente se autoclavo la solucion du-

rante una hora.
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e  Encémara de flujo laminar, se vertid la solucion en cajas Petri y se procedio a
sembrar el hongo con la ayuda de un asa de inoculacion, haciendo un pequefio raspa-
do en la superficie del mismo.

o Las cajas fueron expuestas al mechero, selladas con plastico adherente, iden-
tificadas y almacenadas en la incubadora a una temperatura aproximada de 25 °C.

e Transcurridos de 8 a 15 dias se pudo observar la esporulacion del hongo y
comprobar que se trata de Metarhizium anisopliae.

Tras verificar que el hongo aislado del salivazo (Mahanarva andigena), fue  Me-
tarhizium anisopliae, se realizo el protocolo requerido antes de su aplicacién en el
campo:

Purificacion 1:

e  Se emplearon dos tipos de medios PDA y Sabouraud, se disolvieron 9,75 gr
y 16,25 gr respectivamente, en dos vasos de precipitacion que contenian 250 ml de
agua destilada.

e  Se dispusieron las soluciones en dos matraces de Erlenmeyer, y se autoclava-
ron durante una hora. Transcurrido el tiempo, en camara de flujo laminar, se aplicd
una pequefa cantidad de antibidtico en cada matraz para evitar el crecimiento de
bacterias.

e  Posteriormente se vertieron las soluciones en cajas Petri y se esper6 hasta que
la preparacion esté solida.

e Para la utilizacion de Dodine, las soluciones se enfriaron a 40 °C, y se vertie-
ron 100 microlitros de Dodine por cada 250 ml de solucion.

e Se empled la técnica del palillo esterilizado con el cual, mediante un raspado
en el hongo encontrado en el insecto se obtuvo una muestra que se depositd en las
cajas Petri y se dejo incubar durante 8 dias.

Purificacion 2:

e  Se purificaron las cepas obtenidas en un medio PDA (proceso descrito en la
purificacion 1) y se incubaron por un lapso de 15 dias, con luz tenue que favorecio la
esporulacion.

Siguiendo los postulados de Koch (Fuentes, 2007):

e  Se recolectaron pupas de la familia Noctuidae
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e Las pupas fueron desinfectadas en alcohol al 2% y sumergidas en una emul-
sion compuesta de 2 ml de aceite vegetal, 100 ml de agua y una gota de Tween.

e Las pupas se colocaron en cajas Petri que contenian el hongo purificado y
esporulado, aproximadamente a los 8 dias se observd el crecimiento del hongo en las
pupas.

Masificacion del hongo:

e Una vez potencializada la cepa purificada, se procedio a su masificacion en
arroz, para esto, se emplearon alrededor de 4 libras de arroz crudo las mismas que
fueron remojadas en agua destilada durante 30 minutos.

e  Se escurrid el arroz y se empacaron 100 gr por cada funda de polipropileno,
adicionalmente se coloco 100 ml de agua destilada en un vaso de precipitacion. Las
fundas con arroz y el vaso se autoclavaron durante 30 minutos.

e En camara de flujo laminar, en el vaso de precipitacion con la ayuda de un
asa de inoculacion, se realizaron raspados de la cepa purificada y se adicion6 una
gota de Tween.

e Encada funda con arroz y con la ayuda de una jeringa esterilizada, se inyecta-
ron 2 ml de la solucion previamente realizada en el vaso de precipitacion, la abertura
fue sellada con cinta adhesiva.

e Las fundas se colocaron en la incubadora a una temperatura de 25 °C durante
15 dias, tiempo en el cual se completa el proceso de esporulacion.

