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Resumen

El cultivo de rosas en el Ecuador genera un gran aporte econdmico al pais. Frankliniella
occidentalis es una de las plagas que mas afecta este tipo de cultivo, por tal razén
realizar un manejo integrado de plagas en el cual se limite el uso de agroquimicos y
optimice el uso de controladores biolégicos es de vital importancia. La presente
investigacion tuvo como objetivo aislar e identificar dos hongos entomopatdgenos y
evaluar su antagonismo sobre F. occidentalis. Se realizé un muestreo de suelo en la
floricola AlpaRoses S.A. para realizar la bisqueda de dos hongos entomopatégenos,
los cuales fueron aislados en medios de cultivo microbioldgicos, de esta manera se
obtuvo en el laboratorio de Microbiolab un aislamiento de la especie Beauveria bassiana
y un aislamiento del hongo Penicillum oxalicum; las identidades de estos hongos fueron
confirmadas por medio de un andlisis molecular y bioinformatico. Se evaluaron
mediante un bioensayo dual contra especimenes adultos de F. occidentalis a nivel de
laboratorio durante siete dias y se observé que los hongos en estudio son antagonistas
de la plaga. El tratamiento que mejor resultado arroj6 fue B. bassiana con una
concentracién de 108 conidias/mL obteniendo una mortalidad de 77,78% y se mostrd
por primera vez al hongo P. oxalicum como un posible controlador biol6gico de F.
occidentalis.
Palabras clave:

e CONTROL BIOLOGICO

e CULTIVO DE ROSAS

e HONGOS ENTOMOPATOGENOS

e FRANKLINIELLA OCCIDENTALIS
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Abstract

Rose cultivation in Ecuador generates a great economic contribution to the country.
Frankliniella occidentalis is one of the pests that most affects this type of crop, for this
reason, carrying out an integrated pest management in which the use of agrochemicals
is limited and the use of biological controllers is optimized is of vital importance. The
present research aimed to isolate and identify two entomopathogenic fungi and evaluate
their antagonism on F. occidentalis. Soil sampling was carried out at the floricola
AlpaRoses S.A. to search for two entomopathogenic fungi, which were isolated in
microbiological culture media, in this way, an isolation of the Beauveria bassiana species
and an isolation of the Penicillum oxalicum fungus were obtained in the Microbiolab
laboratory; the identities of these fungi were confirmed by means of a molecular and
bioinformatic analysis. They were evaluated by means of a dual bioassay against adult
specimens of F. occidentalis at the laboratory level for seven days and it was observed
that the fungi under study are antagonists of the pest. The treatment with the best results
was B. bassiana with a concentration of 108 conidia / mL, obtaining a mortality of
77.78% and the fungus P. oxalicum was shown for the first time as a possible biological
controller of F. occidentalis.
Keywords:

e BIOLOGIC CONTROL

e GROWING ROSES

e ENTOMOPATHOGENIC FUNGI

e FRANKLINIELLA OCCIDENTALIS
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Capitulo I: Introduccion

Formulacion del Problema

El cultivo de rosas en el Ecuador es de vital importancia por el aporte econémico
gue genera al pais. Las rosas producidas poseen prestigio y reconocimiento en el
mercado internacional por su calidad. El 60% de las flores ecuatorianas se vende en los
Estados Unidos y el 40% restante se comercializa en Rusia, Europa y Sudamérica
(Yanchapaxi, Calvache, & Lalama, 2010). Este tipo de cultivo posee varios problemas
fitosanitarios, los invernaderos donde se los siembra presentan condiciones ambientales
optimas de temperatura, humedad y luminosidad que favorecen el crecimiento de los
rosales y de plagas como Frankliniella occidentalis “Trips”. F. occidentalis es un insecto
gue causa dafio en el cultivo de rosas generando necrosamiento en el tejido vegetal,
utilizan su aparato bucal para succionar y picar el contenido celular, disminuyendo la
calidad de la flor (Mufioz, Suarez, & Benavides, 2008) e impidiendo la exportacién del
producto, lo que ocasiona grandes pérdidas econdmicas a las empresas que exportan
flores.

Segun (USDA, 2010), el departamento de agricultura de Estados Unidos de
Ameérica (APHIS, por sus siglas en inglés) presenté en 2010 un reporte de las plagas
procedentes del Ecuador y hace mencién a F. occidentalis como una de las de mayor
incidencia.

Justificacion del problema

Actualmente, F. occidentalis es una de las plagas, junto con los acaros, que
tiene mas incidencia en el cultivo de rosas (Pujota, 2013). Por lo tanto, realizar un
manejo integrado de este tipo de plagas es fundamental para reducir su incidencia y
prevenir las afecciones que ocasiona a las rosas.

Pujota (2013), menciona que la estrategia mas utilizada para el control de Trips es el
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uso de sustancias quimicas; pero estos quimicos pueden producir efectos adversos en
la salud de las personas que aplican la sustancia debido a falta de proteccién personal y
capacitacion, también se conoce que estos productos contribuyen en la contaminacion
ambiental y su uso continuo ha llevado al desarrollo de resistencia a insecticidas dentro
de las poblaciones de F. occidentalis y la interrupcion de los programas de MIP (Manejo
integrado de Plagas) para otras plagas (Rodriguez, 2015; Stuart Reitz, 2020). En la
actualidad, el mercado internacional ha exigido la obtencién de flores de alta calidad, en
las cuales se limite el uso de agroquimicos. Por tal motivo, se ha optado por utilizar
controladores bioldgicos como es el caso de los hongos entomopatégenos para
erradicar plagas de los cultivos de rosas.

Los hongos entomopatdgenos tienen la capacidad de infectar a los insectos
plaga a través de la cuticula, debido a que las esporas germinan y con el micelio matan
a sus presas. Existen diversos hongos de los cuales se conoce un gran potencial como
controladores bioldgicos, entre ellos se encuentran Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae, Lecanicillium lecanii, entre otros; y de reciente descubrimiento Penicillium
oxalicum (Motta & Murcia, 2011; Kumar et al., 2018). En adicién, conocer los hongos
entomopatégenos presentes en una floricola nos permite seleccionar la especie mejor
adaptada y pronosticar el éxito de los hongos en el control de plagas (Gonzales et al.,
2019). Actualmente las floricolas del Ecuador estan implementando laboratorios de
investigacion, donde uno de los objetivos de estudio es el control biolégico.

Por otro lado, en Ecuador existen pocos estudios de la efectividad de hongos
entomopatogenos, los aislamientos se obtienen de diversos laboratorios o de productos
importados de otros paises y no se detalla una identificacion a nivel molecular la cual da

resultados mas precisos.
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Objetivos
Objetivo general
¢ Aislar e identificar dos hongos entomopatégenos y evaluar su antagonismo en la
plaga Frankliniella occidentalis en cultivos de Rosa spp. de una floricola,
Ecuador.
Objetivos Especificos
e Aislar dos hongos entomopatégenos presentes en cultivos de Rosa spp. en
medios de cultivo microbiolégicos.
e Identificar los hongos entomopatégenos mediante métodos macroscépicos,
microscopicos y moleculares.
¢ Identificar y cultivar F. occidentalis “Trips” a nivel de laboratorio.
e Determinar el antagonismo de dos hongos entomopatégenos sobre Frankliniella
occidentalis en cultivos de Rosa spp. mediante bioensayo dual a nivel de

laboratorio.
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Capitulo Il: Marco Tedrico

Generalidades

A partir de los afios 80 inicié el crecimiento de la produccién de rosas en
Ecuador. Las rosas producidas por paises de la zona ecuatorial poseen prestigio y
reconocimiento en el mercado internacional por su elevada calidad. La rosa ha sido y es
la flor ornamental mas estimada en el mercado. Desde la década de los 90 su liderazgo
se ha hecho notar debido a la mejora de las variedades, la oferta durante todo el afio y
también por su creciente demanda (Infoagro, 2009). El 60% de las flores ecuatorianas
se vende en los Estados Unidos y el 40% restante se comercializa en Rusia, Europa y
Sudamérica (Yanchapaxi, Calvache, & Lalama, 2010). Actualmente, el mercado
internacional exige la obtencion de flores limpias y con altos estandares de calidad, en
las cuales se haya limitado el uso de agroquimicos.

El problema en la produccion de rosas, radica en buscar nuevas alternativas que
ayuden a la eliminacién de las plagas, ofreciendo mayor proteccion e inocuidad en los
trabajadores de las floricolas en Ecuador. Dentro de las plagas mas frecuentes en el
cultivo de rosa se encuentran los trips, pulgén y arafia roja (acaros) (Guagalango,
2020).

Cultivo rosal

La rosa es un cultivo perenne que pertenece a la familia Rosaceae, género
Rosa, esta especie se produce bajo el sistema de monocultivo. Sus plantas pueden
producir por mas de 15 afios, tiene hojas compuestas por folios que van desde uno a
siete. Los tallos son largos con una longitud que va desde 0,3 m hasta 1,2 m; son el
producto final para la exportacion y por tal razon su calidad es indispensable y que vaya
acompafiado de caracteristicas sobresaliente en cuanto a su botén foral tales como:

color, tamafio, consistencia y diametro; factores que determinan el mercado del
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producto. Actualmente en el Ecuador el area aproximada de produccion es de 4000 ha,

lo que representa un ingreso importante para el pais (Pujota, 2013).

