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RESUMEN

En la provincia de Pastaza el salivazo Mahanarva andigena constituye la principal plaga
del cultivo de la cafia de azcar, cultivar POJ93 (limefia), por las grandes afectaciones que
ha producido en los rendimientos agricolas y calidad de la panela. Sin embargo, hasta la
presente fecha se disponen de escasos estudios relacionados con el control biolégico de
ninfas de este insecto plaga mediante la utilizacion aislamientos nativos del hongo
entomopatégeno Metarhizium anisopliae en las condiciones agroecoldgicas del canton
Pastaza. El presente trabajo tuvo como objetivo realizar la evaluacion de algunas
caracteristicas morfoldgicas y fisiologias de cuatro aislamientos nativos de M. anisopliae
sobre cuatro medios de cultivo y la verificacion de la eficacia de estos aislamientos en el
control de ninfas de M. andigena bajo condiciones de laboratorio. Para evaluar las
caracteristicas morfoldgicas se empleo un disefio completamente aleatorio con 16
tratamientos, donde se evaluaron caracteristicas culturales, tamafio de colonia, tasa de
crecimiento y produccién de conidios. Para la verificacion de la eficacia de los
aislamientos en el control de ninfas se realizé6 mediante un disefio completamente aleatorio
con cinco tratamientos (cuatro aislamientos nativos y el tratamiento control) y cinco
réplicas. Cada replica se conformo con 10 ninfas por cada placa de Petri, con un total de 50
ninfas por tratamiento. Se evalué la mortalidad total, la mortalidad corregida y la
mortalidad confirmada. Los cuatros aislamientos nativos presentaron caracteristicas
morfologicas similares y de ellos los aislamientos MT-51(01) y T-63(01) presentaron la
mayor produccion de conidios en el medio de cultivo PDA modificado, con valores de 8,21
y 7,90x10° conidios.cm?. Los aislamientos nativos MT-51(01) y P-50(01) de M.
anisopliae provocaron altos porcentajes de mortalidad confirmada con valores que
estuvieron entre 71 y 65%, respectivamente. De estos el aislamientos nativos MT-51(01)

es el mas promisorio para su validacion en campo.
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ABSTRACT

In the province of Pastaza, the spittle Mahanarva andigena is the main crop pest of
sugarcane, POJ93 cultivar (limefia) , by Major affectations that has produced in
agricultural yields and quality of panela. However, until the present date, few studies have
related to the biological control of insect nymphs of this pest by using native isolates of the
entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae in agro-ecological conditions of the
canton Pastaza. This study aimed the evaluation of some morphological characteristics and
physiologies four native isolates of M. anisopliae on four culture media and verifying the
effectiveness of these isolates in controlling nymphs of M. andigena under laboratory
conditions. To evaluate the morphological characteristics use a completely randomized
design with 16 treatments, where cultural characteristics, colony size, growth rate and
production of conidia were evaluated. For verification of the effectiveness of the isolates in
the control of nymphs was performed using a completely randomized design with five
treatments (four native isolates and control treatment) and five replicates. Each replica was
formed with 10 nymphs per Petri dish, with a total of 50 nymphs per treatment. Total
mortality was assessed, mortality corrected by Abbott's formula modified and mortality
confirmed. The four native isolates had similar morphologic features and MT- 51(01)
including insulation and T-63 (01) had the highest production of conidia on PDA culture
medium modified with values 8.21 and 7,90x106 conidia. cm™ . Isolates native MT- 51
(01) and P- 50(01) of M. anisopliae caused high mortality rates were confirmed with

values between 71 and 64%, respectively.
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CAPITULO I: INTRODUCCION



1. Introduccion

El ataque de insectos plaga constituye una de las principales causas en la disminucion del
rendimiento agricola e industrial de la cafia de azucar. En Ecuador, existen varias especies
de insectos que pueden afectar el cultivo, entre los mas importantes se encuentran el
saltahojas, Perkinsiella saccharicida (Kirkaldy) y el salivazo Mahanarva andigena (Jacobi
(Mendoza, 2001). Esta ultima especie ha provocado la reduccion de la productividad de los
tallos de cafia de azlcar y la calidad de la materia prima para el proceso industrial, a nivel
de ecuador se reportan perdidas entre el 15 y 34% en la obtencion de sacarosa (Mendoza et
al., 2004).

Como una alternativa para disminuir y controlar el efecto de este insecto plaga, los
productores de cafia de azucar han recurrido al uso de insecticidas quimicos, como unica
opcion de control. Lo que ha traido como consecuencia la ruptura del equilibrio biolégico
del agro-ecosistema, con manifestaciones evidentes de resurgencia de plagas claves,
surgimiento de nuevas plagas, y problemas relacionados con la salud y el medio ambiente
(Mendoza, 2001).

En funcidn de esto, se generd un gran interes en la utilizacién de hongos entomopatégenos
para el control bioldgico de insectos plagas (Schapovaloff, 2012). Asi mismo, Motta y
Murcia (2011) sefialaron que estos hongos presentan un reconocimiento cada vez mayor en
la biodiversidad de los ecosistemas donde muestran importantes servicios ecosistémicos en
la produccidn agricola debido a que pueden eliminar o mantener las plagas bajo el umbral

de dafio econdmico.

Los hongos entomopatdgenos son comunes y generalmente atacan a casi todas las clases
de insectos, hasta la fecha existen alrededor de 750 especies de hongos de unos 90 géneros
que han sido documentados como patdgenos, pero solo unas pocas de estas especies
actualmente estan siendo desarrolladas como patdgenos contra las plagas de insectos (Rai
et al., 2014). Entre estas especies se encuentra Beauveria bassiana (Bals), Verticillium
lecani  (Zimmerman) y Metarhizium anisopliae  (Metch.) Sorokin (Sivakalai y
Ramanathan, 2015).



De las especies mencionadas M. anisopliae se destaca por ser un hongo que a menudo se
encuentra en el suelo y puede causar infeccion a méas de 200 especies de insectos (Chen et
al., 2014).

Este hongo es comercialmente desarrollando en diferentes paises para el control biologico
de plagas agricolas, especialmente para insectos de la familia Curculionida, Scarabaeidae
y Cercopidae (Santos et al., 2011).

En américa del sur este hongo esté siendo utilizado ampliamente para el control biol6gico
del salivazo en cafia de azlcar y en pastos (Ramanujam et al., 2014). Por ejemplo, Freitas
et al., (2014), al evaluar la eficacia de diferentes aislamientos de este hongo se observaron

mortalidades confirmadas por encima del 70%.

Uno de los cultivos principales en la provincia de Pastaza es la produccion de cafia de
azucar, la cual ha sido afectada por el salivazo M. andigena, convirtiéndose en un
problema para la produccion de este cultivo, afectando significativamente a la economia de
los productores de la zona. Sin embargo hasta la presente fecha no se dispone de
suficientes estudios realizados en las condiciones especificas de la provincia de Pastaza

que confirmen la eficacia de M. anisopliae en el control de ninfas de M. andigena.

En relacion a la problematica planteada se establecio la siguiente:
1.1. Hipotesis de trabajo:

La utilizacion de aislados nativos del hongo M. anisopliae permitird reducir los niveles

poblacionales de ninfas M. andigena en el cultivo de cafia de azUcar.

Para dar cumplimiento a la anterior hipotesis, se plante6 como:

1.2. Objetivos
1.2.1. Objetivo General

Evaluar la eficacia de aislamientos nativos de Metarhizium anisopliae en el control de
ninfas de Mahanarva andigena (Jacobi), en la cafia de azlcar (Saccharu officinarum L.)

en condiciones de laboratorio.



1.2.2. Objetivos Especificos

2. Evaluar la tasa de crecimiento y produccién de conidios de los aislamientos nativos
del hongo M. anisopliae en cuatro medios de cultivo.

3. Determinar la eficacia de cuatro aislamientos nativos del hongo M. anisopliae en el
control de ninfas de M. andigena en condiciones de laboratorio

4. Elaborar una propuesta para la incorporacion de M. anisopliae en el control
biolégico de ninfas de M. andigena en condiciones de campo.



CAPITULO II: FUNDAMENTACION TEORICA DE LA
INVESTIGACION.



