Universidad
Nacional
deloja

Universidad Nacional de Loja

Facultad Agropecuaria y de Recursos Naturales Renovables

Carrera de Ingenieria Agronomica

Caracterizacion de hongos nativos con potencial entomopatogenos para el
control de la paratrioza (Bactericera cockerelli) en condiciones de

laboratorio.

Trabajo de Integraciéon Curricular,
previo a la obtencion del titulo de

Ingeniera Agrénoma.

AUTORA:

Damarys Lilibeth Abad Camacho

DIRECTOR:

Ing. Angel Rolando Robles Carrién, PhD.

Loja — Ecuador

2024

e Educamos para Transformar o—— g



Certificacion

Innversidad Sistema de Informacion Academico

MNacianal -
d-e:LL?-jab Administrativo y Financiero - STIAAF

CERTIFICADO DE CULMINACIﬁN Y APROBACION DEL TRABAJO
DE INTEGRACION CURRICULAR

‘o, Robles Carrion Angel Rolando, director del Trabajo de Integracidn Curricular denominade Caracterizacion de hongos nativos
con potencial entomopatdgenos para el control de la paratrioza (Bactericera cockerelli Sulc) en condiciones de
laboraterio, perteneciente al estudiante Damarys Lilibeth Abad Camacho, con cedula de dentidad N® 1105166753,

Cartifico:
Que luego de haber dirigido el Trabajo de Integracion Curricular, habiendo realizado una revision exhaustiva para prevenir y

eliminar cualquier forma de plagic, garantizande la debida honestidad académica, se encuentra concluido, aprobado v estd en
condiciones para ser presentado ante las instancias comespondientes.

Es ko que puedo certificar en honaor a la verdad, a fin de que, de asi considerarle pertinente, elfla sefiora docente de la asignatura de
Integracion Curricular, proceda al registro del mismo en el Sistema de Gestidn Académico como parte de los reguisitos de
acreditacion de la Unidad de Integracion Curricular del mencionado estudiante.

Loja, 4 de Marzo de 2024

Fi
DIRECTOR DE TRABAJO DE INTEGRACION
CURRICULAR

i



Autoria

Yo, Damarys Lilibeth Abad Camacho, declaro ser el autor del presente Trabajo de
Integracion Curricular y eximo expresamente a la Universidad Nacional de Loja y a sus
representantes juridicos, de posibles reclamos y acciones legales, por el contenido del mismo.
Adicionalmente acepto y autorizo a la Universidad Nacional de Loja la publicacion de mi

Trabajo de Integracion Curricular, en el Repositorio Digital Institucional, Biblioteca Virtual

, immyl
Firma: =

Cédula: 1105166753

Fecha: 26/04/2024

Direccién: Clodoveo Jaramillo, Loja, Ecuador
Correo electrénico: damarys.abad@unl.edu.ec

Celular: 0988616620

il



Carta de autorizacion por parte del autor para consulta, reproduccion parcial o total y/o

publicacion electrénica de texto completo, del Trabajo de Integracion Curricular.

Yo, Damarys Lilibeth Abad Camacho, declaro ser el autora del Trabajo de Integracion
Curricular denominado: Caracterizacion de hongos nativos con potencial entomopatégenos
para el control de la paratrioza (Bactericera cockerelli) en condiciones de laboratorio,
como requisito para optar el titulo de Ingeniera Agronoma, autorizo al sistema Bibliotecario
de la Universidad Nacional de Loja para que, con fines académicos, muestre la produccion
intelectual de la Universidad, a través de la visibilidad de su contenido en el Repositorio

Institucional.

Los usuarios pueden consultar el contenido de este trabajo en el Repositorio Institucional, en

las redes de informacion del pais y del exterior con las cuales tenga convenio la Universidad.

La Universidad Nacional de Loja, no se responsabiliza por el plagio o copia del Trabajo de

Integracion Curricular que realice un tercero.

Para constancia de esta autorizacion, en la ciudad de Loja, a los veintiséis dias del mes de abril

de afio dos mil veinticuatro.

(e
Firma: =

Autora: Damarys Lilibeth Abad Camacho
Cédula: 1105166753

Direccion: Clodoveo Jaramillo, Loja, Ecuador
Correo electronico: damarys.abad@unl.edu.ec

Celular: 0988616620
DATOS COMPLEMENTARIOS:

Director del Trabajo de Integracion Curricular: Ing. Angel Rolando Robles Carrion,
PhD.

v



Dedicatoria

Dedico mi presente Trabajo de Investigacion primero a Dios, a mi apreciada madre Jenny
Camacho, a mis queridos hermanos Evelyn y Jostin quienes han sido un soporte esencial y una

fuente constante de motivacidon en mi camino hacia este logro.

Sin duda, quiero expresar mi profunda gratitud a mi pareja, quien ha estado a mi lado desde el
principio, brinddndome apoyo en cada momento, especialmente en los momentos mas dificiles.

Le agradezco infinitamente por ayudarme a hacer realidad este suefio.

A mis compafieros y amigos presentes y pasados, quienes sin esperar nada a cambio
compartieron sus conocimientos, alegrias y tristezas y a todas aquellas personas que durante
cinco afios estuvieron a mi lado apoyandome y lograron que este suefio se haga realidad Karen
J, Jhandy H, Ismael G, Alejandro V, David L, Eddy O, Julia C y Jhonner C.

Con mucho amor y carifio.

Damarys Lilibeth Abad Camacho



Agradecimiento

La vida nos ofrece una belleza notable, y uno de sus aspectos mas destacados es la posibilidad
de compartirla y disfrutarla con aquellos a quienes amamos. Por ello, en primer lugar, quiero
expresar mi gratitud a Dios por permitirme estar aqui hoy. También quiero agradecer a mi
madre, quienes siempre me han brindado su apoyo incondicional para alcanzar mis metas
personales y académicas. A mi hermana, Salomé Abad, por creer siempre en mi y en mis
capacidades, y a mi hermano, Jostin Chalaco, quien nunca dudé en ofrecerme su ayuda cuando

la necesité.

Quiero expresar mi sincero agradecimiento a mi tutor, Angel Rolando Robles Carrion, por su
dedicacion y paciencia. Reconozco que, sin su conocimiento y apoyo, no habria alcanzado este
objetivo tan deseado. Sus consejos seran recordados y llevados conmigo en mi trayectoria

profesional.