Sus requerimientos agrocliméticos son:

Suelo: son necesarios suelos con buena aireacion y drenaje, tolera suelos
acidos pero no cuando hay niveles elevados de calcio.

lluminacion: la rosa es una planta de dias largos, su produccién se incrementa
en proporcion a la luz que recibe.

Temperatura: la temperatura 6ptima oscila entre los 17°C — 25°C.

La rosa es un arbusto que bajo un sistema de podas se puede obtener tallos con

la calidad requerida por los mercados internacionales de forma permanente.

En estas rosas de corte intensivo, se presentan varios problemas fitosanitarios

gue afecta su calidad, entre las que tenemos:

Plagas fungosas y bacterianas: como Mildiu velloso Peronospora sparsa,
Oidio Sphaerotheca pannosa, Botrytis Botrytis cinérea, Tumores Agrobacterium
tumefasciens

Plagas insectiles y acaros: arafiitas Tetranichus urticae, Pulgon Macrosiphum
rosae, Trips Frankliniella occidentalis

Los invernaderos donde se los siembra presentan condiciones ambientales

optimas de temperatura, humedad y luminosidad que favorecen el crecimiento de los

rosales y de plagas como Frankliniella occidentalis “Trips” (Herrera, 2013).

Frankliniella occidentalis “Trips”

Trips es el nombre que se les da genéricamente a los insectos del orden

Thysanoptera, tiene su origen en California y su descubrimiento se dio en Holanda

cuando cultivos de algoddn se encontraban infestados por la plaga luego de importar

material vegetal de Estados Unidos (Lifian, 1998).
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Los trips son insectos delgados y pequefios de alrededor de 3 mm de longitud,
su cuerpo es alargado con la cabeza méas ancha que larga, mostrando un rostro o cono
bucal un poco largo y asimétrico, con piezas bucales en disposicidn opistognata,

Frankliniella occidentalis es una plaga que causa dafio en el cultivo de rosas,
genera necrosamiento en el tejido vegetal, tanto las larvas como los adultos utilizan su
aparato bucal para succionar y picar el contenido celular, disminuyendo la calidad de la

flor (Mufioz, Suérez, & Benavides, 2008).

Taxonomia

Segun Lacasa (1990), la ubicacion taxonémica de los “Trips” es la siguiente:

Phylum: Arthropoda
Clase: Insecta

Orden: Thysanoptera
Suborden: Terebrantia
Familia: Thripidae
Subfamilia: Thripinae
Tribu: Thripini
Género: Frankliniella

Especie: Frankliniella occidentalis P.1895

Ciclo de vida
Segun Fainstein (2003), la duracion del ciclo de vida de F. occidentalis depende
de la temperatura, humedad relativa, planta hospedera, calidad y cantidad de alimento

disponible (Tabla 1).
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Tabla 1

Permanencia de los diferentes estadios de desarrollo de Frankliniella occidentalis con

una temperatura de 25-30°C.

Estado Duracion en dias
Huevo 2-4
Ninfa | 1-2
Ninfa Il 3-5
Prepupa 1
Pupa 2-4
Preoviposicion 2
Longevidad hembra adulta 40-75
Longevidad macho adulto 30-50
Ciclo de desarrollo (huevo-adulto) 9-16
Periodo de desarrollo que ocurre en el tejido 6-11

Nota. Tomado de Manual para el control de plagas y enfermedades en cultivos florales

(p. 28), por R. Fainstein, 2003, Abya Yala.

Reitz (2020); Cardenas & Corredor (1989) reportan que el ciclo de vida de F.
occidentalis es el que se describe a continuacion y se observa en la figura 1:

Huevo: Opaco, reniforme (en forma de rifién) y de unos 200 um de
largo; insertado en la epidermis y la capa mesdéfila de la planta huésped. Los huevos se
pueden poner en hojas, estructuras florales o frutos.

Larvas: Hay dos estadios larvarios, que tienen forma de huso y son de color
blanco cremoso a amarillo. La larva de segundo estadio no tiene ocelos ni ojos
compuestos y el pigmento ocelar presenta un color rojo. Muestra cinco segmentos
antenales y cono bucal mas esclerotizado y tiene gran actividad alimenticia. Los
estadios primero y segundo se pueden diferenciar examinando el nimero y la ubicacién

de pequefias setas en el abdomen. Estos patrones setales difieren entre los sexos para
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cada estadio, lo que también permite diferenciar los sexos. Las larvas son moviles, pero
tienden a residir en lugares ocultos de las plantas, como dentro de las flores u hojas en
desarrollo, o debajo del céliz de los frutos.

Prepupay Pupa: Hay dos estadios de pupa, ninguno de los cuales se
alimenta. Aunque es capaz de moverse, ninguna etapa de pupa se mueve activamente
a menos que sea perturbada. Dependiendo de la arquitectura de la planta hospedante,
los trips de las flores occidentales pueden caer al suelo para convertirse en
crisalidas. La primera etapa de pupa, la propupa tiene brotes de alas cortas y las
antenas sobresalen hacia adelante de la cabeza. La pupa tiene brotes de alas que se
extienden méas de la mitad a lo largo del abdomen y las antenas se curvan hacia atras
sobre la cabeza. Ambas etapas de pupa suelen ser de color blanco a crema.

Adulto: Por lo general, mide menos de 2 mm de largo, el adulto es delgado con
alas estrechas y con flecos. Las hembras tienen el abdomen en forma de huso y su
color varia de amarillo-marrén a casi negro, como se describié anteriormente. La
hembra de la cepa invasora de la plaga es tipicamente de color amarillo pardusco con
marcas de color marrén oscuro en la parte medial del abdomen. El macho adulto es
mas pequefio que la hembra, tiene un abdomen mas estrecho y suele ser de color
blanco amarillento. Las hembras y los machos son macrdpteros (es decir, tienen alas

completamente desarrolladas).
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Figura 1l

Estados de F. occidentalis.
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Nota. A. Huevo, 0.27 mm de largo por 0.11 mm de ancho. B. Ninfa de primer instar o
larva de primer estadio, 0.55 mm de longitud. C. Ninfa de segundo instar o larva de
segundo estadio, 1.33 mm de longitud. D. Prepupa de 1.1 mm de longitud. E. Pupa
de 1.3 mm de longitud aproximadamente. F. Hembra adulta de F. occidentalis.
Adaptado de Biologia del Trips Frank/iniel/a occidenta/is (Pegande) (Thysanoptera:
Thripidae) sobre crisantemo Chrysanthemum morifo/ium L. Bajo Condiciones de
Laboratorio. (p.74), por E. Cardenas & D. Carredor, 2019, Agronomia Colombiana.

Vol VI.

Los trips con frecuencia presentan la forma de reproducciéon partenogenética.

La hembra pone huevos con forma de rifion de un tamafio de 200 um de largo
colocandolos en tejidos tiernos de las yemas y en la vena central del envés de las hojas,
en peciolos o en yemas florales, estos eclosionan entre 5 a 7 dias. Después aparecen
unas larvas muy palidas y activas, las cuales pasan por dos estadios de color blanco
cremoso a amarrillo y hasta de 1 mm de largo; a continuacién pasan a un periodo
prepupal donde no se alimenta y luego un estado pupal, estos estadios se dan en el
suelo entre residuos vegetales. Se ha definido que las larvas requieren de 8 a 20 dias
para convertirse en adultos, los cuales son de color amarillo-dorado, marrén o negro. De

10 a 12 generaciones de trips se producen al afio (Guagalango, 2020).
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Fecundidad

Los Trips ponen 3 huevos/dia cada hembra fecundada, de los cuales el 85% son
hembras y el 15% son machos. Tiene reproduccién tanto sexual como asexual (por
partenogénesis) con datos similares de fertilidad en los dos casos. Los Trips hembra
aproximadamente viven de 2 a 86 dias y durante este tiempo pueden poner 317 huevos
en partenogénesis y 301 en forma sexual, por dicha particularidad es muy acentuada la
incidencia de Trips, ya que alcanza un nimero de individuos muy elevado (Vergara,

2005).