2.1. La Caria de azUcar.

La cafia de azlcar Saccharum officinarum L., es una antigua fuente de energia para los
seres humanos, y en épocas mas recientes, fue empleada por primera vez en el Sudeste
Asiético y en la India Occidental como reemplazo del combustible fésil para vehiculos a
motor. Alrededor del afio 327 A.C. la cafia de azUcar era un cultivo importante en la India.
Fue introducida en Egipto aproximadamente en 647 D.C. y, casi un siglo mas tarde, seria
introducida en Espafia (755 D.C.) (NETAFIN, 2010).

2.2.  Taxonomia de la cafa de azUcar.

La cafia de azucar se clasifica botanicamente de la siguiente forma de acuerdo a
Bustamante (2015).

Reino: Vegetal

Tipo: fanerégamas

Subtipo: Angiospermas

Clase: Monocotiledoneas

Orden: Glumales

Familia: Poaceas

Tribu: Andropogoneas

Geénero: Saccharum

Especie: Spontaneum y robustum (silvestre), edule, barberi, sinense y officinarum

(domestica).

A demas, este mismo autor sefiala que S. officinarum corresponde a las cafias que
conocemos actualmente y que son cultivadas hoy en dia, y se cree que esta fue
domesticada por medio de S. robustum. Estas especies mencionadas poseen sus propias
caracteristicas que le identifican de manera diferenciada y especifica. La cantidad de
cromosomas es diferente en cada especie, por lo cual ha incidido en una variacion genética

amplia en sus progenies, cuando se han utilizado en cruces entre las especies.



2.3. Distribucion global de la cafia de azucar.

La cafia de azUcar ocupa un area de 20,42 millones de hectéreas en todo el mundo, con una
produccion total de 1 333 millones de toneladas métricas (FAO, 2003).

El &rea cultivada con cafia de azucar y la productividad difieren considerablemente de un
pais a otro. Brasil tiene la mayor area (5 343 millones de ha), mientras que Australia tiene
la mayor productividad promedio (85,1 ton.ha). De los 121 paises productores de cafia de
azlcar, 15 paises (Brasil, India, China, Tailandia, Pakistan, Méjico, Cuba, Colombia,
Australia, USA, Filipinas, Sudafrica, Argentina, Myanmar, Bangladesh) concentran el
86,0% del area y el 87,1% de la produccion mundial. Del total de produccién de azucar
blanca cristalizada, aproximadamente el 70% proviene de la cafia de azucar y un 30%
proviene de la remolacha azucarera (NETAFIN, 2010).

2.4. Caha de azucar en el Ecuador.

Segun el Instituto Nacional de Estadisticas y Censos (2011), en nuestro pais, la superficie
destinada para la produccién de la cafia de azucar fue de 94 835,00 hectareas, de las cuales
se produjeron 8 131 819,00 toneladas métricas (Tm) y se vendieron 5 957 208,00 (Tm).
Ademas, sefialaron que al realizar el anélisis de la produccion desde el afio 2007 hasta el
2011, determinaron que el mejor afio tanto para la produccién como para las ventas fue el
2008, donde se produjeron 9 341 099,00 (Tm) y se vendieron 8 496 482,00 (Tm). Asi
mismo, informaron que su disminucion pudo darse por el cambio climatico, escases de

mano de obra, altos costos, problemas de cosecha y otros factores en las plantaciones.

Ecuador cuenta con seis instalaciones procesadoras de cafia de azlcar, las mas grandes y
tradicionales cubren el 90% de la produccion Nacional, entre éstas se encuentran: San
Carlos, Valdez, La Troncal, Isabel Maria, IANCEM y Monterrey. Estas dos ultimas
trabajan en produccion durante todo el afio por estar ubicadas en la sierra, mientras que las
otras solo en determinadas épocas del afio. La superficie sembrada para la produccién de la
cafia de azucar se encuentra distribuida en las siguientes provincias: el 72,4% en el Guayas,
19,60% en el Cafiar, el 4,20% en el Carchi e Imbabura, el 2,4% en Los Rios, y el 1,40% en
Loja (INEC, 2011).



2.5.  Produccion de cafia en la provincia de Pastaza.

La provincia de Pastaza cuenta con organizaciones y pequefios productores que cuentan
con sus propios terrenos y cultivos de cafia de azucar. Méas alla de estos recursos es
importante indicar que las organizaciones y productores cuentan con equipos e insumos
limitados para desarrollar plenamente estas actividades, lo cual deja como consecuencia la

baja productividad.

Los cafiicultores de Pastaza se encuentran organizados a nivel de diferentes organizaciones
entre estas se encuentran la ASOCAP, APALA, TENIENTE HUGO ORTIZ, JUAN DE
VELAZCO, EL CANAVERAL, CAJABAMBA, APROCAT, FATIMA, YANTANA,
JATUNPACHA, MUSHUKWARMI y SAN JACINTO.

En relacion a la superficie en produccion, en la provincia de Pastaza existe alrededor de
1 324 hectareas de monocultivo (GADPPz, 2010).

2.6.  Principales plagas de la cafia de azucar.

En algunos paises, las plagas y las enfermedades de la cafia de azcar han sido la causa de
pérdidas significativas en la produccion e incluso de desastres econdémicos en este sector
agro-industrial. A nivel mundial, se reportan alrededor de 1500 especies de insectos
perjudiciales y mas de 200 enfermedades que atacan a la cafia de azucar, cuya distribucion
e importancia varia en las diversas regiones geograficas en que se cultiva esta graminea.
En el Ecuador, hasta ahora, se han identificados 33 especies de insectos plagas, dos
especies de roedores y 15 enfermedades, de las cuales solo unas pocas revisten importancia
econdmica en la zona azucarera de la cuenca baja del Rio Guayas. Varias de estas plagas o
enfermedades son nativas y se han adaptado eficientemente a la cafia de azucar, otras han
sido introducidas incidentalmente a través de material de propagacion vegetativa.
(Mendoza y Garcés, 2013).

Entre las principales especies de insectos plagas de la cafia de azlcar se encuentran el
Saltahojas (Perkinsiella saccharicida Kirkaldy), el barrenador del tallo (Diatraea
saccharalis), el afido amarillo (Sipha flava Forbes), el picudo rayado (Metamasius

hemipterus) y el salivazo Mahanarva andigena (Mendoza et al., 2013).



Segun el GADPPz (2010) en la provincia de Pastaza, entre las principales plagas que se
encuentran afectando al cultivo de cafia de azucar se encuentra M. andigena con el 68% de
afectacion, picudo rayado (Metamasius hemipterus) con el 18% de afectacion y las
termitas (comején) con el 14% de afectacion.

2.6.1. Elsalivazo, Mahanarva andigena (Jacobi) (Hemiptera: Cercopidae).

El salivazo, M. andigena es un insecto plaga importante de la cafia de azlcar en varias
regiones del pais, particularmente en la Cuenca Baja del Guayas (Naranjito, Milagro,
Bucay), Zaruma, Pifias (El Oro), Puyo (Pastaza) y Nanegalito (Pichincha). Se considera
una especie nativa de pastos y malezas gramineas que se ha adaptado eficientemente a la
cafa de azucar (CINCAE, 2015).

La clasificacion taxondmica de Mahanarva andigena es la siguiente de acuerdo al reporte
de identificacion de AGROCALIDAD (2014)

Clase: Insecta

Orden: Hemiptera

Sub orden: Auchenorryncha (Alves y Carvalho, 2014)
Familia: Cercopidae

Género: Mahanarva

Especie: Mahanarva andigena

Segun Umul (2000), el dafio causado por este insecto plaga puede dividirse en dos tipos: el
dafio provocado por la ninfa al alimentarse de las raices y tallos de la planta, y el dafio
provocado por el adulto al alimentarse de retofios y hojas. Las manchas de color amarillo
blancuzco que aparecen en las hojas son un sintoma de la infestacion de este insecto, lo
que ocasiona una seria disminucién en el area disponible para la fotosintesis y en la
productividad de los cafiaverales (Thompson y Ledn, 2005). Este insecto introduce toxinas
en las hojas al perforarlas y succionar sus jugos. Las areas dafiadas de la hoja se secan
gradualmente, y si la infestacion es grave, las lesiones se fusionan y finalmente grandes

porciones de la hoja mueren (Ortega, 1987).



El salivazo es la plaga mas perjudicial en cafia de azlcar. Esta plaga puede llegar a
provocar reducciones significativas hasta del 60% en los rendimientos (Bayer, 2010). En
Ecuador, en el ingenio San Carlos, en los afios 1999 y 2000, se registraron pérdidas de
sacarosa de 15, 17 y 34 %, en las variedades B76-78, Ragnar y NCo0-310, respectivamente
(Mendoza et al., 2013).