Quiero expresar mi gratitud a mis amigas Karen J. y Julia C, asi como a mis amigos Jhonner
C, Eddy O y Jhandy H., quienes estuvieron siempre a mi lado durante todo este proceso.
También quiero agradecer a mi equipo del laboratorio, integrado por Byron B, Karen J. y

Aurilia C, quienes brindaron un apoyo invaluable para llevar a cabo esta investigacion.

Quiero expresar mi agradecimiento a las autoridades de la Universidad Nacional de Loja, asi
como al personal docente, por brindarme la oportunidad de avanzar en mi formacion

profesional al permitirme dar este importante paso adelante.

Damarys Lilibeth Abad Camacho

vi



Indice de contenidos

POTFTAQ A ccceiiiniiiinn i i
CertifiCACION .........ooiiiii e ii
F N1 111) o TR TP PPR TP PPRRPTRN iii
DediCAtOria. . ........coviiiiiiii s v
AGradeCiMUCIITO ........coviiiiiiiiiiii ettt e s e e s e e s st b e e e e s e e s nrrreeenn vi
Indice de CONLENIAOS. ...........cooveiverveereieeeeeeeee ettt vii
INAICE 0 TADIAS w...vvveeeceesces ettt ettt sttt e et ss sttt et en et e en st an s X
INICE d@ FIGUIAS ......vvvecveciicicieieeiecee ettt ettt sttt ss s s s xi
INAICE A8 ANEXOS ... vttt ettt ettt s sttt ettt es e s s st eneeean xii

Lo THEUIO o et e et et e e e e e e b e e b e e aree e 1
20 RESUIMEIL........coiiiiiieiiii ettt ettt e e skt e e hb e e e bb e e e bb e e e be e e e sbeeesnbeeeanneeennes 2
ADSEFACE. ...ttt E e e R et e R E e e e R e e aRE e e e be e e Ee e e nre e e nneeennns 3
o INErOAUCCION ...ttt ne e 4
3L ODJELIVOS .ttt sttt etttk et b et b et b et e bkt bR e R R b e Rt bRt e R Rt r Rt nr et s 6
3.1.1. ODBJetiVO GENETAL......uiiiiiiiiieeiitiee et 6
3.1.2. ODbjetiVos ESPECIIICOS. .. uiuiiiiiiiiriiii ittt s 6
B IMATCO LEOTICO ...ttt e ettt e bt e e b bt e e e e e be e e e be e e s neeeanes 7
4.1. HONEO0S eNtOMOPALOZEIOS .........eoiuiiiiiiiiieiiie ittt ettt sttt ettt b e st e e sheesan e s bt enbeesbeesnneas 7
41.1 Beauveria DASSIANA .....................c.cooouiiiiiiiie ittt 7
O O O R O T £ 4 1 2 - F TS RO PO TR OU P RPPTUPTP 7
4112, MOTTOLOZIA ...ttt ettt sb et bbbt nee e 7

4.1.2. Metarhizium QRiSOPIIAE ..........................ccooiiiiiiiiiiieie i 8

T B B O ot (4 115 1 T PSSP 8
4.1.2.2. MOTTOLOZIA ...ttt ettt sb bbbt e nee e 8

4.1.3. LecaniCillium IeCARNII......................cooiiiiiiii it 8

T G TN B O T £ o 1 2 - T OO O TR OT PP PTUPTP 8



4.1.3.2. MOTTOLOZIA ...t e 9

4.2. Modo de accion de Hongo EntomopatOgenos...............ccocvivviirieiieniie e 9
O e 11 1<) 16§ TSPV RRUPUPP 9
4.2.2. GeIMINACION ...vivvitiieie ittt e e e r e r e 9
4.2.3. PENEIIACION......viiviiitiiiiet it 9
4.2.4. Produccion de tOXINAS ........cceiiieiiriiiiiiiiriiie e s 10
A.2.5. MIUCTEE ...ttt e 10
4.2.6. COLOMIZACION ...e.vviiiiieie ettt sttt ettt ettt et e be e sbe e sbe e sbe e sab e st e s nbeenbeesbeesbeesnneas 10
4.2.77. ESPOTULACION. ...ttt sttt nr e r e b n e sr e nn e nnennes 10
4.2.8. DISCIMINACION. ... vt iuvietiesieesieesieesitesibe e e beesbe e bt e sbeesteeasbeebeesbeesbeesbeesbbessbesnbeenbeesbeesbeesteeas 10

4.3. Caracterizacion mMaCrOSCOPICA ............ccviiiiiiiiiie i 10

4.4. Caracterizacion mMiCIrOSCOPICA .............ccviiiiiiiiii e 10

4.5. (Bactericera coOCKerelli) ......................ccc.cocovuiiiiiiiiiiiiiii i et 11

4.5.1. CHclo de VIAA ..o 11

A.5.2. DAMOS ..o 11

4.5.3. Alternativas de CONtrol...............ccooiiiiiiiii 12

4.5.4. Control CUltUral.............c.oooiiiiiiii e sr b sb e e nree e 12

4.5.5. Control QUIIMIECO.........coouiiiiiiiiiie ittt st st e e b e srbe e e b b e e sbeeenreeen 12

4.5.6. Control BIOIOGICO..............ocviiiiiiiiii s 12

c Metodologia ...........oooiiiiii 14

oI TR o3 (T3 14 ) o STV URTPRROPR 14

5.2. Metodologia GENETAL ...........ciiiiieiiiieiie et re e 14

5.3. DiSefio EXPErIMENTal........ccceeiiiiiiiiiiiie ittt sttt et sbeenene s 14

5.4, ANALISTS ESTAQISTICO .uvviiueiiiieiiie ittt ettt ettt sttt b e bbb nene s 14

5.5. Metodologia para el primer objetivo. “Aislar y caracterizar cultural y morfolégica los

diferentes hongos entomoPatOZeN0S™ ..............coovviiiiiiiiiiii e 15
5.5.1. Colecta de MUESLIAS. ....ecvverirrieeiiririee e r e ar e ne e e nenre e 15
5.5.2. Aislamiento de hongos entomMOPAtOZENOS .......vveverreereerrireerrirreree e 15
5.5.3. PUITICACION ..ottt bbbt sr et sb et st nn e e 15

viii



5.5.4. Caracterizacion morfo-cultural de 10S aiSIamIENIOS .......ooeeveeeieie e 15
5.5.6. Caracterizacion morfologica de 108 aislamientos. ...........cceoeririeriiinie i 16