Preparacion de las concentraciones de Metarhizium anisopliae:

e  Transcurridos los 15 dias de la esporulacion del hongo se procedié a preparar
las concentraciones que fueron aplicadas en el campo.

e Se coloc6 un gramo de arroz del hongo esporulado en un vaso de precipita-
cion, se afiadieron 10 ml de agua destilada, constituyendo la suspension madre.

e  De la suspension madre se tomd 1 ml y se colocd en un segundo vaso de pre-
cipitacion que contenia 9 ml de agua destilada, asi se preparo la dilucién de 1x
10",

e  El procedimiento se repitié hasta obtener una dilucion de 1 x 107, la que per-

mitid contar el nUmero de conidias en la camara de Neubauer.
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e El conteo de conidias se realizo en cinco campos (los cuatro de las esquinas y el
central) de la cAmara de Neubauer, se sumd la cantidad total de los cinco campos y se
obtuvo el promedio.

e  Este valor se multiplicé por 50.000 que es el factor de la cdmara, por el inverso
de la dilucion, que en este caso fue 10° y por el volumen de la suspension madre (10 ml).
Este valor fue el estimado del ndmero de conidias por gramo de arroz. (Gémez &
Mendoza, 2004).

e  De la tltima dilucién en la cual se obtuvo el valor de 1x10° se realizaron tres
diluciones més siguiendo el proceso anteriormente descrito, mas hasta obtener la
concentracion de 1x10°.

e Asi se obtuvieron las tres concentraciones 1x10°%, 1x10” y 1x10° las cuales
fueron almacenadas en botellas plasticas etiquetados con el tratamiento respectivo.
Para el testigo se utilizé unicamente agua destilada.

e  Se aford el contenido en cada botella a 50 ml (Jaramillo et al, 2015).

e  Se realizaron pequefios orificios en los tapones de cada botella, para facilitar
la aplicacién, a manera de regadera.

Aplicacion de Metarhizium anisopliae en el campo:

e Previo a la aplicacion de las concentraciones en campo, se realizd una inspec-
cion visual de los frutos de Feijoa encontrados en el suelo, para determinar los sitios
precisos donde se encontraban las pupas de Anastrepha fraterculus; es decir, bajo los
frutos que presentaron orificios en su superficie y un avanzado estado de descompo-
sicion.

e Junto a cada fruto escogido (12 en total) se colocaron las respectivas identifi-
caciones de cada tratamiento.

e Una vez identificado los sitios, los tratamientos fueron aplicados (retirando el
fruto y las hojas que pudieran encontrarse en el suelo) desde cada botella a manera
de regadera asegurandonos mojar muy bien la superficie que fue analizada: 1 dm?.

e  Transcurridos 13 dias de la aplicacion en campo, con la ayuda del sacaboca-
dos, se extrajeron 12 muestras correspondientes a los tratamientos con sus repeticio-
nes, las mismas que fueron almacenadas en recipientes plasticos con su respectivo

etiquetado.
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e Las muestras fueron trasladadas al Laboratorio de Entomologia para su anali-
Sis.

Anédlisis de muestras:

e Cuidadosamente con la ayuda de una espatula metalica de manera transversal,
cada muestra fue fraccionada en una bandeja plastica en tres partes: 0-3cm, 3.1-6 cm
y 6.1-9 cm, para facilitar su analisis; posteriormente cada parte se desmenuzé en un
colador y las pupas de Anastrepha fraterculus (Wied.) se colocaron en  cajas Petri
(12 cajas) etiquetadas respectivamente junto con algodén humedecido para favorecer
el desarrollo del hongo en un ambiente himedo (Tigrero, 2016).

e  Transcurridos 16 dias, tiempo en el cual se observé un notable crecimiento de
hongos en las pupas, se procedio a tomar fotografias de los resultados obtenidos.

e Siguiendo los Postulados de Koch (Fuentes, 2007), se realizaron aislamientos
en medio PDA de los resultados obtenidos en cada tratamiento, para corroborar que
las pupas de Anastrepha fraterculus (Wied.) se encontraban contaminadas con
Metharizium anisopliae.

Evaluacion cualitativa de los dos tipos de medio de cultivo, PDA y Sabouraud
en el aislamiento de Metharizium anisopliae:

e Los medios PDA y Sabouraud, se disolvieron 9,75 gr y 16,25 gr respectiva-
mente, en dos vasos de precipitacion que contenian 250 ml de agua destilada.

e  Sedispusieron las soluciones en un matraz de Erlenmeyer, y se autoclavaron
durante una hora.

e  Posteriormente en cdmara de flujo laminar, se vertieron las soluciones en ca-
jas Petri y se esperd hasta que la preparacion esté solida.

e Se procedi6 a sembrar el hongo con la ayuda de un asa de inoculacion, ha-
ciendo un pequefio raspado en la superficie del mismo.