Estos mismos autores, sefialan que a méas de la cafia de azUcar, existen otras especies de
pastos y malezas poaceas que son hospederos importantes tales como el gramalote
(Paspalum fasciculatum), pata de gallina (Eleusine indica), paja mona (Leptochloa
filiformis), cola de zorro (Setaria geniculata), pasto Johnson (Sorghum halepense), cauca
(Panicum maximum), pasto morado (Echinochloa colonum) y pasto janeiro (Eriochloa

polystachya).
2.6.1.1.  Descripcion morfolégica y ciclo de vida del salivazo

El ciclo de vida de este insecto comprende tres estados de desarrollo: huevo, ninfa y

adulto.
Huevo

Los huevos son muy pequerios, dificiles de observar a simple vista, tienen forma de granos
de arroz muy diminutos. Son insertados en los extremos laterales de la base de vainas de
hojas viejas que se encuentran adheridas a lo largo del tallo. Los huevos recién
ovipositados son de color blanco-cremoso, posteriormente se tornan de color amarillo con
una mancha obscura en uno de los costados y extremo del huevo, que corresponde al
opérculo del mismo. Cuando estan proximos a la eclosion se observan unos puntos rojizos
que corresponden a los 0jos y manchas que presentan en el abdomen las ninfas recién
eclosionadas. Los huevos son de forma ahusada o fusiforme y miden aproximadamente 1,3
mm de largo por 0,4 mm de ancho, son puestos individualmente o en grupos irregulares. El
periodo de incubacion es de 16 a 18 dias, existiendo una fertilidad del 90 por ciento.
(CINCAE, 2013).

Segun Rodriguez y Peck (2007), los huevos de M. andigena pasan por cuatro fases de
desarrollo. En la fase S1, los huevos presentan una tonalidad crema, sin ninguna
caracteristica externa. La fase S2 se caracteriza por la aparicion de una mancha roja

ubicada debajo de la sutura de eclosion. Para la fase S3 establecieron la apertura de la

10



sutura de eclosidbn como caracteristica externa y para la fase S4, como caracteristica

externa adicional, la presencia de las manchas oculares y abdominales.
Ninfa

Las ninfas recién eclosionadas se dirigen hacia el cogollo, donde se localizan
alimentandose de la savia y permaneciendo cubiertas de una masa espumosa que ellas
elaboran (CINCAE, 2013). De acuerdo a Rodriguez et al. (2002), las ninfas pasan por
cinco instares absolutamente distinguibles, al igual que otras especies, por el incremento
significativo en el tamafio de los parametros fisicos que acompafian la muda. EIl ancho de

la cdpsula cefalica es la caracteristica morfologica més distintiva para separar los instares.

Segun el CINCAE (2013), las ninfas de los primeros instares se localizan en el cogollo y
las ninfas del altimo instar en el tallo, debajo de las vainas viejas. Ademas, determinaron
que la duracion del periodo ninfal varia de 30 a 40 dias, bajo condiciones de laboratorio a

temperatura de 24+4 °C y 82+10% de humedad relativa.
Adulto

El adulto presenta inicialmente un color blanco y permanece inmévil durante varias horas
dentro de la masa espumosa al contacto con el aire el cuerpo y las alas van adquiriendo

lentamente su coloracion normal por oxidacion de sus pigmentos (Castillo, 2006).

El cuerpo tiene una forma oval, la cabeza es de color oscuro o negro brillante, tiene ojos
simples (ocelos) muy cercanos uno del otro, aparte de los 0jos compuestos que se
encuentran desarrollados. Las antenas estan formadas por tres segmentos, el Gltimo es muy
corto y provisto de dos cerdas. Las alas anteriores son mas gruesas que las inferiores,
tienen un color café oscuro y en algunas especies las atraviesan dos bandas transversales de
color amarillo claro, las alas inferiores son membranosas. Las patas son de color oscuro, el
abdomen esta formado por nueve segmentos visibles, los dos primeros se encuentran
reducidos (Rodriguez ,2003).

En su estado adulto, el salivazo es un insecto de tamafio mediano, existiendo una marcada

diferencia entre el macho y la hembra. EI macho mide aproximadamente 11 mm de largo y
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5 mm de ancho, de coloracion castafio oscuro o negro con manchas amarillas bien
acentuadas sobre las alas anteriores a manera de dos bandas transversales, el abdomen y las
patas son rojizos. La hembra es ligeramente mayor que el macho (13 mm de largo y 6,5
mm de ancho), de color castafio, con las manchas amarillas un poco difusas. Los adultos
permanecen durante el dia en el follaje de las plantas, particularmente en las hojas mas
cercanas al cogollo o dentro de él. Esto ultimo es mas comun en las horas de mayor
luminosidad (Mendoza et al., 2004).

2.6.1.2.  Patrones de comportamiento y distribucion espacial del salivazo

Las ninfas del salivazo permanecen estaticas y cubiertas de espuma que se localizan en las

raices y tallos de las plantas. Los adultos tienen vida libre y buena capacidad de movilidad,
son malos voladores y se desplazan principalmente mediante saltos. Su mecanismo de
defensa es la habilidad de saltar y la autohemorragia (Peck, 2003; Rodriguez et al., 2003).
La dinamica poblacional del salivazo esta influenciada principalmente por condiciones
climéticas. Los primeros insectos aparecen pocos dias después del inicio de las lluvias y se
prolongan durante todo el periodo lluvioso, apareciendo picos de ninfas y adultos de
manera escalonada y superpuestas. Se pueden presentar muchas generaciones al afio si
existen condiciones de elevada humedad en el suelo, o cuando existe un mal drenaje
(SESA, 2003).

2.6.1.3. Medidas de control del salivazo.

Entre las medidas méas importantes para el manejo de esta plaga se encuentran el control

cultural, quimico y el control bioldgico.
Control Cultural.

Segun el CINCAE (2004), existen algunas labores agricolas que ayudan a reducir o evitar

la incidencia del salivazo, estas labores comprenden:

e Quemar los canteros y los residuos de cosecha.

e Renovar los canteros despoblados y altamente infestados.

e Evitar el movimiento de semilla de lugares infestados a lugares que estén libres de
la plaga.

e Controlar las malezas hospederas del salivazo, dentro y fuera del cantero.
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e Mantener un buen drenaje del cantero.

e Efectuar el deshoje de hojas bajeras para eliminar ninfas medianas y grandes.
Control Quimico.

Cuando no se dispone de un producto bioldgico, y en las areas donde la incidencia de la
plaga supere el umbral de dafio econémico, habré que recurrir al uso de insecticidas, lo
cual debe basarse en un sistema eficiente de muestreo (CINCAE, 2004).

Teixeira (2010), sefiala que el control quimico es una herramienta bastante valiosa en un
programa de manejo del salivazo, especialmente en cafaverales severamente atacados y
hasta el momento, los productos sistémicos han mostrado una alternativa bastante
eficiente. En Ecuador, de acuerdo a Mendoza et al. (2005), los insecticidas quimicos que
han mostrado un eficiente control de M. andigena en los cafaverales de la costa
ecuatoriana han sido el Sevin 80 PM (Carbaryl) en dosis de 1,0 a 1,5 kg.ha y Orthene 75
PS (Acefato) en dosis de 750 g.ha™.

Control Bioldgico.

Los hongos entomopatdgenos constituyen el grupo de mayor importancia en el control
biologico de insectos plaga, principalmente en los chupadores o succionadores. Entre estos,
se encuentra el hongo Metarhizium anisopliae que ataca naturalmente a mas de 300
especies de insectos de diversos ordenes, entre las plagas afectadas se encuentra el salivazo
de la cafia de azUcar. Los insectos muertos por este hongo son cubiertos completamente
por micelio, inicialmente es de color blanco pero se torna verde cuando el hongo esporula
(Sandino, 2003).