5.6. Metodologia para el segundo objetivo. “Evaluar la virulencia de los diferentes aislados de

hongos entomopatdgenos en paratrioza (Bactericera cockerelli) en condiciones controladas” 17

5.6.1 Cria masiva de Bactericera coCkerelli ... 17
6. ReSUIAAOS ..o e 19
6.1. Caracterizacion cultural y morfologica los diferentes hongos entomopatégenos .............. 19
6.2. Virulencia de los diferentes aislados de hongos entomopatégenos en paratrioza .............. 21
T DESCUSTON ...ttt sh et a e e e bt e e e sb e e e bn e e snbeeesnneeeanes 23
8. CONCIUSIOMNES ...t e s nn e s nreeanes 27
9. RECOMENAACIONES ..........cooiiiiiiiiiiiiiie ettt s e esneeeenes 28
10. BibLIo@rafia ...........ooviiiiiii e 29
L1 AIEXOS. ...ttt 35

1X



Indice de Tablas

Tabla 1. Taxonomia de Beauveria DASSIANA................cc.ccciiciiiiiiiiiiiiei e 7
Tabla 2. Taxonomia de Metarhizium aniSOPLiQe ................cc.cccovveiiiiiiiciiiiiiicie e 8
Tabla 3. Taxonomia de Lecanicillium leCanii ................cccoooiiiiiiiiiiiiiiiiine e 9
Tabla 4. Informacion general de los hongos entomopatOZENos ..........ccvvrverriivirierieinineennenn, 19

Tabla 5. Caracteristicas cultural - morfoldgicas de los aislados de hongos entomopatégenos

nativos de 1a provincia de Loja. .....occvviiiiiiiiiiiiiie s 21

Tabla 6. Virulencia de los tres tratamientos en la paratrioza (Bactericera cockerelli)............ 22



indice de Figuras
Figura 1. Disefio experimental constara con 4 tratamientos donde se aplicara en paratrioza. 14

Figura 2. Microscopia en el objetivo 40x, en azul de metileno de los aislados (A) Lecanicillium

spp. Y (B) Beauveria spp. (Fuente: AUtOra). ........cccocveiiiiiiiiiciiesinsec e 19
Figura 3. Anverso (A) y reverso (B) del aislado Lecanicillium spp., en medio PDA. (Fuente:
F N 170) 2 ) U OPPPROPPR 20
Figura 4. Anverso (A) y reverso (B) del aislado Beauveria spp., en medio PDA. (Fuente:
F 7o) ¢ ) PSPPSR TRPOUPRTPPRPRPTPN 20
Figura 5. Eficiencia del control bioldgico (ECB) .......cccoiiiiiiiiiiiiiiiiic e 22

X1



Indice de Anexos

Anexo 1. Datos de la Tasa de Crecimiento Radial (TCR) .......ccccecvviiiiiiiiiiiiiiiiii s 35
Anexo 2. Resultados del Analisis de Varianza para la TCR .........cccccoviiiiiiiiiiin i 35
Anexo 3. Datos del tamafno de CONnIdias..........ocoueruiiiiiiiieiie e 35
Anexo 4. Resultados del Analisis de Varianza para la medicion de conidias...........cccccevvenne. 38
Anexo 5. Datos del conteo de CONIAIas. .........eeivriiiiiieriieee e s 38
Anexo 6. Resultados del Analisis de Varianza para el conteo de conidias ...........ccceeviveerinnnnns 38
Anexo 7. Virulencia de 10os hongos entomopatogenos.........ccevvvrviiieiiiiieiieiieie e 39
Anexo 8. Resultados del Analisis de Varianza para ECB ...........cccocoiiiiiiiicicn, 39
Anexo 9. Muestras de los hongos de las distintas localidades ...........c.cccooverieniieniiniecnnnee. 39
Anexo 10. Siembra de los hongos entomopatOZENOSs ..........ceevviriiiieiiiiiiiieii s 40
Anexo 11. Medicion de la Tasa de Crecimiento Radial (TCR) ......ccccovvviiiiiiiiiiiiniciien, 40
Anexo 12. Procedimiento para el conteo de conidias en la Camara de Neubauer .................. 40

Anexo 13. Observacion en el microscopio de las estructuras reproductivas y medicion de

L0100} (o 1Tz 1< TR 41
NS, QO I T N 1720003 (<) 0 110 S T ERT TR 41
Anexo 15. Certificado de 1a traduccion del TESUMEN........oovvveeeeeee et e e 41

Xii



1. Titulo

Caracterizacion de hongos con potencial entomopatogenos nativos para el control de la

paratrioza (Bactericera cockerelli) en condiciones de laboratorio.



2. Resumen

La paratrioza (Bactericera cockerelli) ataca a los cultivos de Solanaceas, causa fuertes
pérdidas de rendimiento debido a la transmision de enfermedades, en la mayoria de los casos
el control se lo hace con productos quimicos por lo que conlleva a la resistencia y cambios en
la diversidad microbiana. Para disminuir las consecuencias se puede implementar
biocontroladores a base hongos entomopatogenos. Por tal razén, el objetivo del presente estudio
es aislar y caracterizar hongos con potencial entomopatogenos para el control de la paratrioza
en condiciones de laboratorio. Para lo cual, se recolectaron muestras de hongos en el cantén de
Loja, las cuales se trasladaron al laboratorio de Sanidad Vegetal de la Universidad Nacional de
Loja para su andlisis. Se llevd a cabo la técnica de diluciones seriadas, las cuales fueron
sembradas en medio PDA e incubadas a 25 °C a 28 °C. las muestras fungicas fueron purificadas
y sometidas a repiques. Posteriormente, se realizaron la caracterizacion cultural (aspecto,
superficie, color) y morfoldgica (tasa de crecimiento radial, unidades formadoras de colonias,
tamafio de conidias). Adicionalmente se evalué la virulencia de los dos hongos
entomopatdgenos y un control quimico en B. cockerelli, en plantas de pimiento. Los resultados
indican la obtencion de dos aislados Lecanicillium spp. (L) y Beauveria spp (B). que
presentaron las siguientes caracteristicas: Tasa Crecimiento Radial de 0,458 — 0,53 mm/dia, un
tamanio de L. 3,28 (largo) x 2,2 mm (ancho), B. 4,40 (largo)x 3,58 mm (ancho) y conidios de L.
(5,94 x 107, B (1,24 x 10%). Para el control de adultos de Paratrioza, el tratamiento de
Lecanicillium control6 un 91.88%, Beauveria con 90,41 % y el control quimico destacé con
98%. Esto demuestra que los hongos en estudio pueden ser utilizados para un programa de

control biolégico

Palabras claves:  Microorganismos entomopatdgenos, Caracterizacion morfocultural,

Virulencia.