Dafios en importancia agricola

El perjuicio que causan los Trips radica fundamentalmente en los habitos
alimenticios que presentan y los dafios que ocasionan. Segun Lino et al., (1998), las
tres principales causas que ocasionan dafio son:

e Al ovipositar: las hembras introducen los huevos en el tejido vegetal ocasionando
necrosis. En el caso de que el huevo sea puesto en el estilo de las flores pueden
perturbar el crecimiento del tubo polinico del grano de polen, lo que impide la
fecundacion.

e Al alimentarse: las flores son las que mas dafio sufren, ya que los trips se introducen
entre los pétalos en la etapa en que los sépalos empiezan a abrirse, usan esta parte
de la flor para alimentarse, copular y ovipositar, causando manchas, decoloraciones y
deformaciones que incluso dificultan que los botones florales se abran.

e Al transmitir enfermedades: Esto se puede notar en varios panoramas en los que
la plaga mencionada esta implicada en el transporte de esporas de hongos y
bacterias de una planta a otra. También se ha observado que es un vector de virus
como el virus del bronceado del tomate TSWV que afecta a varias familias botanicas

(Herrera, 2013).
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Control biolégico

El control biol6gico se basa en el uso de cualquier organismo ya sea bacterias,
hongos, amebas, rickettsias; protozoarios, virus, nematodos insectos benéficos:
predadores o parasitoides, para producir enfermedades especificas en los agentes que
se quiere eliminar (Rodriguez, 1993).

El uso de controladores biolégicos en este caso entomopatdgenos, engloba el
manejo adecuado de microorganismos para tomar los mas efectivos y el uso de
insecticidas microbiales, que son formulaciones o productos comerciales de los
entomopatdgenos o de sus toxinas usadas en el control de insectos. Por esta razon, los
entomopatégenos son una poderosa herramienta que nos ofrece una alternativa para el
control de plagas y que no representan un riego para el medio ambiente (Jiménez,

2009).

Hongos entomopatdgenos

Los hongos entomopatdgenos son los organismos de mayor importancia en el
control bioloégico de plagas de insectos, los que casi en su totalidad son susceptibles de
padecer las enfermedades causadas por estos hongos.

Rojas (2006) manifiesta que los hongos entomopatdgenos requieren de una humedad
alta para poder infectar a su hospedero, por tal razon, el ataque de las plagas es mas
frecuente cuando las condiciones de humedad son elevadas, esto ocurre en periodos
de lluvia. Existen factores de los cuales depende la eficacia de los hongos contra los

insectos plaga.

Especie y/o aislamiento especifico del hongo entomopatogeno.

. Etapa de vida susceptible del insecto.
. Humedad alta (de 80 a 100 %) y temperatura entre 25y 30 °C.
. Uso racional y selectivo de agroquimicos durante el ciclo del cultivo o fuera de él

para evitar desfavorecer la accién del hongo entomopatégeno.
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Para el control bioldgico de trips se han identificado diferentes hongos
entomopatdgenos como B. bassiana, M. anisopliae, L. lecaniiy de reciente

descubrimiento P. oxalicum (Motta & Murcia, 2011; Kataria et al., 2018).

Mecanismo de Accidn

Es dificil determinar con precisién los mecanismos que se producen cuando un
hongo entomopatdgeno ataca a un insecto plaga. La mayoria de los hongos de plantas
y vertebrados infectan al hospedante por medio de la cuticula; por tal razén es de suma
importancia el contacto entre la conidia del hongo y la cuticula del insecto para el inicio
del proceso infeccioso. Gomez et al., (2014) describen el desarrollo de la micosis en las
siguientes etapas:

e Adhesion de la conidia a la cuticula del insecto

La adhesion es el contacto entre la conidia del hongo y la superficie del insecto.
Esta unién se debe a las caracteristicas fisicas y quimicas tanto de la conidia como de
la superficie del insecto. En algunos casos, la adhesion de ciertos hongos es un proceso
no especifico y en otros casos es un proceso especifico ya que la adsorcion de la
conidia a la superficie ocurre por el reconocimiento de receptores especificos de
naturaleza glicoproteica en el insecto y por la presencia de moléculas sintetizadas por el
hongo denominadas adhesina (Téllez et al., 2009). Las zonas de adhesion, son las
regiones intersegmentales o zonas blandas.

e Germinacion de la conidia

Se da la germinacion de la conidia sobre el integumento del insecto, en este
proceso se genera un tubo germinativo y a veces el apresorio, que facilitaran la invasion
del hongo. La germinacion de la espora se inicia con el hinchamiento de la misma, que
es favorecido por una humedad alta (70% durante 14h); la germinacion es disparada

por mensajeros que generalmente son carbohidratos presentes en las proteinas
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cuticulares del insecto (Pucheta et al., 2006). El tiempo de germinacion depende de la
cepa y ocurre aproximadamente entre 12 a 20 horas.
e Penetracidn del integumento
Este proceso ocurre debido a la degradacion enzimatica de la cuticula y la
presién mecanica ejercida por el tubo germinativo. Aqui se produce la accion de 2
mecanismos uno fisico y otro quimico, en el primero la estructura de penetracién rompe
las areas esclerotizadas y membranosas de la cuticula debido a la presién que ejerce.
Por otro lado en el mecanismo quimico ocurre la accion de las enzimas, principalmente
proteasas, lipasa y quitinasas, las cuales degradan el tejido y facilita la penetracién
fisica (Téllez et al., 2009). El tiempo de penetracion es de 8 a 12 horas.
e Multiplicaciéon del hongo en el hemocele
Cuando el hongo llega al hemocele, la mayoria de los hongos realizan transicion
dimérfica de micelio a levadura o desarrollo por gemacion, produciendo formas
miceliales libres y unicelulares llamados blastosporas.
e Produccion de toxinas
La produccién de toxinas por parte de los hongos matan al insecto, pero al
parecer algunos hongos no producen toxinas sino que matan al insecto al consumir
todos sus nutrientes. Las toxinas causan problemas fisioldgicos en el insecto tales como
convulsiones, carencia de coordinacién, comportamientos alterados y paralisis (Téllez et
al., 2009); estas tienen propiedades insecticidas, producen degeneracién en los tejidos
debido a la pérdida de integridad estructural de las membranas y también por la
deshidratacion de las células por pérdida de fluido, ademas evaden el sistema inmune
(produccion de toxinas o cambios estructurales en su pared celular) del insecto,
activado a través de procesos como la melanizacion, fagocitosis, nodulacion y
encapsulamiento (Pucheta et al., 2006). Las toxinas producidas pueden ser enzimas

como lipasas, glicogenasas, amilasas y quitinasas o metabolitos secundarios, cuya
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produccién depende de diferentes factores como nutrientes, pH, temperatura, entre
otros.
e Muerte del insecto y Colonizacién

Sucede generalmente antes de la colonizacion completa del hemocele del
insecto debido, en su mayoria, por la accion de las toxinas. La muerte del insecto marca
la finalizacién de la fase parasitica y el inicio la fase sapréfita. El tiempo de la muerte
depende de la cepa del hongo, del hospedante y de las condiciones ambientales. Una
vez muerto el insecto, el hongo inicia un crecimiento miceliar invadiendo todos los
organos del hospedero. Una vez colonizado el insecto, generalmente los hongos
producen sustancias antibacterianas que obstaculizan la descomposicién del insecto
manteniéndolo como una momia. El hongo se demora en colonizar de 3 a 8 dias,
dependiendo de la cepa del hongo.

e Emergencia, Esporulacion y diseminacion

Si las condiciones de humedad relativa ambiental son favorables, (= a 90%) el
hongo surge hacia el exterior a través de la cuticula principalmente a través de las
zonas menos esclerosadas, y producen mas conidias sobre el cadaver para infectar a
otros insectos. Si las condiciones del ambiente no son favorables, el hongo se queda en
el interior del insecto, protegido por el integumento, donde es capaz de vivir por algunos
meses. Si las hifas emergen al exterior se da la produccion de conidias o esporas
aproximadamente 24 a 48 horas. Para la diseminacion el viento, lluvia, los animales, el
hombre son el medio por el cual las conidias del hongo se diseminan en busca de

nuevos hospedantes para iniciar el proceso de infeccion.
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Figura 2

Esquema del desarrollo de un hongo entomopatégeno
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Nota. 1. Adhesion de la conidia a la cuticula del insecto, 2. Germinacion y formacién

del tubo germinativo, 3. Penetracion de la cuticula, 4. Crecimiento lateral y
penetracion en la epidermis, 5. Acumulacién de los hemacitos en el lugar de
penetracion flngica, 6. Fagocitosis de cuerpos hifales por células fagocitas del
insecto, 7. Transformacion a cuerpos levaduriformes, 8. Evasién del sistema inmune,
9. Propagacioén en el hemocelele, 10. Transformacion a cuerpo hifal, 11. Esporulacion
y germinacién atravesando la cuticula del insecto, 12. Diseminacion de las esporas.
Adaptado de Mecanismos de accién y respuesta en la relacion de hongos
entomopatodgenos e insectos (p.75), por A. Téllez, M Cruz, Y. Mercado, A. Asaff, A.