En el Ecuador, el CINCAE (2004) inform6 que se han observado varios enemigos
naturales que ejercen un buen control del salivazo. Entre estos se encuentra el hongo
Batkoa (=Entomophthora) sp. (Zigomycetes, Entomophthorales), capaz de causar hasta el
90% de mortalidad de adultos, el sirfido Salpingogaster sp Schin. (Diptera: Syrphidae), la
tijereta Doru lineare (Dermaptera: Forficulidae), y la hormiga Camponotus sp., que son
depredadores de ninfas. Otros enemigos naturales son las arafias, aves (golondrinas) y

sapos.
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Ademas, este mismo autor sefiala que el uso de Metarhizium anisopliae, aun se encuentra
en una fase de desarrollo, existiendo buenas perspectivas para su utilizacion en los
programas de manejo de esta plaga, especialmente durante la época lluviosa. No obstante,
de acuerdo a estudios preliminares recomiendan una dosis de 1 x 10*2 conidias.ha™ (2 a 3

kg de arroz-hongo por hectérea).

De acuerdo a Sung et al. (2007) y Humber (2012) la clasificacién taxondémica es la

siguiente:

Dominio: Eukariota

Reino: Fungi (Hongos verdaderos)

Phylum: Ascomycota

Clase: Ascomycetes filamentosos

Orden: Hypocreales

Familia: Clavicipitaceae

Género: Metacodyceps Sung et. al. (2007)
Especie: M. taii (Liang y Liu) Sung et. al.(2007)
Estado anamorfo: Metarhizium anisopliae sensu lato
(Metsch) Sorokin

Modo de accion de Metarhizium anisopliae

Este hongo penetra a través de la cuticula del insecto hospedante. La enfermedad causada
por el hongo es conocida como enfermedad de la muscardina verde debido al color verde
de sus conidios. La interaccion entre el patégeno y el hospedante esta influenciado por
diferentes factores como la produccion de enzimas, temperatura ambiental, humedad, luz y
radiacion ultravioleta, si como, las condiciones nutricionales y susceptibilidad del
hospedante (Rustiguel et al., 2012).
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Segun Faria y Wraight (2007), el desarrollo de la enfermedad en el insecto esta dividido en
tres fases: (1) adhesion y germinacion de la espora en la cuticula del insecto, (2)
penetracion en el hemocele y (3) desarrollo del hongo, que generalmente resulta en la

muerte del insecto.

1) Adhesion de la espora a la cuticula del hospedero y germinacion de la espora

El primer contacto entre el hongo entomopatdgeno y el insecto sucede cuando la espora del
primero es depositada en la superficie de este Ultimo. El proceso de adhesion ocurre en tres
etapas sucesivas: adsorcion de la espora a la superficie mediante el reconocimiento de
receptores especificos de naturaleza glicoproteica en el insecto, la adhesion o
consolidacion de la interfase entre la espora pregerminada y la epicuticula y finalmente, la
germinacion y desarrollo hasta la formacion del apresorio para comenzar la fase de

penetracion (Tanada y Kaya, 1993; Pedrini et al., 2007).

La germinacion ocurre aproximadamente a las 12 horas post-inoculacion y la formacion de

apresorios se presenta de 12 a 18 horas pos inoculacion (Vicentini y Magalhaes, 2010).

El proceso de adhesion de la espora a la cuticula del insecto, esta mediado por la presencia
de moléculas sintetizadas por el hongo denominadas adhesinas. En el entomopatdgeno
Metharizium anisopliae se ha descrito un tipo de adhesina denominada MAP1 la cual se

localiza en la superficie de los conidios (Wang et al., 2007).

2) Penetracion en el hemocele

La forma en que el hongo entomopatogeno penetran en el insecto depende de las
propiedades de la cuticula tales como el grosor, la esclerotizacion y la presencia de

sustancias antifangicas y nutricionales (Charnley, 1992).

Una vez establecido el proceso de adhesion, continta la penetracién la cual es posible
gracias a la accion combinada de dos mecanismos: fisico y quimico. El primero consiste en
la presion ejercida por una estructura fungica denominada haustorio, la cual deforma la
capa cuticular rompiendo luego las areas esclerosadas y membranosas de la cuticula. El
mecanismo quimico consiste en la accion enzimatica, principalmente de actividades
hidroliticas tales como proteasas, lipasas y quitinasas, las cuales degradan el tejido en la

zona de penetracion, facilitando la entrada del hongo (Monzo6n, 2001).
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3) Desarrollo del hongo

La micosis induce a sintomas fisiolégicos anormales en el insecto tales como convulsiones,
carencia de coordinacion, comportamientos alterados y paralisis. La muerte sobreviene por
una combinacion de efectos que comprenden el dafio fisico de tejidos, toxicosis,
deshidratacion de las células por pérdida de fluido y consumo de nutrientes (Bustillo,
2001).

Segln Lecuona (2009), en las ninfas infectadas por M. anisopliae disminuye sus
movimientos, la produccion de espuma y pueden abandonar los lugares de ataque. En los
adultos infectados presentan movimientos lentos, no se alimentan, reducen su radio de
vuelo y las hembras no ovipositan, el ciclo total de la enfermedad es de 8 a 10 dias,
después de la muerte, los individuos presentan un crecimiento micelial blanco seguido por
la tipica esporulacion verde, en algunas ocasiones no se presenta la esporulacion sobre el
tegumento, solamente se ve la presencia de micelio y se debe a condiciones inadecuadas de

humedad durante el proceso de esporulacion.

Los insectos muertos por Metarhizium anisopliae son cubiertos completamente por un
micelio de color blanco, el cual se torna de color verde cuando el hongo esporula. El
inoculo inicial proviene de las aplicaciones del hongo o de propagulos del patdgeno que
sirven para contaminar las primeras ninfas o adultos, el inicio de la enfermedad en los
insectos se presenta con la migracion de adultos contaminados en los cuales después de
muertos ocurre la esporulacion del hongo, siendo los conidios dispersados por el agua de
lluvia, rocio o viento hacia otras partes de la planta, principalmente las inferiores, esto
permite que las ninfas en su trayecto de busqueda o cambio de sitio de alimentacion se
expongan a la contaminacion del hongo, la fase ninfal del salivazo es méas susceptible al
entomopatogeno teniendo mayores oportunidades de contaminacion, a partir de aqui se
forman los focos secundarios y como consecuencia, la enfermedad tiene caracter

epizodtico atacando a la poblacion del salivazo (Corral, 2006).

Factores que influyen en la efectividad de los hongos entomopatdgenos.

Los factores ambientales cumplen una funcién esencial en la iniciacién y desarrollo o en la
prevencién y supresion de las epizootias naturales afectando las condiciones fisioldgicas

del hospedante, su densidad y distribucién espacial, y temporal, siendo los mas estudiados
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la temperatura, humedad relativa, radiacion solar, suelo y uso de agroquimicos
(Schapovaloff, 2012).

Humedad Relativa.

Segun Schapovaloff (2012), la humedad relativa es un factor de gran importancia, tanto
para el hospedante como para el patdgeno, principalmente sobre la germinacion,
penetracion y para la reproduccion del hongo, una falta de humedad relativa adecuada
puede perjudicar una epizootia. Ademas, sefiala que con un nivel de humedad relativa del
100% la esporulacion ocurre en cuatro dias, pero a una humedad relativa de 92,5% ocurre
a los cinco o mas dias, mientras que la esporulacion es inhibida con humedad relativa

menor del 90%.

Temperatura.

La temperatura es uno de los factores abidticos mas importantes debido a que puede afectar
la germinacion de las esporas, desarrollo, penetracion del tubo germinativo, colonizacion y
reproduccion de los hongos entomopatogenos. Los requerimientos térmicos de los hongos
entomopatogenos son variables en funcidén de la especie, cepa y fase de desarrollo. El
rango optimo para el desarrollo de Metarhizium anisopliae se encuentra entre 25y 30 °C, a
temperaturas inferiores a 10 °C y superiores a 35 °C la esporulacion es inhibida (Sosa y
Alves, 2000).

Radiacion Solar.

Para evaluar el efecto de la radiacidn solar sobre los patdégenos y sobre la ocurrencia de las
enfermedades es necesario considerar los siguientes aspectos: espectro de luz visible con
sus diferentes longitudes de onda (luz verde, amarilla, azul, etc.), foto periodo y faja de luz
ultravioleta germicida, la exposicién a la luz ultravioleta puede ser letal para los conidias.
El crecimiento y esporulacion de los hongos es retrasado por la radiacién solar y que la
nubosidad tiene un papel importante en el desarrollo de las epizootias causadas por hongos

entomopatdgenos (Schapovaloff, 2012).
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Suelo.