Abstract

Paratrioza (Bactericera cockerelli) attacks Solanaceae crops, causing heavy yield losses
due to disease transmission. In most cases, control is done with chemical products, which leads
to resistance and changes in microbial diversity. To reduce the consequences, biocontrols based
on entomopathogenic fungi can be implemented. For this reason, the objective of this study is
to isolate and characterize fungi with entomopathogenic potential for the control of paratrioza
under laboratory conditions. For this purpose, fungal samples were collected in the canton of
Loja and taken to the Plant Health Laboratory of the National University of Loja for analysis.
The technique of serial dilutions was carried out, which were sown in PDA medium and
incubated at 25 °C to 28 °C. The fungal samples were purified and subjected to replating.
Subsequently, cultural (appearance, surface, color) and morphological (radial growth rate,
colony forming units, conidia size) characterization was performed. Additionally, the virulence
of the two entomopathogenic fungi and a chemical control on B. cockerelli was evaluated on
bell pepper plants. The results indicate the obtaining of two isolates Lecanicillium spp. (L) and
Beauveria spp (B), which presented the following characteristics: Radial Growth Rate of 0.458
- 0.53 mm/day, a size of L. 3.28 (length) x 2.2 mm (width), B. 4.40 (length) x 3.58 mm (width)
and conidia of L. (5.94 x10”, B (1.24 x10® and B (1.24 x109). For the control of Paratrioza
adults, the Lecanicillium treatment controlled 91.88%, Beauveria with 90.41% and the
chemical control stood out with 98%. This shows that the fungi under study can be used for a

biological control program.

Key words: Entomopathogenic microorganisms, Morphocultural characterization, Virulence.



3. Introduccion

Los hongos entomopatogenos tienen un gran potencial como agentes de control, y se
encuentran en mas de 750 especies ambiente que infectan a las poblaciones de artropodos
(Delgado & Murcia-Ordofiez, 2011). Los géneros importantes son Metarhizium, Beauveria,
Paecilomyces y Lecanicillium, los cuales constituyen el grupo mas importante en el control
biologico de ya que atacan una alta variedad de insectos (Cardona & Soto Giraldo, 2015) que
son propensos a las enfermedades causadas por estos hongos (Gupta et al., 2022). Cuando las
esporas entran en contacto con la cuticula de un insecto susceptible, germinan y se desarrollan
dentro del huésped. Como consecuencia, el hongo se multiplica en el cuerpo del insecto, genera
toxinas y se alimenta de los nutrientes del mismo, lo que eventualmente causa su muerte.
Durante el inicio de la infeccion, los sintomas pueden ser visibles o no, pero los insectos exhiben
una disminucion en su movilidad y apetito. Al cabo de siete a diez dias, fallecen debido a la
desnutricion (Pacheco et al., 2019).

La Paratrioza (Bactericera cockerelli) ataca a los cultivos de Solanéceas, puede causar
fuertes pérdidas de rendimiento debido a la transmision de un fitoplasma entre 45 % a 80 % y
en la mayoria de los casos el control en su totalidad es con productos quimicos (Crespo et al.,
2012 ; Bujanos & Ramos, 2015). Se nutre de la savia de las plantas y su toxina puede ocasionar
que estas adquieran un tono amarillento y debiliten a la planta, lo que conlleva a una
disminucién en la produccion y calidad de los frutos (Caranqui, 2019). Estd asociada con
enfermedades intratables del tomate y la papa, como la punta morada de la papa o el tizon del
tubérculo (Zebra chip) y transmitida por el mismo psilido B. cockerelli (Viera et al., 2021).

En Ecuador, se registrd por primera vez la presencia de la Paratrioza hacia finales de
2017 (Castillo & Vasquez, 2021). Se detecto la presencia de B. cockerelli en cultivos de papa
en las provincias de Tungurahua y Cotopaxi. Se llevd a cabo un estudio en 14 localidades de
Tungurahua y cinco de Cotopaxi, donde se investigo su biologia en condiciones controladas de
laboratorio (a 21,2°C y 49,6% de humedad relativa). La plaga fue encontrada en siete de las 14
muestras de Tungurahua y en tres de los cinco sitios examinados en Cotopaxi. El ciclo biologico
completo tuvo una duracion promedio de 22,93 dias, con una tasa de mortalidad del 59,6% en
la etapa de huevo. Su manejo se centra en la aplicacion de insecticidas (Castillo & Vasquez,
2021).

Durante las tltimas décadas, ha habido un uso excesivo de plaguicidas quimicos en todo
el mundo para el control de plagas, lo que puede ser peligroso si se utilizan de manera
inadecuada, ya que pueden alterar el equilibrio del ecosistema (Islam et al., 2021). Por esta

razon, el control biologico se destaca como un enfoque sostenible para el manejo de plagas que
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ocasionan pérdidas econdmicas en la agricultura y tienen impactos negativos en la salud tanto
animal como humana (Nava et al., 2012). Sin embargo no siempre logra erradicar el nivel de
dafio econdmico, por lo que la mejor opcion es un manejo integrado de plagas.

Tamayo et al., (2015) mencionan que se realiz6 varios estudios de controles bioldgicos
de la paratrioza (Bactericera cockerelli). De tal forma (Nava et al., 2012) indican que los
productos a base de microorganismos benéficos podrian proporcionar opciones viables para los
programas de MIP. Existe muchas especies de hongos entomopatégenos con los cuales se
formulan bioinsecticidas eficaces, los cuales se basan en los hongos Lecanillicum lecanii,
Beauveria bassiana 'y Metarhizium spp (Mauchline & Stannard, 2013).