Arana, 2019, REVISTA MEXICANA DE MICOLOGIA. Vol 30.
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Caracteristicas de la especie Beauveria bassiana

B. bassiana se caracteriza por tener conidios de globosos a subglobosos de 2-3
x 2.0-2.5 ym y las células conidiégenas (3.8-7 x 1.3-1.8 um) forman densos racimos
irregularmente agrupados, las fidlides estan hinchadas en la base y se adelgazan hacia
la parte que sostiene las esporas llamado raquis en forma de zigzag (Garcia et al.,
2011). El crecimiento de las colonias en medios de cultivo microbiolégico es de 0,6-2,3
cm en 8 dias a 20 °C, de color blanco con una apariencia cremosa y pulverulenta con
abundantes conidias. Para la germinacion de las conidias la temperatura 6ptima es
entre 25 y 30 °C (minimo de 10° C y maximo de 30° C), su crecimiento se ve
influenciado también por el pH, el 6ptimo es de 5,7- 5,9 y para la formacion de conidios
de 7-9 (Schapovaloff, 2012). El hongo B. bassiana es conocido porgue causa la
enfermedad denominada “muscardina blanca”; esta designacion se utiliza para describir
un tipo de enfermedades flingicas que convierten a algunos insectos en momias
blancas que tienen un parecido similar al algodén (Steinhaus, 1985).
Caracteristicas de la especie Metarhizium anisopliae

M. anisopliae posee dos variedades cuya diferencia fundamental es el tamafio
de sus conidias: la variedad mas comun anisopliae de conidios pequefios (3,5-9,0 um) y
la variedad major de conidios grandes (9,0-18 um). En medios de cultivos
microbioldgicos las colonias crecen lentamente alcanzando hasta 2 cm en 10 dias a 20
°C. Su temperatura 6ptima de crecimiento es de 25 °C y el pH mas adecuado para su
desarrollo es de 3,3 a 8,5. Esta especie requiere de una humedad muy alta para que se
desarrollen los conidias (Schapovaloff, 2012). La colonia presenta una coloraciéon que
va desde el verde oliva hasta el verde oscuro, esto se da por la maduracion de las
conidias, con aspecto algodonoso, de textura variable y superficie plana (Garcia et al.,

2011).
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Caracteristicas de la especie Lecanicillium lecanii

L. lecanii tiene una coloracién amarillenta y revés amarillo intenso, estos hongos
alcanzan a los 10 dias un didmetro de 15 a 25 mm, la colonia es por lo general es
simétrica. El conidioforo sostiene a las fialides, los cuales son erectos, anchos en la
base y terminan en una punta delgada por donde salen las conidias, generalmente en
grupos de dos a seis, aunque también hay algunos solitarios. Miden de 11 a 30 yum x 1.5
a 2 um. Las conidias estan en grupos formando cabezuelas, son elipsoidales de 2-4 um
x 1-1.5 um. L. lecanii esta ampliamente distribuido, tiene una gran afinidad por la plaga
de la mosca blanca, ademas de la especie Thrips palmi infectando a ninfas y adultos

(Montilla, 2013).

Caracteristicas de la especie Penicillium oxalicum

Las colonias de P. oxalicum presentan un tamafio de 35-60 mm de diametro en
10 dias. El micelio es inconspicuo, de color blanco o amarillo claro en las areas
algodonosas y en el centro de color verde. El revés es amarillo claro, marrén o naranja.
Esta especie produce abundantes conidias y son de color verde. Los conidi6foros
crecen a partir del micelio dando lugar a estructuras diverticiladas y asimétricas. El
estipe tiene un tamafio de 200-400 um de longitud, son delgadas y lisas (Rosell6, 2003).
Métulas en grupos de 2 a 4, y de 15-23um de largo. Fialides con forma caracteristica de
botella, 10-15 um de largo. Conidios largos, elipticos, hialinos, de 3.2-5.0um de diametro
(Arias & Pifieros, 2008).
Caracterizacion e identificacion de hongos entomopatégenos

Los hongos entomopatdgenos y su caracterizacion morfolégica y molecular es
un paso esencial en la seleccion de especies fungicas como agentes de control
biol6gico de insectos (Boucias et al., 2000). La caracterizacion morfologica se basa en

el estudio de las estructuras macroscopicas (aspecto, color de las colonias y la
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velocidad de crecimiento) y microscdpicas (la forma y tamafio de las hifas, conidiéforos,
fidlides y conidios); en especial, la forma y tamafio de los conidios que sirven para la
identificacion de las especies de Isaria, Beauveria y Metarhizium. Esta manera de
identificacion permite diferenciar especies de hongos entomopatdégenos y seleccionar
cepas o variedades que difieren entre si. Sin embargo, ya que algunas especies son
pleomoérficas es bastante frecuente observar variaciones morfologicas de las células
conididgenas y conidias por lo que su identificacion se hace més dificultosa
(Schapovaloff, 2012).

El avance de numerosas técnicas moleculares nos ha permitido el analisis el
ADN. Una de las técnicas mas destacadas es la “reaccion en cadena de la polimerasa”
PCR, la cual se basa en la amplificacion de secuencias de ADN en presencia de
“cebadores” (primers), ADN polimerasas y los precursores del ADN
(dideoxinucleétidos). Dos de métodos basados en PCR son utilizados para la
identificacion de hongos entomopatégenos: (1) los métodos inespecificos donde se
encuentra la técnica RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) que se utilizd
ampliamente para estudiar la variabilidad genética interespecifica e intraespecifica de B.
bassiana (Becerra et al., 2006); (2) los métodos de PCR especificos como PCR-RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphisms) y el método de ISSR (Inter-Simple-
Sequence-Repeats) generan un perfil de maltiples bandas de ADN, el cual es
comparado para determinar la variabilidad genética (Wang et al., 2005). Una de las
primeras aplicaciones de PCR en hongos fue la amplificacion de ADN ribosomal (ADNr).
Las secuencias de ADNr se exhiben como un “cluster” génico, el cual se repite en
“tandem” centenas de veces. Cada unidad de repeticion (cluster génico) incluye 3
genes: ADNr 18S, ADNr 5,8S y ADNr 28S, que son separados por dos regiones ITS
(espaciadores transcriptos internos). Como los genes 18S y 28S tienen regiones

altamente conservadas, se desarrollaron primers (generalmente ITS1 e ITS4)
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universales para la amplificacién de la region comprendida entre el ITS1, 5,8S y el ITS2
de cualquier especie fungica (figura 3). Los andlisis realizados de la comparacién de las
secuencias de genes de ADN ribosomal y los ITS posibilitaron dejar en claro las
relaciones filogenéticas entre varios hongos entomopatdégenos (Schapovaloff, 2012;
Inglis & Tigano, 2006). Todo esto resulta muy importante en la taxonomia ya que los
resultados de caracterizacion morfolégica y técnicas moleculares en hongos se pueden
comparar para tener una mayor precision en la identificacion de especies fungicas y
analizar la variabilidad genética entre las poblaciones de los hongos entomopatégenos

(Schapovaloff, 2012).

Figura 3

Organizacién de las unidades del ADN ribosomal en el genoma flngico y de los sitios

de reconocimiento de los primers universales ITS1 e ITS4.

{ Unidade de rDNA ][»‘_'[,sl NTS | I‘.'I'.\[ Unidade de rDNA [ [,;'[‘5[ NTS l|;-|_\] Unidade de rDNA

Gene 18S Gene 5,85 BBl Gene 285

Primer 1TS 4

Nota. Obtenido de Diversidad y patogenicidad de especies de hongos
entomopatdgenos en insectos plaga de la yerba mate llex paraguayensis en la provincia

de Misiones. (p.64), por M. Schapovaloff, 2013, Naturalis.
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Hipotesis
Los aislamientos identificados de los hongos entomopatdgenos eliminan la plaga

Frankliniella occidentalis “Trips” en cultivos de Rosa spp. a nivel de laboratorio.
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Capitulo lll: Materiales y métodos
El presente estudio tiene como meta aislar e identificar dos hongos
entomopatdgenos que sirvan como agentes de biocontrol para la plaga de F.
occidentalis “Trips” en cultivos de rosas. Entre las especies que se pretende aislar estan
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Lecanicillium lecanni, ya que a lo largo del
tiempo, diversos estudios han demostrado que estos hongos pueden eliminar diversas
plagas; y Penicillium oxalicum ya que recientemente se ha informado que puede ser un

potencial hongo entomopatdgeno.
Obtencidén de los aislamientos

Colecta de muestras de suelo.

La colecta se realiz6 en cultivos de rosas en la Floricola AlpaRoses S.A. ubicada
en la parroquia de Conocoto, provincia de Pichincha. Se seleccionaron 4 bloques en los
gue habia presencia de la plagas F. occidentalis. Las muestras de suelo se colectaron a
una profundidad de 10 cm y se colocan en bolsas de plastico debidamente etiquetadas.
En cada sitio de muestreo, se tomd una muestra compuesta de 5009 a partir de 5

submuestras de 100g tomadas aleatoriamente.

Procesamiento de muestras de suelo

En el laboratorio se mezcldé muy bien las muestras compuestas y se tomé
alicuotas de 10g de suelo. A partir de estas alicuotas se preparo diluciones
sucesivamente, utilizando 90 mL de agua peptona hasta alcanzar una dilucién 10, De
las diluciones 102y 10 se coloc6 100 pl en la superficie del medio de cultivo selectivo
Agar avena Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (OM-CTAB) (el cual se recomienda
para aislar B. bassiana y M. anisopliae) y luego se extendié utilizando un asa de
Digralsky. De las diluciones 10 se realiz6 el mismo procedimiento en medio de cultivo

SDA. Posteriormente de las colonias obtenidas en los medios de cultivos OM-CTAB y
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SDA se seleccionaron las que presentaban caracteristicas similares a los hongos en
estudio y se aislaron en medio de cultivo PDA con el fin de obtener colonias puras.