El suelo puede abrigar tanto a los insectos como a los entomopatdgenos y es un ambiente
complejo donde los microorganismos sufren la accion de los factores bidticos y abioticos,
que dan como resultado una mayor o menor permanencia de acuerdo a las condiciones de
campo, los hongos entomopatdgenos pueden vivir en el suelo por periodos variables. M.
anisopliae después de parasitar insectos puede permanecer colonizando por un periodo
relativamente largo a la espera de un nuevo hospedante, la mayor parte de sus conidios
dificilmente conseguiran sobrevivir por mas de tres meses en los diferentes tipos de suelo
(Schapovaloff, 2012).

Los agroquimicos y su efecto sobre los entomopatogenos.

La susceptibilidad de los entomopatogenos a los agroquimicos puede variar de acuerdo con
el grupo y cepa del patogeno, con la naturaleza quimica del producto y con la dosis
empleada. Existen sustancias que son letales para los microorganismos, otras poseen efecto
fungistatico o bacteriostatico y finalmente, productos que en dosis normales y/o subletales
pueden favorecer su crecimiento, reproduccion y virulencia. Esto demuestra la importancia
de conocer la accion de los agroquimicos sobre las diferentes fases del desarrollo de los

entomopatogenos (Schapovaloff, 2012).

La principal causa de la incompatibilidad entre estos agentes es que el producto quimico
afecta de alguna forma el desarrollo del patégeno, inhibiendo la germinacién de los

conidios de forma temporal o permanente (Pavone y Dorta, 2010).
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CAPITULO I1l: METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
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3.1. Localizacion

Los experimentos se ejecutaron en el laboratorio de microbiologia de la Universidad
Estatal Amazonica, ubicada en la ciudad del Puyo provincia de Pastaza. En el laboratorio
la temperatura fue controlada a 24°C y una humedad relativa del 85%.

Las condiciones climéticas de la provincia de Pastaza, donde se desarrollé el ensayo es
calido y himedo, variable segun los pisos climaticos con precipitaciones promedio de 4
576,14 mm anuales, humedad relativa promedio de 88,30 %, insolacion promedio anual de
1 076 horas, temperatura minima promedio de 15,20 °C, temperatura media promedio
21,24 °C y temperatura maxima promedio de 29,09 °C (INAMHI, 2014).

3.2. Tipo de Investigacion.

La presente investigacion se desarrolld utilizando un método experimental, bajo
condiciones controladas de laboratorio para la obtencion de resultados aplicables a la

ejecucion del proyecto en campo.
3.3. Meétodos de Investigacion.

Se utilizaron los métodos tedricos: inductivos - deductivos; andlisis y sintesis; y el método

empirico denominado experimental.

3.4. Disefio de la Investigacion.
3.4.1. Evaluar la tasa de crecimiento y produccion de conidios de los
aislamientos nativos del hongo M. anisopliae en cuatro medios de

cultivo.

Metodologia

Este experimento se organizd bajo un disefio completamente aleatorizado con dieciséis
tratamientos (Cuatro aislamientos y cuatro medios de cultivo) y diez réplicas, estos fueron
los siguientes: 1-MT-51(01)/SDA, 2-T-63(01)/SAD, 3-P-50(01), 4-F-55(01)/SDA, 5-MT-
51(01)/PDA, 6-T-63(01)/PDA, 7-P-(50)/PDA, 8-F-55(01)/PDA, 9-MT-51(01)/AEM, 10-
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63(01)/AEM, 11-P-50(01)/AEM, 12-F-55(01)/AEM, 13-MT-51(05)/PDA-MOD, 14-T-
63(01)/PDA-MOD, 15-P-50(01)/PDA-MOD y 16-F-55(01)/PDA-MOD.

Se utilizaron los siguientes medios: Saboraud Dextrose Agar (SDA) (Difco), Potato
Dextrose Agar (PDA) (Difco), Malt Extract Agar (AEM) (Difco) y Potato Dextrose Agar
(PDA) modificado [(39 g/L de PDA, 4,5 g/L de extracto de levadura (Difco), 4,5 g/L de
peptona (Difco) y acido lactico al 25% adicionando el 1% del volumen a preparar)], de

acuerdo con la metodologia de Garcia et al. (2012) (Anexo 1).

En este experimento se utilizaron cuatro aislamientos nativos de M. anisopliae
provenientes de la coleccidn de microorganismos entomopatdgenos del laboratorio de
microbiologia de la Universidad Estatal Amazonica. Estos aislamientos se encontraban
conservados a -70 °C en forma de conidios, acondicionados en tubos eppendorfs de 2 mL.

Para la ejecucion de este ensayo cada aislamiento fue multiplicado colocando una cantidad
de 10 pl de suspension conidial (1x10° conidios.ml ™) de cada aislamiento, el cual se ubico
en el centro de una placa de Petri de vidrio (100 mm x 15mm) de didmetro, que contenia
Potato Dextrosa Agar (PDA). Posteriormente fueron selladas herméticamente y llevadas a
incubacion a una temperatura de (27+£1°C) en total oscuridad por 7 dias. Posteriormente se
tomaron discos de micelio de 5 mm, los cuales fueron trasferidas a placas de Petri que
contenian los cuatro medios de cultivo a evaluar, estos discos fueron ubicados en el centro
de cada caja de Pétri y posteriormente fueron incubadas a una temperatura de 27+1°C en

total oscuridad.

Las evaluaciones del crecimiento micelial se realizaron cada dos dias con una media de dos
lecturas del didmetro en direccion horizontal y vertical, medido por el reverso de cada
placa de Pétri con un calibrador pie de rey, por un periodo de 20 dias (Xiangqun et al.,
2015).

Para el calculo de la tasa de crecimiento (mm.dia*) de los aislamientos se utiliz6 la formula

empleada por Hernandez y Herrera (2014):

CL - CL
2 1
TC.= —
T,- T,
Donde:

T.C.= Tasa de crecimiento.
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CL. = Crecimiento lineal en la primera medicion.

CL. = Crecimiento lineal, segunda medicion.

T1=Momento de la primera medicién. (2 dias)

T2 = Momento en que se realizd la segunda medicion. (20 dias)

Para determinar la produccién de conidios de cada aislamiento en los diferentes medios, se
extrajeron cuatro discos de 5 mm de didmetro de las placas de Pétri de 20 dias de
desarrollo, las cuales se mezclaran en 10 mL de agua destilada estéril conteniendo 0,01%
de Tween 80, seguiin metodologia de Obando et al. (2013). Posteriormente, se contabiliz6
en céamara Neubauer improved (Boeco) el numero de conidios. Para estimar la
concentracion de conidios se contaron cinco cuadros del cuadrante central de la camara. El
experimento se establecid bajo un disefio experimental completamente aleatorio con seis

conteos por aislado y la variable respuesta fue el niimero de conidios.mL™.

Conjuntamente se evaluaron caracteristicas morfoldégicas como el color (se utilizo la tabla

de colores de Munsell), textura y borde de la colonia.

3.4.2. Determinar la eficacia de cuatro aislamientos nativos del hongo M.

anisopliae en el control de ninfas de M. andigena.

Preparacion del indculo.

Todos los aislamientos nativos se multiplicaron en medio de cultivo Potato Dextrosa Agar
(PDA) modificado (Garcia et al., 2012 ), en placas de Pétri, y cuando presentaron
esporulacion se procedié a realizar un raspado con un asa metalica estéril para preparar
una suspension madre acuosa con 10 mL de agua destilada estéril+Tween 80 al 0,1% (v/v).
Luego se homogeneizaron en un vértex, una vez homogenizada se procedié a realizar la
inoculacion de las bolsas plasticas (empaques de polifan de 8 x 12 pulgadas) que
contendrdn 400 g de arroz precocido, Segun la metodologia referida por Gémez y
Mendoza (2004). A los 20 dias de la inoculacién de las bolsas se realizo la cosecha de las
conidias crecidas sobre el sustrato a base de arroz precocido. Para lo cual, se tomaron
cuatro muestras de 1 g de arroz-hongo de cada lote y se colocaron en 9 mL de agua
destilada estéril con 0,1% de Tween 80. A partir de esta suspension se ejecutaron
diluciones seriadas en base 10, hasta 10 para cuantificar su concentracion en una camara

Neubauer improved (Boeco) para ello se contaron cinco cuadros del cuadrante central de la
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camara sobre microscopio Optico con objetivo 40X, y las pruebas de viabilidad se realizd
con la dilucion 107, usando la técnica de la laminilla con Agar-agua (Gémez y Mendoza,
2004).