. Las cajas fueron expuestas al mechero, selladas con plastico adherente, iden-
tificadas y almacenadas en la incubadora a una temperatura aproximada de 25 °C.

e Dia a dia se realiz6 una evaluacion visual de las cajas, para determinar dife-

rencias del crecimiento del hongo en los dos tipos de medio.
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Difusion de los resultados obtenidos mediante el Repositorio Digital de la
ESPE y en la comunidad de Guayllabamba

e El trabajo de titulacion se difundi6 mediante el Repositorio Digital de la
ESPE, y al Ing. Raal Morales propietario del vivero “Oro Verde” donde se realizo la
investigacion, se le proporciono una copia digital del trabajo.
3.3.3 Andlisis estadistico
3.3.3.1 Esquema del andlisis de covarianza

Se realizé un analisis de covarianza para el factor concentraciones (tabla 1):

Tabla 1
Andlisis de covarianza

Total 12-1=11 11
Tratamientos 4-1=3 3
Pupas vivas iniciales 1 1
Error 6 6

Nota: los grados de libertad de la covariable (pupas vivas iniciales) por defini-

ciénes 1.

3.3.3.2 Variables evaluadas

Variable dependiente: nimero de pupas infectadas por las concentraciones Me-
tarhizium anisopliae.

Variables independientes: porcentaje de eficacia de Metarhizium anisopliae en
pupas de Anastrepha fraterculus (Wied.), densidad poblacional inicial de pupas
Anastrepha fraterculus (Wied.) en el suelo superficial (0-10 cm de profundidad).
3.3.3.3 Tipo de andlisis estadistico

Con ayuda del programa estadistico InfoStat, se realiz6 un analisis de covarianza
(ANCOVA) de las variables evaluadas. Las medias obtenidas de los tratamientos
fueron evaluadas mediante el procedimiento de comparaciones de medias de Duncan

a un nivel de significancia de P < 0.05.
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CAPITULO IV
RESULTADOS

4.1 Determinacion de la densidad poblacional inicial de pupas de Anastrepha
fraterculus (Wied.), en el suelo superficial (entre 0-10 cm de profundidad)
de un cultivo de Feijoa (Acca sellowiana):

La distribucién de pupas en la capa de suelo analizada (tabla 2), no presenta una
distribucion normal, esto se debe a que en el caso de los insectos, es mas comdn una
distribucion agregada, es decir cuando se acumulan en mayor o menor cantidad, en

determinados focos o sitios (Nakano, Silveira, & Zucchi, 1981).

Tabla 2
Poblacion inicial de Anastrepha fraterculus (Wied.), en los diferentes tratamien-
tos, en el suelo superficial (entre 0-10 cm de profundidad)

REPETICION 1 REPETICION 2 REPETICION 3
TRATAMIENTOS SEGMENTOS SEGMENTOS SEGMENTOS
0-3 31-6 61-9 0-3 31- 6.1-9 0-3 31- 61-9
cm. cm. cm cm.  6cm. cm. cm.  6cm. cm.
1. 1X10°UFC 1 0 1 0 1 1 5 0 0
2. 1X10"UFC 1 0 0 2 0 0 0 0 0
3. 1X10°UFC 18 4 1 1 4 0 0 0 0
TESTIGO 0 0 0 0 0 0 1 0 0

4.2 Evaluacion de la eficacia de control de tres concentraciones de Metharizium
anisopliae en pupas de Anastrepha fraterculus (Wied.)

Luego de 28 dias de la aplicacion de M. anisopliae en el suelo, los resultados ob-
tenidos son los siguientes:

Primer tratamiento:

En la figura 14 se observa en la primera repeticion que M. anisopliae infect6 a una
pupa (a), para corroborar el resultado, se realiz6 el aislamiento en medio PDA, obte-
niendo el desarrollo del hongo en cuestion (b); tambien se presento el crecimiento de

Fusarium sp. (c) y (d); en la segunda repeticion no se registro infeccion (e); en la
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tercera repeticion se presentd el crecimiento de Fusarium sp. (g), Yy en otra pupa no

se registrd infeccion (h).