El medio selectivo OM-CTAB se preparé de la siguiente manera: 20 g de harina
de avena + 1 litro de agua destilada; se esteriliz6 durante 20 minutos a 120°C y luego
se filtr6; se afiadié agua estéril hasta alcanzar el volumen original de 1 litro y
posteriormente se afiadieron 20 g de agar, 0.6g de Bromuro de hexadeciltrimetilamonio,
0.5g de cloranfenicol y agua estéril hasta alcanzar 1L (Sharma et al, 2020).
Identificacion y caracterizacién de los hongos entomopatdgenos por caracteres
morfolégicos

La caracterizacion morfolégica de los hongos entomopatdégenos consistio en la
descripcién y medicion de las estructuras fungicas.

Descripcion macroscopica

A partir de los aislamientos obtenidos de cada especie fungica, se observé el
tipo de borde, el aspecto y color del envés y revés de la colonia, la consistencia y se
medira el diametro de las colonias luego de 10 dias de incubacién a 25 °C
(Schapovaloff, 2012).

Descripcion microscopica

Para la observacion microscopica a partir de cultivos fungicos, se monté en una
cinta adhesiva una pequefia porcion de micelio con azul de lactofenol de Amann (0,01%
p/v), para visualizar la forma y dimensiones de los conidios, conidi6foros, células
conidiégenas, (fidlides) e hifas de cada aislamiento. Para esto se utilizé un microscopio
oOptico.

Para la caracterizacion macroscopica y microscopica, la morfologia observada
de los hongos se comparara con los criterios propuestos por Garcia et al., (2011),

Rosellé (2003), Cafiedo (2004) y Arias & Pifieros (2008).
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Identificacion molecular

Extraccion ADN

La extraccion de ADN se realizé con el protocolo descrito por el laboratorio de
Diagndstico molecular IDgen.

En la caja Petri que contenia el hongo se colocé 50ul de agua estéril, con la
ayuda de un bisturi se obtuvo aproximadamente 1g de muestra, la cual se transfirié a un
tubo de 1.5 mL y con un micropistilo correctamente esterilizado se maceré fuertemente.
Luego se colocé en el tubo 3 perlas de vidrio estériles, se adicion6 500ul de buffer de
extraccion (2.5% w/v CTAB, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100mM Tris HCI [pH 8.0]) y 2ul
de B-mercaptoetanol. Se agitd la muestra vigorosamente utilizando un Vortex a
velocidad maxima dos veces, hasta la pulverizacion del tejido. Se incub6 a bafio Maria a
60°C por 30 min, se mezclé por inversidon cada 10 min. Posteriormente se afiadié 500ul
de cloroformo congelado, se homogeniz6 en Vortex por 30 segundos y se dej6 reposar
por unos minutos. Después se centrifugd por 14500 xg por 10 min, se tomo
aproximadamente 400 pl del sobrenadante con precaucion de no mezclar las fases y se
coloc6 en un nuevo tubo de 1.5 mL. A continuacion, se afiadio al sobrenadante un
volumen igual de etanol absoluto frio, 150pl de acetato de sodio 3M, 300pl de etanol al
70% filtrado para precipitar el ADN y se dej6 reposando toda la noche a -20°C. Al dia
siguiente se centrifugd a 14500 xg por 17 min y se eliminé el sobrenadante, se realiz6
dos lavados con aprox. 200ul de etanol al 70%, se pipete6 y descart6 el etanol por
inversion. Se seco el pellet durante 20 min, para esto se us6 camara de flujo laminar.
Luego se resuspendié el pellet de ADN con 25ul de agua DEPC y 1pul de ARNasa, se

dej6 incubar por 30 min a 37°C. Finalmente el ADN extraido se almacené a -20°C.

Cuantificaciéon de ADN

Una vez realizada la extraccion, se realizé la cuantificaciéon de ADN en el
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espectrofotbmetro, el equipo primero se calibrd, agregando 2 ul de agua DEPC, se
realizé la lectura correspondiente, esperando que la pantalla del nanodrop marcara
ingresar muestra. Ya calibrado se tom6 2 yl de ADN vy se realizo la lectura
correspondiente.
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La reaccion de amplificacién de la region ITS1 — 5,8S — ITS2 de los hongos en
estudio fue efectuada utilizando los primers especificos ITS1 e ITS4 (White et al., 1990)

(Tabla 2) (Figura 3).
Tabla 2

Secuencia de los primers utilizados en la amplificacién de la region ITS1- DNAr 5,8S-

ITS de hongos.

Primers Secuencia
ITS1 5TCCGTAGGTGAACCTGCGG3’
ITS4 5 TCCTCCGCTTATTGATATGC3’

Nota. Obtenido de Amplification and Direct Sequencing of Fungal Ribosomal RNA
Genes for Phylogenetics. (p.317), por T. White, T. Bruns, S. Lee & J. Taylor, 1990, In

PCR Protocols: A guide to methods and applications.

Para la PCR se preparo un volumen final de 25pl, conteniendo 12,5 pl de
MasterMix; 8,5 ul de agua ultrapura; 1ul de primer ITS1, 1ul de primer ITS4 y 2ul de
ADN (Tabla 3). Los componentes del MasterMix son buffer (200 mM Tris- HCI pH 8,4,
500mM KCI, 10x concentrado); dNTP (2,5mM); MgCl, (50 mM) y Taq ADN polimerasa.

La mezcla de la reaccion se llevé a un termociclador el cual estaba programado
para 30 ciclos después de la desnaturalizacion inicial a 94°C por 300 seg. Cada uno de

los ciclos de amplificacién tuvo 3 etapas: desnaturalizacion a 94°C por 300 seg;
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hibridacion a 60°C por 60 seg y extension a 72°C por 60 seg. Al final de los ciclos se
realizé una extension final a 72°C por 420 seg.

Después de finalizada la PCR las muestras amplificadas se analizaron a través
de electroforesis en gel de agarosa al 1% con marcador de peso molecular 100bp /

100bp Plus Opti-DNA Markers.
Tabla 3

Componentes de la reaccion de amplificacion.

Componentes Cantidad (ul)
MasterMix 12,5
Agua ultrapura 8,5
Primer ITS1 1,0
Primer ITS4 1,0
ADN 2,0
Total 25,0

Secuenciacién y analisis bioinformatico

La secuenciacion se mandé a realizar en el laboratorio de Macrogen, Inc.
ubicado en la ciudad de Seul, Corea del Sur. El procedimiento que se utiliz6 para la
secuenciacién fue el método de Sanger et al., (1977). Las secuencias nucleotidicas
obtenidas fueron limpiadas y ensambladas por medio del programa bioinforméatico
Geneious; y se compararon las secuencias ensambladas con la base de datos de
nucleotidos de GenBank del NCBI con el uso de Blast.

Bioensayo de patogenicidad in vitro

Concentracién del indculo

Una vez que los hongos entomopatégenos fueron aislados e identificados
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macroscépica, microscépica y molecularmente se procedié a realizar la concentraciéon
del indculo.

Los aislamientos fungicos fueron multiplicados en cajas Petri con medio de
cultivo PDA con el objetivo de obtener conidias, se las incub6 por 15 dias a temperatura
ambiente. Después de este periodo se prepard 3 suspensiones de cada hongo a partir
de los cultivos flingicos esporulados y se ajusté la concentraciéon a 10%, 107 y 108
conidias/mL, mediante la utilizacién de la cAmara de Neubauer (Schapovaloff, 2012).
Recoleccion y cria de trips

Se recolecté manualmente especimenes adultos de F. occidentalis en cultivos
de rosas de la floricola AlpaRoses S.A. ubicada en la parroquia de Conocoto, provincia
de Pichincha. Para observar la presencia de la plaga se utilizé la ayuda de una lupa.
Las flores recolectadas que contenian a los trips se depositaron en fundas ziploc
estériles y fueron transportadas al laboratorio. Se seleccionaron trips adultos basandose
en que miden 2 mm de largo, el abdomen es de color marrén a casi negro y presentan
alas completamente desarrolladas. Los insectos se coloraron en recipientes de vidrio de
dimensiones de 9,0 cm de didmetro x 8,0 cm de altura. Para mantener la ventilacion se
hizo un orificio de 6 cm de didmetro en la tapa del envase y se cubrird con papel filtro
(Wu et al., 2014), para la humedad se coloc6 papel absorbente humedecido y fueron
alimentados con flores de rosas hasta la realizacion de los bioensayos por un periodo
no superior a las 48 horas (Schapovaloff, 2012).

La identificacion morfoldgica de trips recolectados se basoé en el trabajo
realizado por (Mufioz, Suarez, & Benavides, 2008) que detalla la Caracterizacion

taxondmica de la especie Frankliniella occidentalis (Thisanoptera: Thripidae).