A partir de la concentracion obtenida, se realizaron los ajustes mediante la formula
volumétrica V1C1=V2C2 para obtener una concentracién 1x10® conidias.mL? para la
inoculacion de las ninfas (Tiago et al., 2011; Valle, 2015).

Colecta de ninfas de Mahanarva andigena.

Las ninfas fueron colectadas de un cultivo de cafia de azlcar de la parroquia Teniente
Hugo Ortiz del cantdn Pastaza, provincia de Pastaza, Ecuador, libre de aplicaciones con
productos fitosanitarios quimicos. Después de la colecta con ayuda de un pincel, las ninfas
(de tamafio de 8 a 10 mm de longitud) se colocaron en el interior de cajas de isopor
conteniendo hojas de cafia de azUcar y trasportadas para el laboratorio.

Una vez en el laboratorio, se colocaron 10 ninfas del mismo tamafio en el interior de cada
placa de Petri (100 x 15 mm) que contenia una hoja de cafia de 8 cm de longitud, lavada
con agua destilada estéril y envuelta por los extremos en un pedazo de algodon
humedecido con agua (Anexo 2). Luego, fueron inoculadas con 1 mL de suspension de
cada concentracion, de cada aislamiento nativo, con ayuda de una micropipeta (Boeco) y el
tratamiento control con 1 mL de agua destilada estéril + Tween 80 al 0,1% (Anexo 3). Se
mantuvieron a temperatura ambiente de 23+1 °C y humedad relativa de 80,20+5,3%. Cada
tratamiento estuvo compuesto de 50 ninfas (10 ninfas/réplica) y dispuestos en un disefio
completamente aleatorizado con cinco tratamientos (cuatro aislamientos nativos y el

tratamiento control).

En cada tratamiento se registrd diariamente la mortalidad hasta el sexto dia después de la
inoculacion. Con los datos de mortalidad diarios se determind la mortalidad acumulada
total y la mortalidad corregida, hasta el sexto dia después de la inoculacion, mediante la
formula de Schneider-Orelli (Ciba Geigy, 1981):

% Mortalidad en el tratamiento - % Mortalidad en el control
% Mortalidad corregida = x100
100 - % Mortalidad en el control
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Para determinar la mortalidad confirmada (Porcentaje de individuos muertos que presentan
crecimiento del hongo sobre sus cuerpos), cada insecto muerto fue desinfectado
superficialmente en alcohol al 70%, durante 3 minutos y lavado 3 veces con agua destilada
estéril y fueron colocados en placas de Petri conteniendo un tapon de algodén humedecido
y papel de filtro en el fondo; se sellaron con papel parafilm y se colocaron en cdmara
climatizada a temperatura de 2741 °C. Por medio de este procedimiento se obtuvo la
confirmacion de la mortalidad causada por el hongo M. anisopliae, observando el

crecimiento micelial y conidiogénesis sobre el cadaver (Freitas et al., 2012) (Anexo 4).

3.4.3. Elaborar una propuesta para la incorporacion de M. anisopliae en
el control biologico de ninfas de M. andigena en condiciones de

campo.

En base a los resultados del experimento Se realizé una propuesta para la incorporacion de
los aislamientos mas promisorios de M. anisopliae en el control biolégico de ninfas de M.
andigena en condiciones de campo. Apoyada en las diferentes tacticas culturales
existentes en el control de este insecto plaga reportadas en la literatura, que se adapten a las

condiciones locales de la provincia de Pastaza.
3.5. Tratamiento de Datos.

El analisis de los datos obtenidos de los tratamientos en cuanto a tamafio de la colonia, tasa
de crecimiento y produccion de conidios se realizd a través de un analisis de varianza
bifactorial. Para conocer las diferencias entre las medias en cada una de las variables
evaluadas se realiz6 la prueba de Duncan (p<0,05). Para ello se empled el paquete
estadistico SPSS Version 20.

Para comparar los tratamientos en cuanto a mortalidad acumulada y corregida se realizé un
analisis de varianza de clasificacion simple y prueba de Tukey (p<0,05), previa
transformacion de los datos de mortalidad mediante la expresion arcoseVx/100. Para el
analisis se empled el programa INFOSTAT Version 2015. La comparacién de los
tratamientos en cuanto a mortalidad confirmada se realizd mediante el sistema de
comparaciéon multiple de proporciones CompaProWin 2.0.1., con el método Wald por

correccion.
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3.6. Materiales.

Fisicos

Tijeras de podar (PRETUL), papel periédico, fundas autoclavables, tarrinas plasticas
transparentes de 400 mL, pinceles, pinzas metélicas, Erlenmeyer de 100 mL, 500 mL y
1000 mL (CITOGLAS), placas de Petri de dimension 100 x 15 mm, asa de inoculacién,
sacabocados de 5 mm de diamétro, lampara de alcohol, cuchillo (TRAMONTINA), vasos
de precipitacién de 50 mL, 250 mL y 600 mL (OBEROI uk), probeta de 250 mL, bandejas
plasticas, gasa, tubos eppendorf de 2 mL, parafilm (BEMIS®), papel filtro, micro pipeta
(SOCOREX SWISS 10-100 pl), bolsas herméticas con cierra facil (16,5 cm x 14,9 cm),
tubo de ensayo de 10 mL con tapa de rosca, goteros plasticos, espatula metalica,
marcadores permanentes, camara de Neubauer, gradilla plastica para eppendorf y tubos de
10ml, registro de datos.

Biologicos
Ninfas de M. andigena, hojas de cafia de azUcar, aislamientos de M. anisopliae
Equipos

Autoclave (Wisd LABORATORY INSTRUMENTS), camara de flujo laminar
(LABCONCO), incubadora (MEMMERT IN 110), cémara fotografica (SONY),
refrigerador (INDURAMA), pH metro (HANNA), plato agitador magnético (IKA C-MAG
HS 7), balanza analitica (22 ADAM), ultra congelador (WUF-D300; Wisd), microscopio

trinocular (MENJI), computador portatil (Hp), cAmara de Neubauer.
Insumos

Arroz precocido, agua destilada estéril, glicerol al 15% (v/v), alcohol al 70% (v/v) y 90%
(v/v), Saboraud Dextrose Agar (SDA) (Difco), Potato Dextrose Agar (PDA) (Difco), Malt
Extract Agar (AEM) (Difco) y Potato Dextrose Agar (PDA) modificado [(39 g/L de PDA,
4,5 g/L de extracto de levadura (Difco), 4,5 g/L de peptona (Difco) y acido lactico al 25%.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. Caracterizacién morfologica de los aislamientos nativos del

hongo M. anisopliae en diferentes medios de cultivo.

En los cuatro medios de cultivo evaluados se evidencié crecimiento vegetativo, con
colonias inicialmente de color blanco, de bordes regulares, textura algodonosa, de forma
redonda. Los conidios fueron apareciendo en forma de anillos radiales alrededor del centro,
inicialmente de color verde claro y posteriormente se tornaron de un color verde oscuro.
Este comportamiento fue més visible en el medio PDA modificado, que en los restantes
medios de cultivo, los que presentaron conidios dispersos alrededor del centro de la

colonia.

En cuanto al crecimiento vegetativo (micelial) no se evidenciaron diferencias significativas
entre los aislamientos, los que presentaron didmetros de las colonias entre 63,45 y 64,85
mm. No obstante, se presentaron diferencias en el tamafio de las colonias en los diferentes
medios de cultivo. Los cuatro aislamientos presentaron un mayor crecimiento vegetativo
sobre los medios AEM y SDA con valores que variaron entre 68,2 y 71,1 mm, sin
diferencias significativas entre ellos y con diferencias significativas con los restantes
medios. EI menor crecimiento vegetativo se produjo sobre el medio PDA modificado con

valores entre 52,1 y 55,9 mm (Fig. 1).
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Figura 1. Tamafio de las colonias de los aislamientos de M. anisopliae a los 20 dias de
desarrollo en diferentes medios de cultivo. Medias con letras distintas indican diferencias

significativas para el test de Tukey (p< 0,05).
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En el presente estudio, el tamafio de las colonias de los aislamientos nativos evidenciaron
valores superiores a los informados por Skalicky et al. (2013) quienes al evaluar diferentes
aislamientos de M. anisopliae, a los 21 dias obtuvieron tamafios de colonias entre 32 y 50
mm sobre PDA, a temperatura de 20 °C.