Las especies Beauveria bassiana son ampliamente utilizados como posibles agentes de
control bioldgico contra una diversidad de plagas (Merchan, 2015). En la investigacion actual
sobre el control de Bactericera cockerelli, muestran como potenciales insecticidas biologicos
de hongos entomopatogenos evaluados en condiciones de laboratorio mataban a mas del 80 %.
Ademas, se evalud un aislado mexicano (Bb42) y la cepa GHA B. bassiana en chile ancho,
Capsicum annuum L., en condiciones de campo(Tamayo et al., 2014).

Existen varias investigaciones sobre hongos entomopatdgenos, sin embargo, aun se
desconocen ciertos aspectos para aprovechar plenamente su potencial, que determinan esta
especificidad, identificacion de las distintas especies, y su modo de accion. En Ecuador, ademas
los estudios del control bioldgico en paratrioza se ha limitado a unos pocos microorganismos
(Calpa, 2023). Por tal razdn en el presente trabajo se plantea encontrar hongos entomopatdgenos
nativos del de la provincia de Loja y posteriormente aislar cepas nativas para su caracterizacion

y evaluacion del control de la paratrioza (Bactericera cockerelli).



3.1.0bjetivos
3.1.1. Objetivo General
- Aislar y caracterizar hongos con potencial entomopatégenos para el control de la
paratrioza (Bactericera cockerelli) en condiciones de laboratorio.
3.1.2. Objetivos Especificos
- Aislar y caracterizar cultural y morfologica los diferentes hongos entomopatégenos.
- Evaluar la virulencia de los diferentes aislados de hongos entomopatéogenos en la

paratrioza en condiciones controladas.



4. Marco teorico
4.1. Hongos entomopatégenos

Los hongos insecticidas son el principal grupo utilizado en el control bioldgico de
insectos plaga. Estos hongos actiian al entrar en contacto con el insecto susceptible, donde sus
esporas germinan y penetran directamente a través de la epidermis del insecto. Una vez dentro,
el hongo se reproduce en el cuerpo del insecto, produciendo toxinas y absorbiendo sus
nutrientes, lo que finalmente resulta en la muerte del insecto. Aunque los sintomas pueden no
ser evidentes al principio de la infeccion, el insecto afectado comienza a experimentar pérdida
de movilidad y apetito. Tras un periodo de siete a diez dias, el insecto falla debido a la falta de
nutrientes (Pacheco Hernandez et al., 2019).

41.1 Beauveria bassiana
4.1.1.1. Caracteristica

Es un hongo entomopatégeno caracterizado por la produccion de muscardina blanca,
esta es una enfermedad en la invade la epidermis del insecto, invade sus tejidos, crece en ellos
y cubre su cuerpo con una capa de micelio y conidios, ddndole la apariencia de insectos

momificados (Ortiz, 2021).

Tabla 1. Taxonomia de Beauveria bassiana

Reino Fungi
Division Amastigomicotina
Sub-division Deuteromycotina
Clase Hyphomycete
Orden Moniliales
Familia Moniliaceae
Género Beauveria
Especic Bassi}qflq (Ba.lsamo)
Vuillemin

Fuente: (Ortiz, 2021)
4.1.1.2. Morfologia

Caracteristicas macroscopicas inicialmente crece como un suave algodon, luego toma
un aspecto amarillento o rosa palido, volviéndose polvoriento y cremoso con el paso de los dias
por la accidn de las esporas, el dorso es blanco o amarillo claro. Caracteristicas microscopicas
es un hongo imperfecto dotado de hifas septadas que contienen estructuras reproductivas

llamadas conidi6foros sobre las que se desarrollan los conidios (Paredes, 2016).



4.1.2. Metarhizium anisopliae

4.1.2.1. Caracteristicas

Es uno de los hongos entomopatdgenos mas relevantes empleados como bioinsecticidas,
con una amplia gama de insectos hospedantes de diversos ordenes, incluyendo aquellos
lepiddpteros que son pardsitos y tienen importancia agricola. Su ciclo de vida incluye una fase
infecciosa celular dentro del insecto y otra saprofitica en la cual el hongo completa su ciclo
utilizando los nutrientes del cuerpo del insecto, lo que resulta en su muerte. Inicialmente, los
insectos infectados estan completamente recubiertos de micelio blanco, que posteriormente se

torna verde con la presencia de las esporas del hongo (Acuia et al., 2015).

Tabla 2. Taxonomia de Metarhizium anisopliae

Super reino Eukaryota
Reino Fungi
Sub-reino Dikarya
Filum Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales
Género Metarhizium
Especie Anisopliae
Nombre binomial Metarhizium anisopliae
Nombre comun Hong9 dela
muscardina verde

Fuente: (Gandarilla, 2012)
4.1.2.2. Morfologia

Las colonias tienen un borde micelial blanco conidiéforos de la aparicion de bultos, que
adquieren color a medida que se desarrollan las esporas, el color del va del verde oliva al verde
amarillento y al verde oscuro, esporas formado en hifas cilindricas, a veces esporodoquios
discretos, p. costras. Invertido incoloro o color miel abundantes conidiéforos, generalmente con
2-3 ramas por nodo. Fialidas cilindricas o fusiformes, fuertemente ahusado hacia la parte
superior, conidios en la cadena formado en el vértice de la phialides, estrecho, cilindrico,

delgado y biselado en ambos extremos (Tiago et al., 2014).

4.1.3. Lecanicillium lecanii
4.1.3.1. Caracteristicas

El hongo tiene una amplia distribucién global y un amplio espectro como agente de
control biolégico potencial para varios huéspedes como pulgones, cochinillas, escarabajos,
moscas, colémbolos y garrapatas. Existen varios estudios donde se confirma si contrala estos

artrépodos (Beltran et al., 2008).



Tabla 3. Taxonomia de Lecanicillium lecanii

Reino Fungi

Filo Ascomycota
Clase Deuteromycetes
Orden Hypocreales
Género Verticillium
Especie Lecanii

Fuente: (Montalva, 2008).