Continlia )
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Figura 14 Resultados en el tratamiento 1: 1x10°

Segundo tratamiento:

En la figura 15 se observa que no existio crecimiento de M. anisopliae; sin embar-
go se registro el crecimiento de hongos como: como Aspergillus sp. (a) y (b) en la
primera repeticion; Fusarium sp. (¢) y (d) en la segunda repeticion; en la tercera

repeticion no se registro infeccion por lo que las pupas eclosionaron (e).

Continga 'S
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e

Figura 15 Resultados en el tratamiento 2: 1x10’

Tercer tratamiento:

En la figura 16 se observa que no se present6 crecimiento de M. anisopliae; en la
primera repeticién una pupa no fue infectada (a) mientras que en las otras pupas se
registro el crecimiento de hongos como: como Rhizoctonia sp. (b) y (c) en la primera
repeticion, Beauveria sp. (d) y (e) en la segunda repeticion y Fusarium sp. en la

tercera repeticion (f) y (g).
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Figura 16 Resultados en el tratamiento 3: 1x10°

Testigo:

Como se observa en la figura 17, no se registrd infeccion en el testigo.

Continﬁa“
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Figura 17 Resultados en el testigo

Tras los resultados obtenidos, donde la cepa de M. anisopliae no presento visual-
mente la efectividad esperada, se realizaron analisis de covarianza para determinar si
el nimero de pupas vivas iniciales tuvo un efecto significativo sobre: el nimero de
pupas infectadas finales, nimero de pupas vivas finales y el niUmero de pupas eclo-
sionadas finales.

En la tabla 3 se observa el analisis de covarianza para el nimero de pupas infecta-
das finales bajo el efecto de tres concentraciones de Metarhizium anisopliae, donde
el nimero de pupas vivas iniciales no tuvo un efecto significativo sobre el nimero de

pupas infectadas finales (p= 0,1006).

Tabla 3
ANCOVA para el numero de pupas infectadas finales bajo el efecto de tres con-
centraciones de Metarhizium anisopliae

Modelo 4 0,26 0,06 1,77  0,1595
Tratamiento 3 0,07 0,02 0,62 0,6061
Pupas vivas iniciales 1 0,10 0,10 2,86  0,1006 0,09
Error 31 1,12 0,04
Total 35 1,37

Transformacién: raiz X +1 donde x= nimero pupas vivas iniciales y nimero pupas
infectadas finales
CV.=1723

En la figura 18 se observa que a los 28 dias de la aplicacién de M. anisopliae en el

campo, el tratamiento 3 (1x10® UFC), presenté la mayor infeccion en las pupas, por
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parte de Rhizoctonia sp., Beauveria sp. y Fusarium sp., demostrando la baja efectivi-

dad de la cepa M. anisopliae, en este tratamiento.

NOmero de pupas infectadas
i

13 18 23 28
Tiempo (dias}
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Figura 18 NUmero de pupas infectadas en los diferentes
tratamientos a los 13, 18, 23 y 28 dias

En la tabla 4 se observa el anlisis de covarianza para el nimero de pupas eclosio-
nadas finales bajo el efecto de tres concentraciones de Metarhizium anisopliae, don-
de el numero de pupas vivas iniciales no tuvo un efecto significativo sobre el nUmero

de pupas eclosionadas iniciales (p= 0,1861).

Tabla 4
ANCOVA para el nimero de pupas eclosionadas iniciales bajo el efecto de tres
concentraciones de Metarhizium anisopliae

Modelo 4 0,82 0,21 0,93  0,4616
Tratamiento 3 0,36 0,12 0,54  0,6561
Pupas vivas iniciales 1 0,41 0,41 1,83 0,1861 0,18
Error 31 6,90 0,22
Total 35 7,72

Transformacién: raiz X +1 donde x= nimero pupas vivas iniciales y nimero de
pupas eclosionadas iniciales
CV.=3241

En la figura 19 se observa que a los 28 dias de la aplicacion de M. anisopliae en el
campo, el nimero de pupas eclosionadas aumentaron progresivamente en los trata-
mientos 2 (1x10’ UFC) y 3 (1x10® UFC), mientras que en el tratamiento 1(1x10°
UFC) no se registrd diferencias en el nimero de pupas.
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Figura 19 Numero de pupas eclosionadas en los diferentes
tratamientos a los 13, 18, 23 y 28 dias

En la tabla 5 se observa el analisis de covarianza para el numero de pupas vivas fi-
nales bajo el efecto de tres concentraciones de Metarhizium anisopliae, donde el nu-
mero de pupas vivas iniciales obtuvo un efecto significativo sobre el nimero de pu-

pas vivas finales (p= 0,0065).