Desinfeccion y preparacion de flores de Rosa spp.

Para el bioensayo se recolectaron flores de los cultivos de rosas
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aproximadamente de la misma edad presentes en un bloque de la empresa AlpaRoses.
Para eliminar posible contaminacién con otros microorganismos, se lavaron con una
solucién de detergente y abundante agua. Después, se remojaron con cloro al 1%
durante 5 min y se enjuagaron con agua destilada. Se secaron con papel toalla y se
cortaron los bordes de la flor para que queden de un tamafio semejante, con una tijera

desinfectada con alcohol al 70% (Espinosa, 2018).

Bioensayo dual

Para el bioensayo se utilizaron las flores de rosas desinfectadas, éstas se
sumergieron por 10 s en las suspensiones de conidias con las diferentes
concentraciones de los hongos en estudio, para el control se utilizé agua destilada
estéril + Tween 80 (0,1%). Se escurrio el exceso de agua, se depositaron en placas
Petri y se colocaron 10 trips escogidos al azar sobre las flores, con papel filtro y algodon
humedecido con agua destilada para mantener la humedad. El bioensayo se mantuvo
una temperatura de 25°C.

La duracion de cada bioensayo fue de siete dias. La mortalidad se determiné por
la ausencia de movimiento de los trips al ser tocados con un hisopo estéril (Zevallos,
2013), las mediciones se realizaron diariamente y la mortalidad del tratamiento control
no deberd ser mayor que 10%.

Anélisis Estadistico y Disefio experimental
La mortalidad de los tratamientos fue corregida mediante la formula de Abbott

(Canedo & Ames, 2004):

MC % mortalidad tratamiento — % mortalidad control

100 — %mortalidad control

Se utiliz6 un disefio completamente al azar, con 6 tratamientos y 3 repeticiones.

Se realizara 3 tratamientos de un hongo y 3 tratamientos de otro hongo con
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concentraciones de 108, 107y 108 conidios/mL, mas un tratamiento de control, los
cuales se presentan en la Tabla 4. Cada unidad experimental constd de 10 trips
colocados en una caja Petri que contiene una flor de Rosa spp.

Se realiz6 un analisis de la varianza (ANOVA) con 95% de significancia, y luego
un test de Tukey (p < 0,05) para comparar las medias entre pares de tratamientos.
Todos los analisis estadisticos fueron realizados con el programa Infostat software

estadistico (Schapovaloff, 2012).
Tabla 4

Tratamientos en el control de trips (Frankliniella occidentalis) con los dos hongos

entomopatdgenos.
Concentracion #
Tratamiento Hongo
(conidios/mL) Repeticiones
T1 Hongo 1 10° 3
T2 Hongo 1 10’ 3
T3 Hongo 1 108 3
T4 Hongo 2 106 3
T5 Hongo 2 10/ 3
T6 Hongo 2 108 3

Total 18
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Capitulo IV: Resultados

Aislamiento e identificacién morfolégica de los hongos entomopatégenos
Obtencién de los aislamientos

De las muestras de suelo tomadas se obtuvieron 14 aislamientos que se
preseleccionaron por presentar ciertas caracteristicas similares con los hongos
entomopatégenos que se deseaba aislar. En el laboratorio de Microbiolab, posterior a la
observacion de la morfologia tanto macroscépica como microscopica de los
aislamientos se determind que uno correspondia a la especie Beauveria bassiana y otro

aislamiento a la especie Penicillium oxalicum.

Caracterizacion de Beauveria bassiana.

El aislamiento de esta especie presentd un crecimiento lento y circular, con 21
mm de diametro en 10 dias de crecimiento, su aspecto era pulverulenta, algodonosa de
color blanco crema, el revés de la colonia era de color amatrillento suave. En el
microscopio se observaron las células conidiégenas formando densos racimos
irregularmente agrupados, hinchados en la base y se adelgazan hacia la punta que
sostiene las conidias llamado raquis, las conidias eran hialinas y de forma globosa. El
tamarfio de las fidlides era de 4,1-6,2 x 1,3-1,5 um; el del raquis de 2,4-3,5x 0,8-1 umy

de las conidias 2-2,9 um de diametro (Figura 4 y 5).
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Figura 4

Caracteristicas macroscopicas de la especie Beauveria bassiana

Nota. Aspecto y coloracion de Beauveria bassiana. A. envés de la placa Petri. B. Revés

de la placa Petri.

Figura 5

Caracteristicas microscopicas de la especie Beauveria bassiana

Nota. Observacion al microscopio 6ptico 100X. A. Células conidiégenas formando
densos racimos irregularmente agrupados con abundantes conidias. B. conidias

globosas y subglonosas, fialides con raquis pequefio.
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Caracterizacion de Penicillium oxalicum

Esta especie presentd una coloracion blanca en las orillas de la colonia y en el
centro un color verde con textura pulverulenta y abundante produccion de conidias. El
diametro a los 10 dias de crecimiento fue de 35 mm vy el revés tuvo un color amarillo
(con el paso del tiempo se volvié de amarillo cremoso). Los conidiéforos son hialinos
cilindricos, nacen de la superficie del micelio y tiene 2 verticilos (biverticilados). Se
observo métulas en grupos de tres con una longitud de 16-20um. las fidlides tenia forma
de botella y median 11 a 13um. las conidias formaban cadenas largas, su forma era

eliptica y con un didmetro de 3 a 4,8 um (Figura 6y 7).

Figura 6

Caracteristicas macroscoépicas de la especie Penicillium oxalicum

Nota. A. Aspecto y coloracion de Penicillum oxalicum. A. envés de la placa Petri. B.

Revés de la placa Petri.
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Figura 7

Caracteristicas macroscopicas de la especie Penicillum oxalicum
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Nota. Observacion al microscopio 6ptico 100X A. conidi6foro hialino biverticilado,
métulas en grupos de tres y fidlides en forma de botella. B. conidias elipticas y en
cadenas largas.
Identificacion molecular de los hongos entomopatégenos
Extraccion y cuantificacién de ADN

Para la extraccion de ADN las muestras de las especies B. Bassiana y P.
oxalicum se nombraron como BBM1 y POML1 respectivamente. En la tabla 5 se presenta
el resultado de la cuantificacion de las muestras de ADN. Se observa la concentracion
de ADN y los pardmetros como A260/280 y A260/230 que nos indican la calidad del

ADN obtenido.
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Tabla 5

Valores obtenidos del proceso de cuantificacion de las muestras de ADN

ID Acido A260 A280 Tipo de
# Unidad A260/280 A260/230
muestra nucleico (Abs) (Abs) muestra
1 BBM1 966,7 ng/ul 19,334 9,796 1,97 1,43 DNA
2 POM1 1385,1 ng/ul 8,215 4,527 1,93 1,22 DNA

Nota. BBM1 = muestras de B. bassiana, POM1 = Muestra de P. oxalicum

Reaccién en cadena de la polimerasa — PCR

Los dos aislamientos fungicos obtenidos fueron identificados mediante una
caracterizacion macroscoépica y microscopica; sin embargo, para ratificar la
identificacion se realizé un analisis por una técnica molecular, en este caso la PCR. La
amplificacion de la region ITS1 — 5,8S — ITS2 fue realizada para confirmar las dos
especies en estudio.

Los amplicones obtenidos al realizar la PCR con los primers ITS1 e ITS4 se
corrieron en un gel de agarosa al 1%. Se puede observar en la Figura 8 que la muestra
BBML1 (correspondiente al aislamiento de B. Bassiana) presenta una banda de
aproximadamente 550 bp, mientras que para la muestra POM1 (correspondiente al
aislamiento de Penicillum oxalicum) se evidencia en el gel un amplicén claro cercano a
los 600bp (Figura 9). En los dos casos el blanco no tuvo presencia de banda lo que nos

indica que no hay contaminacion y el proceso de PCR fue valido.
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Figura 8

PCR del aislamiento flingico B. bassiana

Nota. Electroforesis del amplicén de B. bassiana en gel de agarosa al 1% 1. Marcador

de peso molecular 100bp / 100bp Plus Opti-DNA Markers. 2. Blanco. 3. Muestra BBM1.

Figura 9

PCR del aislamiento flngico P. oxalicum

Nota. Electroforesis del amplicon de P. oxalicum en gel de agarosa al 1% 1. Marcador

de peso molecular 100bp / 100bp Plus Opti-DNA Markers. 2. Blanco. 3. Muestra POML1.
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Secuenciacién y analisis bioinformatico

Las secuencias obtenidas de la regién ITS1 — 5,8S — ITS2 de los dos hongos se
compararon con la base de datos de nucleotidos de GenBank del NCBI. Los resultados
gue se observan en la Tabla 6 mostraron que la muestra BBM1 presenta un 99,62% de
identidad con la especie Beauveria Bassiana, mientras que la muestra POM1 mostré un
99,14% de identidad con las secuencias de varios aislamientos de Penicillium oxalicum

(Gen Bank no. acceso HE651152, NR_121232, AF033438)

Tabla 6
Identidad de los aislamientos obtenidos a partir de muestras de suelo de cultivos de
rosas basado en la amplificacion del espacio interno ITS de la regién del DNA

ribosomal, segin BLAST en NCBI.