4.1.3.2. Morfologia

Los conidiéforos de las especies de Lecanicillium apenas se diferencian de las hifas.
células vegetativas y conidiogenas. Pero a veces pelean 16 dias. El conidiéforo es grande o alto,
erecto y septado, con filides solitario o central grupos 2-8. Las conidias de L. lecanii son
pequefias y sobresalen de las puntas de las fidlidas del grupo cabezas de forma. Son de forma
vitrea, cilindrica o elipsoidal y redondeadas en los extremos. El termina con medidas que van
desde los 2,3 a los 10,0 milimetros de largo desde el 1,0 al 2,5 Ancho mm. Estos conidios se

presentan como gotas filamentosas o en cadenas (Zambrano, 2019).

4.2. Modo de accion de Hongo Entomopatogenos

Funcionan los hongos insecticidas, esto se basa en los ocho pasos que se describen a
continuacion.
4.2.1. Adhesion

El hongo se adhiere a la pared del insecto gracias a las esporas que se depositan en su
superficie, pueden llegar a través de personas, animales, lluvia o viento (Téllez et al., 2009).
4.2.2. Germinacion
Las conidias germinan y comienza a desarrollar en embrion, que posteriormente forma un
organo de compresion que le permite adherirse al insecto (T¢llez et al., 2009)
4.2.3. Penetracion

El proceso de penetracion del hongo en el insecto lleva aproximadamente 10 horas en
promedio y se lleva a cabo mediante una combinacion de mecanismos fisicos y quimicos. Los
mecanismos fisicos incluyen la presion mecanica ejercida por el tubo germinativo sobre la
epidermis, lo que provoca la ruptura de las membranas. Posteriormente, se produce una

digestion quimica mediante enzimas como quitinasa, lipasa y proteasa. Estas enzimas



descomponen el tejido epidérmico, facilitando la entrada del hongo en el insecto plaga (Gomez

etal., 2014).

4.2.4. Produccion de toxinas

Los hongos insecticidas pueden generar efectos toxicos con propiedades insecticidas,
los cuales pueden ser producidos por metabolitos secundarios o enzimas como la quitinasa,
amilasa, glucogenasa y lipasa (Gomez et al., 2014). Beauveria bassiana es capaz de suprimir
la respuesta del sistema inmunoldgico del insecto, lo que facilita su penetracion en el

hospedante (T¢llez et al., 2009).
4.2.5. Muerte

El insecto fallece antes de que el hongo complete su colonizacidon, mayormente debido a la

destruccion del tejido (Gomez et al., 2014).

4.2.6. Colonizacion
Después de la muerte del insecto, el micelio del hongo invade todos sus tejidos y
organos, lo cual suele llevar unos 5 dias en promedio. Durante este periodo, el insecto no se

descompone debido a la accidon de una sustancia antimicrobiana (Gémez et al., 2014).

4.2.7. Esporulacion
La formacion de esporas ocurre 48 horas después de la aparicion de los fragmentos
fingicos en el exterior del insecto, el tiempo varia en funcidon de la humedad ambiental (Gomez

etal., 2014).

4.2.8. Diseminacion
Finalmente, las esporas producidas son transferidas a nuevos insectos por humanos,

animales, lluvia o viento (Gomez et al., 2014).

4.3. Caracterizacion macroscopica

Las propiedades insecticidas de los hongos se observan y analizan sin utilizar un
microscopio, las caracteristicas a buscar incluyen el color (anverso, reverso), textura, forma y
tamafio de la colonia formada por el hongo insecticida en el medio de cultivo, entre otras (FCN,

2017).

4.4. Caracterizacion microscopica

Los hongos entomopatogenos se pueden visualizar y distinguir mediante el
microscopio, considerando su morfologia especifica, asi como los tipos de hifas, micelios,
conidioforos y su patron de ramificacion.

Beauveria bassiana, los conidios son células simples, esféricas a ovoides, de color

blanco cremoso, haploides e hidrofobicas con esterigma alargado y en zigzag alternativo en el
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extremo distal llamado apéndices. En cultivos solidos, el hongo produce conidios esféricos (1
a 3 um de didmetro) u ovalados (1,5 a 5,5 x 1 a 3 um). Las blastosporas no son tan contagiosas
como las conidias.

Lecanicillium lecanii, es erecto, ancho en la base y termina en una punta delgada a través
de la cual emergen los conidios. Suele ser en grupos de dos a seis, pero también hay
individuales. Tienen una longitud de 11 a 30 p y un diametro de 1,5 a 2 |, son ligeramente
anchas en la base y se estrechan hacia la punta.

Metarhizium anisopliae, crece a partir del micelio y tiene ramificaciones irregulares,
con dos o tres ramas en cada septa. 4 a 14 p de largoy 1,5a 2,5 p de didmetro (Cafiedo & Ames,
2004).

4.5. (Bactericera cockerelli)

Se considera una plaga invasora de las plantas de la familia So/lanaceae con un impacto
econdmico significativo. Este insecto, conocido como el psilido de la papa o del tomate, es
originario de América del Norte, especificamente de Estados Unidos y México
(Suwandharathene et al., 2022).Su origen se remonta a especimenes recolectados en Colorado,
Estados Unidos. En la actualidad, se ha registrado la presencia de B. Cockerelli en Estados
Unidos, Austria, Nicaragua, Australia y Nueva Zelanda (Pérez et al., 2021), ocasionando

pérdidas de mas del 50 % en las producciones (Liu & Trumble, 2006).
4.5.1. Ciclo de vida

El psilido B. cockerelli, clasificado como un hemiptero, sigue un ciclo de vida tipico
conocido como hemimetabolo, que incluye las etapas de huevo, ninfa y adulto (Wakil et al.,
2018). Las puestas de huevos se ubican en los brotes jovenes de la planta, mientras que las
ninfas se encuentran principalmente en el envés de las hojas inferiores. Todas las etapas de la
ninfa son moéviles y se alimentan de manera preventiva de la planta hospedera. Tanto los adultos
machos como las hembras se desplazan por la planta en bisqueda de puntos de alimentacion,
que generalmente se localizan en las nervaduras de las hojas y los tallos, donde pueden acceder

a los tejidos del floema para succionar la savia (Marin et al., 1995).