Tabla 5
ANCOVA para el numero de pupas vivas finales bajo el efecto de tres concen-
traciones de Metarhizium anisopliae

Modelo 4 0,57 0,14 2,80 10,0431
Tratamiento 3 0,05 0,02 0,30  0,8261
Pupas vivas iniciales 1 0,43 0,43 8,53 0,0065 0,19
Error 31 1,57 0,05
Total 35 2,14

Transformacion: raiz X +1 donde x= nUmero pupas vivas iniciales y nimero de
pupas vivas finales
C.V.=19,52

En la figura 20 se observa que a los 28 dias de la aplicacion de M. anisopliae en el
campo, el nimero de pupas sanas finales disminuy6 progresivamente en los 3 trata-
mientos, mientras que en el testigo no se registré variacion en el nimero de pupas

sanas porque no se presentd infeccion.
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Figura 20 Numero de pupas sanas en los diferentes tratamientos a los 13, 18, 23
y 28 dias

4.3 Evaluacion cualitativa de los dos tipos de medio de cultivo PDA y Sabouraud
en el aislamiento de Metharizium anisopliae

En la figura 21 se observa el desarrollo de Metharizium anisopliae en los medios
PDA Y Sabouraud. A los 5 dias en el medio Sabouraud (a) se presento el desarrollo
de esporas, en mayor cantidad que el medio PDA (b). A los 10 dias se observé un
notable desarrollo de las esporas en ambos medios (c) y (d). A los 15 dias el creci-
miento en Sabouraud fue exuberante y visualmente presentd una buena esporulacién
(e), respecto al medio PDA donde se presentdé una menor esporulacion en compara-

cion con el medio Sabouraud ().



SABOURAUD

Figura 21 Crecimiento de Metharizium anisopliae en los dos medios de cultivo
PDAY Sabouraud alos 5, 10 y 15 dias del aislamiento en caja Petri
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CAPITULO V
DISCUSION

Antes del montaje del ensayo, se realiz6 un muestreo exploratorio; con la finalidad
de determinar la distribucion de las pupas en el suelo. Sin embargo al realizar la eva-
luacion inicial y una vez tabulados los datos, se pudo observar que el numero de pu-
pas no fue representativo, principalmente porque las muestras motivo de anélisis (las
pupas), se encontraban bajo el suelo y, a pesar de realizar un muestreo dirigido bajo
cada fruto caido, no se pudo obtener pupas en un nimero representativo; al respecto
GEIGY (1981), manifiesta que cuando se realiza un muestreo al azar, una de las
condiciones de este método para obtener conclusiones valederas de la poblacion
total, depende del nimero representativo de muestras; en nuestro caso, se tomo una
por cada tratamiento y por cada fecha de muestreo; cuyo ndmero no resultd ser
representativo.

Con respecto a la eficacia de Metharizium anisopliae, Gomez (1999) afirma que
en ensayos de laboratorio para el control de la mosca de la fruta Ceratitis capitata
(Wied.) se encontr6 que en larvas de Il estadio préximas a empupar M. anisopliae
produjo una mortalidad del 96,7% a una concentracion de 1,8 x 10° conidias/ ml.
Segun Olalquiaga y Cortés (1952) citados por Rodriguez et al. (2004) sefialan que en
condiciones de campo, Metarhizium anisopliae puede producir mortalidad de has-
ta un 50% de la poblacion de larvas de Hylamorpha elegans (gusano blanco presente
en los cereales). En un estudio realizado para el control de broca del café en frutos
del suelo, Jaramillo et al. (2015), menciona que se obtuvo maximo control con la
mezcla Cenicafé ( cepas de B. bassiana: Bb9001, Bb9024, Bb9119) méas M.
anisopliae (cepa Ma9236) a una concentracién de 1x10°, con porcentajes de broca
inferiores al 6,6%, disminuyendo la poblacion en los frutos infestados en un 40%. En
la presente investigacion el porcentaje de efectividad en campo fue de 20% a una
concentracion de 1x10°, porque solo una de las cinco pupas del primer tratamiento,
presento infeccidn de M. anisopliae.