Nombre de la Cobertura Valor de % de Especie
cepa E identidad
BBM1 100% 0,0 99,62 Beauveria Bassiana
POM1 99% 0,0 99,14% Penicillium oxalicum

Nota. BBM1=aislamiento de B. bassiana, POM1=aislamiento de P. oxalicum
Bioensayo de patogenicidad in vitro
Identificacion morfolégica de F. occidentalis “Trips”

Adulto: En la figura 10 se observa que F. occidentalis tiene tres tagmas:
cabeza, térax y abdomen. En la cabeza se encuentran las antenas, el triangulo ocelar y
dos ojos grandes; en el térax presenta dos pares de alas, 3 pares de patas y, en el

abdomen se muestran ocho tergitos.
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Figura 10

Caracterizacion morfologica de un adulto de Frankliniella occidentalis

Cabeza: Se observo que la cabeza es mas ancha que larga, los 0jos son
voluminosos, tiene tres pares de setas ocelares, el par Il es largo y se encuentra dentro
del tridngulo ocelar y los dos pares de setas anteriores son cortas. El cuarto par de
setas postoculares es mas largo que la distancia entre los ocelos posteriores y con

frecuencia casi tan largo como el tercer par de setas (Figura 11).

Figura 11

Caracterizacion de la cabeza de Frankliniella occidentalis.
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Antenas: Se observé que F. occidentalis tiene dos antenas que estan formadas
por ocho artejos, los dos ultimos son pequefios y producen una especie de estilo con el
VI. Los segmentos I, VI, VIl y VIII son pardos oscuros, el segmento | es mas claro que

los demas. El segmento lll, IV y V tienen sombreada la parte apical y la base clara. Los
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segmentos Il y IV se observaron que tenian la base es gruesa, rodeada de cuatro setas

cada una (Figura 12).

Figura 12

Caracterizacion de las antenas de Frankliniella occidentalis.

/

Alas: En la figura 13 se observa que esta especie tiene 4 alas angostas con
flecos en sus bordes posteriores. Las alas son alargadas y tienen un color transparente,
la nervadura principal del ala anterior tiene una linea continua en la cual se observan 22

setas oscuras, y sobre la nervadura del ala posterior 15 setas.

Figura 13

Caracterizacion de las alas de Frankliniella occidentalis.

Patas: Se observé que Frankliniella occidentalis tiene 3 pares de patas, las

cuales son amarillas claras y los tarsos estan formados por dos segmentos (Figura 14).
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Figura 14

Caracterizacion de las patas de Frankliniella occidentalis.

Chaetotaxia en Pronoto y Metanoto: En la figura 15 se observo que esta
especie tiene setas pronotales anteroangulares que son de similar tamafio como las
anteromarginales, un par de setas menores se notan medialmente entre las setas
submedias posteromarginales. EI metanoto tiene 2 pares de setas en el margen anterior

y se observa una reticula en el centro con un par de sensorios campaniforme.

Figura 15

Chaetotaxia en Pronoto y Metanoto de Frankliniella occidentalis.

Setas anteromarginal

Setas menores
Setas anteroangulares

Setas submedias
posteromarginales
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Abdomen: se observo ctenidias en los segmentos abdominales del V al VIII, en
el segmento VIII esta ctenidias se sitla anterior al espiraculo. En el tergito VIl se
observa un peine completo sobre las bases anchas y también sobre las bases amplias.

Los segmento o tergitos son palidos y de color oscuro (Figura 16).

Figura 16

Morfologia de los segmentos del abdomen de Frankliniella occidentalis

Bioensayo dual

El bioensayo realizado durante un periodo de siete dias mostr6 que B. Bassiana
y P. oxalicum presentan un efecto antagonista en la plaga F. occidentalis “trips”, ya que
en cada uno de los tratamientos se evidencié un ataque del hongo hacia el insecto. En

la Figura 18 se muestra la accion de los hongos sobre la plaga de trips.

Figura 17

Accion de los hongos en estudio sobre Frankliniella occidentalis a nivel de laboratorio.

’ :

Nota. Se observa al hongo momificando al insecto. A. P. oxalicum. B. B. Bassiana.
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El registro del porcentaje promedio de mortalidad de los adultos de F.
occidentalis tratados con los hongos entomopatégenos con concentraciones de 108, 107
y 108 conidias/mL, nos dio como resultado que el tratamiento con la mortalidad mas alta
fue el correspondiente a B. Bassiana con una concentracién de 108 conidias/mL; y, por
el contrario, el que tuvo el porcentaje mas bajo de mortalidad fue P. oxalicum con 10°
conidias/mL (Tabla 7). De acuerdo al analisis estadistico, se observé que al aumentar la
concentracion del tratamiento, este produce un mayor porcentaje de mortalidad de trips,
este hecho se evidencié para los dos hongos en estudio ya que a mayor concentracion,
hubo mayor mortalidad (Figura 18). También se observé que B. Bassiana
independientemente de la concentracion utilizada produjo una mayor mortalidad en la
plaga que el hongo P. oxalicum, como se puede ver en la Figura 19 los porcentajes de
mortalidad son 56,79% y 40,74 respectivamente. Por ultimo en la Tabla 7 se observa
que los tratamientos de B. bassiana a una concentracion de 107 y 108 conidias/mL y los
de P. oxalicum a 108 conidias/mL presentan un efectividad alta y estadisticamente son
significativamente diferente al resto de tratamientos que mostraron una mortalidad

inferior al 30%.
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Tabla 7
Porcentajes promedio de mortalidad de F. occidentalis, expuestas a diferentes

concentraciones de B. bassiana y P. oxalicum en condiciones de laboratorio.

Concentracién
Hongo Mortalidad corregida (%)
(conidios/mL)

10° 29,63
Beauveria bassiana 107 62,972
108 77,782
106 18,52°
Penicillum oxalicum 107 29,63
108 74,082

Nota. * = Distintas letras en las medias de mortalidad indican diferencias de acuerdo a

la prueba de Tukey (p< 0.05). EE= error estandar.

Figura 18

Porcentajes promedio de mortalidad de F. occidentalis segun la concentracién utilizada.

85.00-
A

6825/
()]
=
O
< 51501
| = ! B
1
(@]
p=
2

34 75/

IC
18.00 :
10 1047 10'8

CONCENTRACION (conidias/ml)

Nota. * = Distintas letras en las medias de mortalidad indican diferencias de acuerdo a

la prueba de Tukey (p< 0.05). EE= error estandar.
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Figura 19
Porcentajes promedio de mortalidad de F. occidentalis segun el hongo utilizado.
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Capitulo V: Discusién

En este proyecto de investigacion se consiguié aislar la especie Beauveria
bassiana de muestras de suelo de cultivos de rosas; Doberski & Tribu (1980)
mencionan que los hongos entomopatdégenos pueden vivir en el suelo e infectar a los
insectos, el género Beauveria fue identificado en diferentes suelos de varios ambientes
y fue aislado en medios de cultivo microbiol6gicos. Diversos estudios indican haber
aislado del suelo varias especies de hongos entomopatégenos como P. lilacinum, M.
anisopliae, y B. bassiana, recalcando que son los mas comunes en muestras suelo
(Schapovaloff et al., 2015; Sun et al., 2008). No fueron aisladas las otras especies que
se pretendia obtener, debido posiblemente a factores como la temperatura que oscila
entre 8°C - 26°C y la humedad relativa que en promedio es de 76%, en la parroquia de
Conocoto, ya que hongos entomopatdégenos como M. anisopliae y L. lecanni tienen un
desarrollo 6ptimo a temperaturas de 27°C y alrededor de 90% de humedad relativa
(Berlanga & Hernandez, 2002; Vargas, 2017). En este estudio se aisl6 a B. bassiana lo
gue se corresponde con lo mencionado por Meyling & Eilenberg (2006), que este hongo
entomopatégeno tiene una mayor tolerancia a cambios de las condiciones ambientales
gue otros hongos, demostrando ser una especie comuin en variedad de habitats.

Las caracteristicas morfolégicas del aislamiento fungico de B. Bassiana, con
respeto al diametro de la colonia (21 mm) coincide con lo descrito por Domsch et al.,
(1993) ya que establece un rango de crecimiento de 0,6 a 2,3 cm de didmetro en 10
dias. El aspecto, la coloracion de la colonia, la morfologia de las conidias, conidioforos,
y células conidiégenas tienen concordancia con estudios que describen la identificacion
morfolégicas de hongos entomopatégenos entre ellos B. Bassiana (Garcia et al., 2011;
Cafiedo & Ames, 2004).