En relacién a la tasa de crecimiento, en el presente estudio se evidenciaron los mayores
valores sobre los medios AEM y SDA que oscilaron entre 3,16 y 3,3 mm.dia?, con
diferencias significativas con el resto de los medios de cultivo. En el medio PDA
modificado, se presentd la menor tasa de crecimiento con valores que fluctuaron entre 2,38
y 2,54 mm.dia? (Fig. 2).
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Figura 2. Tasa de crecimiento de los aislamientos de M. anisopliae en diferentes medios de
cultivo. Medias con letras distintas indican diferencias significativas para el test de Tukey
(p<0,05).

En el presente estudio los valores de la tasa de crecimiento son ligeramente superiores a los
obtenidos por Dimbi et al. (2004), quienes al evaluar el crecimiento de seis aislamientos de
M. anisopliae encontraron una tasa de crecimiento de 2,30 y 3,22 mm.dia sobre el medio

de cultivo SDA, a temperatura de 25 °C durante un periodo de doce dias de incubacion.

En otro estudio, Pik et al. (2009), al evaluar tres aislamientos de M. anisopliae sobre PDA

y SDA, con adicion del 1% de extracto de levadura obtuvieron una tasa de crecimiento
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entre 5,35 y 6,54 mm.dia?, superior a la tasa de crecimiento obtenida en el presente

estudio, en condiciones similares de temperatura.

La tasa de crecimiento de 2,38 y 2,54 mm.dia™ obtenido en el medio PDA modificado, es
superior a lo observado por Garcia et al. (2012), quienes al evaluar diferentes aislamientos
de M. anisopliae encontraron que tres de ellos produjeron una mayor tasa de crecimiento,
con valores entre 1,5 y 1,8 mm.dia™*, sobre este mismo medio de cultivo a una temperatura
de 26 °C.

En la Tabla 1, se presenta la produccién de conidios de los aislamientos nativos en los
diferentes medios de cultivo estudiados, la que fue inversamente proporcional al
crecimiento vegetativo, en este sentido la mayor produccion se produjo sobre el medio
PDA modificado, donde se destacaron los aislamientos MT-51(01) y T-63(01) con
concentraciones entre 8,2 y 7,90 x 10° conidios.cm™, con diferencias significativas con el

resto de los tratamientos.

Tabla 1. Produccion de conidios de los aislamientos nativos de M. anisopliae crecidos en

los diferentes medios de cultivo.

Aislamiento/medio X10° (conidos.cm?)
MT-51(01)/PDA-MOD 8,21 a
T-63(01)/PDA-MOD 7,90 a
P-50(01)/PDA-MOD 532b
F-55(01)/PDA-MOD 451b

MT-51(01)/PDA 4,49 b
T-63(01)/PDA 3,19¢c
P-50(01)/PDA 2,09 cd
F-55(01)/PDA 1,99 d
T-63(01)/ SDA 1,954
F-55(01)/ SDA 1,68 d
MT-51(01)/ SDA 1,67 d
T-63(01)/AEM 1,53 d
P-50(01)/ SDA 1,32 de
P-50(01)/AEM 1,21 de
MT-51(01)/AEM 1,08 de
F-55(01)/AEM 03le
EE 0,19

Medias con letras distintas indican diferencias significativas para
el test de Tukey (p< 0,05)
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En este estudio, los cuatro aislamientos nativos de M. anisopliae presentaron una escasa
produccion de conidios en los medios de cultivo AEM y SDA, en relacién con el medio
PDA modificado, donde se obtuvo la mayor produccion de conidios, lo que pudo estar

condicionado por la adicion de extracto de levadura y peptona.

Los resultados del presente estudio son similares a estudios previos realizados al respecto.
Shah et al. (2005) informaron que la cepa V25 de M. anisopliae crecida en PDA produjo
1,1x107conidios.cm® y cuando adicionaron 1% de extracto de levadura obtuvieron
2,5x107conidios.cm lo cual representa un aumento de 2,2 veces. Mustafa y Kaur (2009)
con M. anisopliae y B. bassiana verificaron un mayor crecimiento micelial en los medios

AEM y SDA pero poca esporulacion en estos medios de cultivo.

Segun Lima (2007) la adicion de extracto de levadura y peptona incrementa la cantidad de
nitrégeno en el medio que puede provocar un incremento en la esporulacion, debido a que
estos componentes son las principales fuentes de nitrogeno, ricos en proteinas y
aminodacidos. Asi mismo, Méndez et al. (2009) indicaron que medios de cultivo ricos, tanto

en nitrdgeno como en carbono, favorecen la produccion de biomasa.

Por otro lado, Prakash et al. (2008) observaron una maxima produccion de conidios en tres
sustratos, con la adicion de extracto de levadura a una concentracion de 1,45% para arroz,
2,21% para cebada y 1,54% para sorgo. Asi mismo, evidenciaron que una alta
concentracion de extracto de levadura produjo un alto crecimiento micelial, pero con una

esporulacion baja.

Segun Garcia et al., (2012) este elemento es muy importante cuando se trata de usar
comercialmente una cepa de un hongo, ya que una alta produccién de conidios hace mas

viable su comercializacion y reduce los costos de su implementacidn en el campo.

4.2. Eficacia de aislamientos nativos de M. anisopliae en el control de

ninfas de M. andigena en condiciones de laboratorio.

En el presente estudio, se observo que los aislamientos MT-51(01) y P-50(01) presentaron
altos porcentajes de mortalidad que fueron significativamente diferentes a los demas
tratamientos, con mortalidades acumuladas totales de 98%. Para la mortalidad corregida

los aislamientos MT-51(01), P-50(01) y T-63(01) no presentaron diferencias significativas
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entre si, con valores de 96,7%, 96% y 68,9%, respectivamente. El tratamiento con el
aislamiento F-55(01) presentd la menor mortalidad corregida, con diferencias significativas
con los aislamientos nativos MT-51(01) y P-50(01), pero no fue diferente del aislamiento
T-63(01) (Tabla 1y 2).

Tabla 1. Mortalidad acumulada total a los 6 dias de aplicado los tratamientos sobre ninfas.

Mortalidad Acumulada Total (%)

Tratamientos X original X transf.
MT-51(01) 98,00 151a
P-50(01) 98,00 151a
T-63(01) 74,00 1,05b
F-55(01) 72,00 1,04 be
Testigo 38,00 0,65 d
CVv 0,17
EE. 0,07

Medias con letras distintas indican diferencias significativas
para el test de Tukey (p< 0,05).

Tabla 2. Mortalidad corregida a los 6 dias de aplicados los tratamientos sobre ninfas de M.
andigena.

Mortalidad Corregida
Tratamientos X original X transf.

MT-51(01) 96,67 1,49 a
P-50(01) 96,00 1,48 a
T-63(01) 68,97 0,99 ab
F-55(01) 60,32 0,84 b
cVv 0,29

EE. 0,12

Medias con letras distintas indican diferencias significativas
para el test de Tukey (p< 0,05).

Los resultados de mortalidad obtenidos en el presente estudio, se encuentran dentro del
rango informado por Loureiro et al. (2005), quienes al evaluar 79 aislamientos de M.
anisopliae observaron mortalidades totales de 66 a 100% y mortalidad corregida de 0,00 a
100% en ninfas de M. fimbriolata a los seis dias después de la inoculacion. Asi como, se
encuentran dentro del rango de valores observados por Freitas et al. (2012), quienes
verificaron mortalidades de 90 a 100% (mortalidad total) y 55 a 85,7% (mortalidad
corregida) a los seis dias de la inoculacion sobre ninfas de M. fimbriolata con los

aislamientos CG 423 y UFGD 18 de M. anisopliae, respectivamente.
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La aparicion de insectos muertos ocurrid principalmente a partir del cuarto dia de la
inoculacion, que segun sefialan varios autores (Loureiro et al., 2005; Freitas et al., 2012)
corresponde al segundo o tercer dia despues de la fase de penetracién del hongo.

En otro estudio, Macedo et al. (2006) observaron mortalidades corregidas en ninfas de M.
fimbriolata que varié entre 10,5 y 60% a los cinco dias de la inoculacién, con una

concentracion de 5x10” conidios.mL™ de M. anisopliae.