Gbmez (1999), afirma que, cuando se aplica Metharizium anisopliae en una zona
donde no ha sido aislado del insecto objetivo del control, es necesario aplicar con-

centraciones muy altas para que se establezca en el suelo y comience su actividad
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patogénica, es decir aplicar concentraciones mayores a 1x10° 1x10”y 1x10° las
mismas que fueron empleadas en este estudio. Cabe recalcar que la cepa de M. an-
isopliae aplicada fue obtenida del salivazo de la cafia de aztcar (Mahanarva andige-
na), en la localidad de Palo Quemado, via Santo Domingo, la cual segin Cafiadas
(1983), es una region muy humeda sub-tropical cuya temperatura media anual oscila
entre 18 y 22,8 °C, recibiendo una precipitacion promedia anual entre 2000 y 3000
milimetros. Esta cepa fue aplicada en Guayllabamba que, segun Cafiadas (1983), es
una region seca temperada que registra una temperatura media anual entre 12y 18
°C, y una precipitacion superior a los 200 pero inferior a los 500 milimetros. Como
se puede observar tanto Palo Quemado como Guayllabamba, presentan caracteristi-
cas biocliméaticas completamente diferentes, que influyeron en el establecimiento y
desarrollo del hongo en el sitio del ensayo y, por tanto en los resultados.

Con respecto a la aplicacién de los dos tipos de medio de cultivo, PDA'y Sabou-
raud en el aislamiento de Metharizium anisopliae, Maldonado (2013) menciona que
Sabouraud es el medio de cultivo mas utilizado en micologia, parcialmente selectivo
para hongos debido a su bajo pH y alta concentracion de glucosa, por su composicion
en este medio los hongos crecen exuberantemente y esporulan bien. Corroborando
con los resultados obtenidos en esta investigacion, Sabouraud fue el medio de cultivo

que presentd la mayor esporulacion de M. anisopliae con respecto al medio PDA.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1  Conclusiones

e La poblacion inicial de pupas de A. fraterculus en la capa de suelo analizada,
no resulté representativa debido a que las mismas se encuentran bajo la superficie del
suelo, lo que dificulta analizar efectivamente la poblacion presente en el sitio del
ensayo.

e La aplicacion de la cepa de Metharizium anisopliae en el sitio del ensayo no
fue efectiva, alcanzando apenas un 20% de control. Esto muy probablemente se debe
a que la cepa fue obtenida en una zona con condiciones climaticas diferente al sitio
del ensayo.

e Al momento de realizar una investigacion, las condiciones ambientales jue-
gan un papel muy importante ya que pueden favorecer o dificultar el proceso y los
resultados de la investigacion.

e El medio de cultivo Sabouraud cualitativamente es el méas idéneo para el ais-
lamiento de Metharizium anisopliae, por el exuberante desarrollo que presentan las
esporas en el mismo.

6.2 Recomendaciones

e Se debe realizar una evaluacion mas minuciosa para determinar si la pobla-
cion de la plaga, en nuestro caso pupas de A. fraterculus, es representativa para poder
realizar el montaje del ensayo.

e Enunainvestigacion de este tipo, el entomopatdgeno a evaluar, se debe obte-
ner de la misma zona o de otra que presente condiciones bioclimaticas similares al
sitio donde sera realizado el estudio.

e  Para realizar un ensayo en campo, se debe delimitar correctamente las parce-
las donde seran aplicados los tratamientos, para asegurar que factores externos a cada
unidad experimental, no interfieran en los resultados finales.

e En el aislamiento de Metharizium anisopliae se recomienda utilizar el medio

de cultivo Sabouraud para un mejor desarrollo del hongo.
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