También se obtuvo un aislamiento de P. oxalicum, su caracterizacién mostré que

el aspecto y la coloracion fue idéntico a lo descrito por Allende et al., (2013) pero el


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0325754115000474#!
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diametro de la colonia fue ligeramente mayor en nuestro aislamiento obtenido. Arias &
Pifieros (2008) mencionan que las conidias de P. oxalicum estan en un rango de 3,2 a
5.0 um lo que concuerda con nuestro estudio ya que el tamafio de las conidias estaban
en dicho rango, de igual manera coincidian las caracteristicas de los conidi6foros,
métulas y fialides.

Para evaluar la pureza relativa y la concentraciéon de una muestra de ADN por
espectrofotometria se utiliza las longitudes de onda a 260 nm, 280 nm y 230 nm (Gallou
et al., 2015). Las proteinas absorben luz UV a 280 nm y sales caotrdpicas, fenoles o
carbohidratos a 230 nm, de modo que la relacion A260/280 considera que un ADN es
de pureza 6ptima si tiene un valor entre 1,8 -2,0; y la relacion A260/230 considera a un
ADN puro con un valor de 1,8 — 2,2 y un ADN altamente contaminado <1,5 (Banco
Nacional de ADN, 2020); en nuestro estudio los valores de A260/280 estaban en el
rango de pureza 6ptima y los valores de A260/230 mostraban un ADN altamente
contaminado. A pesar de este inconveniente los ADN obtenidos se consideraron de
buena calidad y se usaron en el proceso de PCR obteniendo buenos resultados.

Tradicionalmente, la identificacién de especies de hongos entomopatégenos
aislados de diferentes ambientes naturales, estaba basado en métodos como la
caracterizacién morfolégica o la bioquimica (Echeverria, 2006). Sin embargo Glare et
al., (1996), encontraron que la estructura morfolégica de las fialides de un solo
aislamiento de un hongo entomopatégeno (M. anisopliae) podia cambiar dentro de la
misma colonia, y también, con la utilizacién de diversos sustratos. Adicionalmente,
recalcaron que el Unico caracter morfolégico que servia para la identificacion son las
conidias, pero para M. anisopliae ni ese caracter resultaba 100% efectivo. Por tal motivo
es de mucha importancia el uso de técnicas moleculares en la identificacion, ya que en
el manejo integrado de plagas es clave diferenciar las especies de hongos

entomopatdgenos con exactitud. Con base a este criterio, en este trabajo de
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investigacion se realiz6é un analisis molecular con la técnica de PCR para amplificar la
region ITS1, 5,8S y el ITS2 que es utilizada para identificar especies fungicas. Los
resultados obtenidos son similares a los descritos por Allende et al., (2013); Cruz & Del
Rincén (2016) quienes utilizaron los primers ITS1 e ITS4 y obtuvieron amplicones de
aproximadamente 600 pb para las especies B. bassiana y P. oxalicum. La
secuenciacion permitié comparar las secuencias obtenidas con la base de datos del
NCBI, en donde se confirmé la identidad taxon6mica de las especies analizadas.

Segun Salazar, (2019) la crianza masiva de trips tiene resultados
considerablemente buenos con el uso de botes de plastico de 10 cm de alturay 5 cm de
diametro con agujeros en la tapa y a los lados del bote con mallas antitrips, con la
fuente de alimentacion de vainas de Phaseolus vulgaris, y el uso de una camara con
control del fotoperiodo y temperatura de 16:8 y 22-26°C respectivamente. En este
estudio se opt6 por realizar lo recomendado por Schapovaloff (2012) que es recolectar
los especimenes de F. occidentalis por las caracteristicas que distinguen a los adultos y
mantenerlos en un periodo no mayor a las 48 horas antes del bioensayo. Por otro lado,
los resultados obtenidos en la identificacion morfolégica de los trips coincidieron con el
estudio de realizado por Mufioz, Suarez & Benavides (2008), quienes describen la
caracterizacién taxonémica de la especie Frankliniella occidentalis (Thisanoptera:
Thripidae), plaga del cultivo de rosas.

Los bioensayos llevados a cabo en condiciones laboratorio con un aislamiento
de B. Bassiana y uno de P. oxalicum demostraron que presentaban antagonismo sobre
la plaga F. occidentalis que afecta a cultivos de rosas. El porcentaje de mortalidad de
los tratamientos con estos hongos varid de 18,52% a 77,78%. El tratamiento de P.
oxalicum con una concentracion de 108 conidias/mL junto con los tratamientos de B.
Bassina a 107y 108 conidias/mL fueron mas efectivos y significativamente diferentes al

resto de tratamientos que tuvieron porcentajes de mortalidad por debajo del 30%. Hafez
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et al., (1994) sefiala que la germinacién, penetracion del tubo germinativo y
posteriormente el desarrollo del hongo sobre el insecto se debe principalmente al
contacto entre el inoculo de un hongo virulento y la susceptibilidad de la cuticula del
insecto. Fue notorio que la mortalidad aumento en proporcion a la concentracion de
conidias/mL presentes en cada tratamiento, es decir, a mayor concentracion mayor
mortalidad. Los porcentajes obtenidos fueron significativamente diferentes (P < 0,05),
esta afirmacion coincide con el estudio realizado por Storey & Gardner (1988) que
confirmaron lo antes mencionado.

Estadisticamente el aislamiento de B. bassiana es significativamente mas
virulento que el aislamiento de P. oxalicum, esto puede ser debido a que B. bassiana
produce una variedad de enzimas extracelulares como proteasas, lipasas y quitinasas,
las cuales estan involucradas en la penetracion, infeccién y expresion del hongo en el
insecto; un ejemplo es la beauvericina, una micotoxina, que tiene actividades
insecticidas (Wang & Xu, 2012). Diversos estudios han corroborado la eficacia de B.
bassiana sobre diversas plagas, es asi que Torres et al., (2016) reportd que
aislamientos de B. bassiana tienen un antagonismo sobre la plaga H. hampei (broca del
café) con una efectividad patogénica fue del 100% a las 144 h; Villegas et al., (2017)
informd que diversos aislados de B. bassiana tuvieron una mortalidad que fluctué entre
90 a 100% con las concentraciones de 10 y 108 conidias/mL sobre ninfas del tercer
estadio de B. cockerelli, también se ha reportado el control biolégico de F. occidentalis
en cultivos de esparragos con B. bassiana siendo la mortalidad més alta del 64,8% a los
ocho dias después del tratamiento.

En este estudio se pone a prueba por primera vez a P. oxalicum como un hongo
entomopatogeno de la plaga de F. occidentalis “Trips”. Practicamente, existe muy poca
informacién del hongo P. oxalicum usado como controlador biolégico de plagas. Kumar

et al., (2018), reportaron a P. oxalicum como un posible nuevo hongo entomopatégeno
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debido a que lo aislaron de una mosca blanca momificada por el mismo; mostraron
ademas, el crecimiento de las hifas fungicas en la cavidad corporal de la mosca blanca
y también que los cadaveres momificados estaban completamente descompuestos con
solo sus alas en los escombros, posiblemente debido a la produccién y secrecion de
enzimas hidroliticas del hongo. Michereff et al., (1995), inform6 que P. oxalicum es un
hongo patdgeno del pulgdn Ceratovacuna lanigera, una plaga de insectos en la cafia de
azucar y Al-Keridis (2015) descubri6 el efecto de Penicillium sp. para controlar el
escarabajo rojo (Tribolium castaneum) mediante el uso de diferentes concentraciones
de extracto del hongo, siendo las mas efectiva la concentracion al 50%. Esta
investigacion mostré que P. oxalicum tiene antagonismo contra la plaga F. occidentalis
pero se debe seguir estudiando este hongo para corroborar estos resultados obtenidos,
ademés continuar probando la actividad patogénica del hongo con diferentes plagas de
diversos cultivos y asi en un futuro poder usarlo como un producto para el control

biolégico.
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Capitulo VI: Conclusiones

Se obtuvieron dos hongos entomopatégenos correspondientes a las especies de

Beauveria bassiana y Penicillum oxalicum.

La caracterizacion morfologica de los aspectos macroscépicos y microscopicos
posibilité la identificacion de los hongos entomopatégenos y el andlisis molecular

confirmé la identidad de las especies Beauveria bassiana y Penicillum oxalicum.

Se identificé6 morfolégicamente a la especie Frankliniella occidentalis, y se la

recolecto 48 horas antes de los bioensayos.

La hipétesis de investigacion se acepta debido a que Beauveria bassiana y
Penicillum oxalicum mostraron antagonismo frente a la plaga Frankliniella occidentalis a

nivel de laboratorio, con mortalidad de los insectos.

El tratamiento de B. bassiana a la concentracion de 108 conidias/mL fue la mas

efectiva con un 77,78 % de mortalidad.

Se reporta a Penicillum oxalicum como posible controlador de la plaga F.
occidentalis presente en cultivos de rosas, sin antecedentes previos encontrados en

bibliografia.

Capitulo VII: Recomendaciones
Continuar con la investigacion de Beauveria bassiana y Penicillum oxalicum para
verificar su antagonismo sobre Frankliniella occidentalis a nivel de invernadero y de

campo en los cultivos de rosas.
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