En la Tabla 3 se evidencia que los aislamientos MT-51(01) y P-50(01) provocaron los
mayores porcentajes de mortalidad confirmada con diferencias significativas con el
aislamiento F-55(01). En el tratamiento control, no ocurrié esporulacién sobre los
cadaveres de las ninfas, lo que indica que no hubo contaminacion de los restantes

tratamientos.

Tabla 3. Mortalidad confirmada sobre ninfas de M. andigena.

Tratamientos Mortalidad confirmada (%)
MT-51(01) 70,83 a

P-50(01) 65,30 a

T-63(01) 51,35 ab

F-55(01) 27,77 b

Control 0,00 c

Medias con letras distintas indican diferencias significativas para p< 0,05)

Los resultados de mortalidad confirmada obtenida en el presente estudio con los
aislamientos MT-51(01), P-50(01) y T-63(01) fueron superiores, a los encontrados por
Tiago et al. (2011) quienes al evaluar la eficacia de nueve aislamientos de M. anisopliae
sobre ninfas de M. fimbriolata observaron mortalidades confirmadas entre 16 y 50%. Por
otro lado, Loureiro et al. (2005) encontraron una baja mortalidad confirmada al comparar
27 aislamientos obtenidos de los salivazos de diferentes regiones de Brasil y solo en dos

aislamientos observaron mortalidades entre 80 y 88%, en el sexto dia.

Los valores de mortalidad confirmada también presentan grandes variaciones, al ser
evaluados sobre otros grupos de insectos. En este sentido, Neves (1998) encontrd que el
aislamiento 1037 de M. anisopliae provoc6 una mortalidad confirmada de 57, 8%, sobre

Termitas Cornitermes cumulans (Kollar), a los 9 dias después de la inoculacion. Rohde et
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al. (2006) al aplicar M. anisopliae sobre Alphitobius diaperinus (Panzer), observaron una

mortalidad confirmada de 8,3 y 90% en larvas, y de 0 y 90% en adultos.

En el presente estudio, en determinados casos, se verificd que no existié crecimiento del
hongo sobre los insectos muertos, lo que fue méas evidente en aquellos insectos que
murieron antes de los cinco dias. Segin Loureiro et al. (2005) en los insectos muertos,
donde el hongo no se desarrolla puede haber ocurrido septicemia, caracterizada por el
aspecto y el mal olor que presenta. Ademas, estos autores sefialaron dos hipotesis que
pueden explicar esta situacion. La primera es que el hongo haya facilitado la entrada de
otros microorganismos (bacterias) a través de los orificios presentes en la cuticula, en el
momento de la penetracién y la segunda es que el hongo haya provocado un rompimiento
del tejido epitelial por la germinacion y penetracion, o por la liberacion de toxinas que
destruyen la pared intestinal, facilitando la contaminacion de la hemolinfa y produciendo

una descomposicion del insecto.

Por otro lado Ibarra et al. (2005) sefialan que los insectos que mueren por la infeccion de
hongos entomopatdgenos esporulan abundantemente bajo condiciones de alta humedad;
sin embargo, la esporulacién no siempre ocurren, por lo que sélo las cepas que esporulan
abundantemente sobre el cadaver de su hospedante tienen potencial de dispersion y de
reciclaje en el medio ambiente. Los elementos anteriormente expuestos, permiten sustentar
que los aislamientos MT-51(01) y P-50(01) garantizan una mayor diseminacion del hongo
con la consecuente infeccion de otros individuos de la poblacion del insecto en condiciones

de campo.

4.3. Propuesta para la incorporacion de M. anisopliae en el control

bioldgico de ninfas de M. andigena en condiciones de campo.

De manera general, Barbosa et al. (2011) sefialaron que, el hongo M. anisopliae debe ser
utilizado en el control especialmente de ninfas, tomando en cuenta los factores climaticos
favorables, para un eficiente control. En este mismo sentido, Guagliumi (1971), hizo
hincapié sobre el hecho de que deben ser las ninfas el objeto principal de control, para
evitar que estas lleguen al estado adulto, ya que son los adultos los que principalmente
causan la tipica intoxicacion sistémica, o toxigenia, en las hojas, reduciendo drasticamente
el contenido de sacarosa. Ademas, Carvalho et al. (2011), sefialaron que M. anisopliae,

actla principalmente sobre las ninfas, que en el estado de adulto existen restricciones
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debido a la dificultad en la penetracion en el tegumento del insecto. También, se ha
informado, que la espuma producida por las ninfas proporciona condiciones favorables de
humedad para el crecimiento del hongo (Freitas et al., 2014).

De acuerdo a Loureiro et al. (2005) el aislamiento de M. anisopliae que provoque el 70%
de mortalidad confirmada es seleccionado para ensayos a nivel de campo. La capacidad de
esporulacion de un aislamiento sobre los insectos infectados es un aspecto importante para
que se genere un desencadenamiento de epizootias en campo, en condiciones ambientales
favorables, de esta manera se mantenga o se aumente el potencial de indculo en una
determinada area. En el presente estudio el aislamiento que cumple este requisito es el
aislamiento MT-51(01) con el 70, 83% de mortalidad confirmada.

Las aplicaciones del aislamiento MT-51(01) en campo se deben realizar al inicio del
periodo de ocurrencia del salivazo, cuando los niveles poblacionales del insecto plaga se
encuentren bajos. Particularmente, en el caso de M. andigena en la provincia de Pastaza,
las aplicaciones de M. anisopliae se deben realizar cuando la poblacion se encuentre
alrededor de 3 ninfas por tallo (Mendoza et al., 2004), y de acuerdo a un estudio realizado
por Valle (2015) sobre las fluctuaciones poblacionales de ninfas de M. andigena en cuatro
parroquias representativas de Pastaza, durante los afios 2013 y 2014, estos niveles se

presentan con regularidad entre los meses de diciembre y enero.

Ademas recomienda que las aplicaciones se deben realizar pasado las cuatro de la tarde,
para evitar la incidencia de rayos ultravioletas y garantizar una mayor humedad relativa,
las que deben estar dirigidas a los cogollos y vainas adheridas al tallo, que se encuentran
semidesprendidas, asi como, a los cogollos de los brotes jovenes, para garantizar que los
conidios del hongo entren en contacto con las ninfas y adultos localizados dentro de estos,
lo que garantiza que el hongo promueva la reduccion poblacional del insecto, al ser

aplicado en el momento y de la manera correcta.

Por esta razon, las aplicaciones de M. anisopliae deben ir precedidas del control de
malezas y por un deshoje para que se logre una mayor efectividad, ya que en cafiaverales
sin deshoje, se dificulta que la suspension de conidios entre en contacto con las ninfas y

adultos que se encuentran en el interior de las vainas foliares viejas.
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35



5.1.

5.2

Conclusiones.

Los cuatros aislamientos nativos presentaron caracteristicas morfologicas similares
y de ellos los aislamientos MT-51(01) y T-63(01) presentaron la mayor produccion
de conidios en el medio de cultivo PDA modificado, con valores de 8,2 y 7,90 x10°
conidios.cm™,

Los aislamientos nativos MT-51(01) y P-50(01) de M. anisopliae provocaron altos
porcentajes de mortalidad confirmada con valores que estuvieron entre 71 y 65%,
respectivamente.

El uso del aislamiento nativo MT-51(01) de M. anisopliae junto a labores culturales
de deshoje y control de malezas constituyen una alternativa agroecoldgica para
disminuir los niveles poblacionales de este insecto plaga en el cultivo de cafia de

azUcar.
Recomendaciones.

Realizar ensayos a nivel de campo para la validacion de la eficacia del aislamiento
nativo MT-51(01) de M. anisopliae

Mantener los cultivos de cafa libre de malezas y deshojados durante todo el afio
con el fin de reducir los nichos de refugio del insecto plaga.

Realizar la prospeccion y obtencidn de nuevos aislamientos de M. anisopliae.
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CAPITULO VII: ANEXOS
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7.1 Anexos
7.1.1. Medios de cultivos utilizados en los experimentos

7.1.2. Montaje de experimento para evaluar la eficacia sobre ninfas
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7.1.3. Aplicacion tratamientos sobre ninfas

7.1.4. Mortalidad confirmada sobre ninfas en tratamiento con M. anisopliae y control

Tratamiento Control Tratamiento con M. anisopliae
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