4.5.2. Daiios

El dafo descrito se atribuye unicamente a las pupas, las cuales, al ser inyectadas con
toxinas, provocan sintomas en las hojas de las plantas de papa, tales como el amarillamiento, y
también pueden ocasionar decoloracion en los tubérculos. En el caso de tomates, papas y
pimientos, el dafio causado por las ninfas puede resultar letal para las plantas si estas se adhieren

a las hojas antes de la floracion. Se ha observado una actividad hormonal anormal en las hojas
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que estan colonizadas por las ninfas (Vereijssen, 2020). Ademas, los dafios indirectos estan
vinculados con enfermedades como la punta morada en la papa y el Zebra chip en el tomate,
las cuales estan asociadas con la transmision de la bacteria Candidatus Liberibacter

solanacearum (Bujanos & Ramos, 2015).

4.5.3. Alternativas de control
Para evitar dafios econdmicos a los cultivos infectados por este insecto, se considera
fundamental el monitoreo de la poblacion para desarrollar estrategias a aplicar en cada una de

las etapas vegetativas del cultivo un manejo integrado de los Psilidos (Padilla et al., 2010).

4.5.4. Control cultural

Padilla et al., (2010) sefala que las plantulas de papa en etapa temprana se ven
severamente afectadas por el psilido del tomate, mientras que las plantulas en etapa tardia se
ven menos afectadas. Esto indica que es necesario generar informacion sobre el
comportamiento del insecto para saber qué etapas de desarrollo tienen mas probabilidades de
ser atacadas por ese insecto, se utilizan trampas adhesivas fosforescentes amarillas y verdes
para detectar animales adultos, y especimenes de hojas detectan pupas en las hojas inferiores
de papa.
4.5.5. Control Quimico

Algunos ingredientes activos utilizados en el control de la paratrioza (Bactericera

cockerelli) son: abamectina, thiametoxan, bifentrina, Ciflutrina, imidaclorprid (Toledo, 2014).

4.5.6. Control Biologico

Este método de control contribuye a preservar la estabilidad ambiental al regular las
poblaciones de los principales parasitos mediante parasitoides, depredadores y
entomopatdgenos. Los productos bioldgicos para el control de B. Cockerelli estan disponibles
comercialmente y también se encuentran presentes de manera natural en el ecosistema agricola
(Marin et al., 1995).

Se destaca la investigacion exhaustiva de diversas cepas de Beauveria bassiana,
particularmente en su efectividad contra plagas como la broca del café, donde se observo una
tasa patogénica del 100 % a las 144 horas (Canizalez et al., 2015). Ademas, se mencionan
estudios previos que involucran a B. bassiana y M. anisopliae (Gandarilla, 2012). En todos
estos trabajos, las cepas estudiadas se consideran prometedoras para el desarrollo de tecnologias
de control biologico de D. citri. Por ejemplo, M. anisopliae causd mortalidades del 93 % al 100
% en ninfas, mientras que en adultos el rango de mortalidad vari6 entre el 40 % y el 95 %

(Mellin et al., 2016).
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Esta investigacion tuvo como objetivo explorar el posible uso del
entomopatogeno Lecanicillium lecanii (Zimm.). Se utilizaron tres cepas nativas de este hongo:
una cepade M. persicae (VL-A), otra aislada de Erinnyisello L. (VL-GC) y una tercera
de Trialeurodes vaporariorum (Westwood) (VL-MB). Estas cepas se probaron a una
concentracion de 1x108 <°nidios /m] contra M. persicae cultivada en plantas de rabano. La cepa
VL-A fue la més patdgena causando una mortalidad total del 100%, mientras que VL-GC y
VL-MB causaron un 37,5% y un 30% de mortalidad, respectivamente. Cuando la cepa VL-A
se evalud en tres concentraciones (1x10 4, 1x10 ¢, 1x10 ® e/ml) en 4fidos criados en plantas de
rabano, se observo que la mortalidad aumentaba a medida que la concentracion era mayor, del
39,5% al 100%(Hincapie et al., 1990).

Se llevo a cabo una investigacion utilizando la cepa nativa MA25 de M. anisopliae y las
cepas comerciales Metabich® (MA28) y Bassianil® (BB09), asi como la cepa nativa BB42 de
B. bassiana. Se evaluaron cinco concentraciones sobre ninfas del tercer estadio de B. cockerelli
y se determinaron sus CL50 y CL95. Todas las cepas mostraron ser patdgenas para el psilido
de la papa, siendo las mas toxicas BB09, BB42 y MA28. La mortalidad oscilé entre el 90% y
el 100% con las concentraciones mas altas de cada cepa. La cepa mas virulenta resultd ser
BBO09, con una CL50 de 2,99 x 104 conidias mL-1, mientras que la menos virulenta fue MA2S5,
con una CL50 de 6,34 x 105 conidias ml-1 (Villegas et al., 2017).
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5. Metodologia
5.1. Ubicacion

La investigacion se desarrollo en las instalaciones de la Universidad Nacional de Loja,
en el laboratorio de Sanidad Vegetal correspondiente a la Carrera de Agronomia.
5.2. Metodologia General

La investigacion es de caracter cualitativo y cuantitativo, ya que se midio pardmetros
como color de colonias, forma y la tasa de crecimiento radial. Es descriptivo porque se detalla
las caracteristicas de crecimiento de los hongos y su eficiencia contra plaga. Las muestras de
hongos fueron recolectadas de insectos y hojas infectadas en el canton de Loja y en el cantén
de Chaguarpamba, se traslado a laboratorio y se realiz6 los analisis respectivos.
5.3. Diseiio Experimental

Para la metodologia del segundo objetivo se evalud la virulencia de los diferentes
aislados de hongos entomopatdgenos en la paratrioza en condiciones controladas, mediante un
disefio completamente al azar (DCA). Se aplicaron 4 tratamientos incluido el testigo con 5
repeticiones (Figura 1), teniendo un total de 20 unidades experimentales (UE).

Los tratamientos son T1= Lecanicillium + Bactericera cockerelli, T2= Beauveria +

Bactericera cockerelli y T3= Quimico (Imidacloprid) + Bactericera cockerelli.

©e0O puyy
@0 0@ |

Entomopatogenos 2

© © & mm

o| Testigo |

Figura 1. Disefio experimental constara con 4 tratamientos donde se aplicara en paratrioza.

5.4. Analisis Estadistico
Se utilizo el programa de software InfoStat version 2020 para las pruebas de ANOVA y
pruebas de normalidad y homogeneidad de varianzas, para las variables en las que se

encontradas significancias estadisticas, se aplicaron pruebas de comparacion multiple de Tukey

(95 %) p-valor menor al 0,05.

14



5.5. Metodologia para el primer objetivo. “Aislar y caracterizar cultural y morfologica los

diferentes hongos entomopatogenos”

5.5.1. Colecta de muestras

Se recolectd6 muestras de hongos en el canton de Loja, en la paratrioza (Bactericera
cockerelli Sulc) que se encontraron en plantas de tomate de rifion y en el canton de
Chaguarpamba en plantas de café. Las muestras se llevaron en bolsas de plastico (ziploc) al
Laboratorio de Sanidad Vegetal de la Universidad Nacional de Loja, donde se conservaron a

temperatura ambiente para su posterior analisis.

5.5.2. Aislamiento de hongos entomopatogenos

Elosegui et al., (2006) nos mencionan un protocolo para el aislamiento de hongos
entomopatdgenos.

Los hongos extraidos de la paratrioza y hoja de café se desinfectaron con alcohol al 70%
durante 2 minutos, luego se enjuago cuatro veces con agua destilada estéril y se sembro el
insecto y hojas en cajas de Petri que contenian medio artificial en las cajas Petri, se sello con
papel Parafilm y se dejo en incubacion a una temperatura de 25°C a 28°C £ 1°C durante 7 dias.
Para la preparacion de este medio artificial se coloco 3,9 g de papa dextrosa agar (PDA) en un
matraz de 250 ml y se anadi6 100 ml de agua destilada para después colocar en un agitador
magnético por 15 min 300 °C con velocidad de 12, ya cuando el medio esté listo se dispensé

en las cajas de Petri esterilizadas y se espero hasta que se solidifique el medio.

5.5.3. Purificacion

Para obtener las cepas puras de los dos hongos se purifico las colonias de los hongos
que crecieron con ayuda de un asa bacteriologica en placas de Petri con medio PDA (Anexo
10) y se incubo a 25°C, de 7 a 10 dias, hasta que el crecimiento de cada purificacion completo

la dimension de la caja de Petri.

5.5.4. Caracterizacion morfo-cultural de los aislamientos

Para la caracterizacion cultural y morfoldgica, se realizo repiques a partir de cultivos
monosporicos, con un sacabocados con discos de 15,22 mm de didmetro. Estos repiques se
realizaron en 10 cajas que contenian medio de cultivo PDA, y posteriormente se incubaron a
una temperatura de 25°C a 28 °C para examinar sus caracteristicas.
5.5.5. Caracterizacion cultural

En cuanto a las caracteristicas cultural, se tom6 en cuenta aspectos como la apariencia,

color el anverso y reverso de la placa utilizando la tabla de colores de https://encycolorpedia.es/
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, el diametro y la superficie de la colonia. Ademads, se observaron la textura del micelio, el
borde, la consistencia y el desarrollo (FCN, 2017).

a) Superficie: lisa, acuminada, radiada y umblicada.

b) Borde: liso, radiado, festoneado, lobulado.

c) Consistencia: blanda, filante, adherente, y lefiosa.

d) Aspecto: cremoso, yesoso, algodonoso afelpado y terciopelado.

e) Desarrollo: pobre, regular y abundante

5.5.6. Caracterizacion morfologica de los aislamientos

Para el cremento radial (expresado en mm/dia) con ayuda de un calibrador digital
(Anexo 11) se midio el diametro de las colonias hasta que la caja estd completamente llena. Las
mediciones se llevaron a cabo a las 48 horas, 96 horas y 144 horas. Con los valores, se aplico

la férmula propuesta por Baldrian & Gabriel (2002).

_ (Df-Di)

TCR = (Tf — Ti)

Donde:
TCR: Tasa de crecimiento radial; Df: Diametro final (mm); Di: Didmetro inicial (mm);
Tf: Tiempo final (dias); Ti: Tiempo inicial (dias)

La caracterizacion morfologica, se realizd6 mediante la técnica de microcultivos en
portaobjetos con medio PDA, los cuales fueron incubados a una temperatura aproximada de
28°C durante 72 horas. Al término de este periodo de incubacion, se examinaron las muestras
utilizando un estereoscopio en el programa Imagen J (Anexo 13). Se empleé un valor
micrométrico de 1 um con un objetivo de 40X para determinar las dimensiones de las
estructuras reproductivas. Se llevaron a cabo mediciones de largo y ancho de 100 conidias
(Anexo 3) seleccionadas al azar con el fin de determinar su tamafio promedio, siguiendo el

método descrito por Castafio, (1986).

Se realizo el conteo de conidias para los dos hongos, donde se utilizé el medio Difco™
Potato Dextrose Broth, para lo cual se prepar6 7,2 g para 300 ml en un matraz y se calent6 hasta
que alcanzo el punto de ebullicion para luego esterilizar y dispensar en tubos. Posteriormente,
se sembrd Lecanicillium y Bauveria 3 tubos de ensayo por cada hongo y se incubd en un

agitador Shaker andlogo por 7 dias. Pasado el tiempo de incubacién con ayuda de una pipeta se
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colocd 0,1 ml en la camara Neubauer doble (Depth, Alemania) para el método de conteo por

cuadrantes con un aumento de 40X (Anexo 12).

Para calcular la concentracion final de unidades formadoras de colonias (UFC), se

aplico la formula propuesta por (Rojas, 2011).
CCN = Zn (5x10000)

Doénde: CCN: Concentracion en la camara de Neubauer; Y n = Suma del conteo de

celdas en los cinco cuadrantes en la camara de Neubauer; (5 X 10 000) = Constante.

5.6. Metodologia para el segundo objetivo. “Evaluar la virulencia de los diferentes aislados
de hongos entomopatogenos en paratrioza (Bactericera cockerelli) en condiciones

controladas”

5.6.1 Cria masiva de Bactericera cockerelli

La crianza masiva de la Paratrioza se realizé mediante el método descrito por Luna et
al., (2011) donde adultos de B. Cockerelli se colocaron en plantulas de pimiento (Capsicum
annuum L.) de 45 dias de edad para la oviposicion en jaulas entomoldgicas de 75 x 55 cm
forradas con organza. Las plantas se cultivaron en tarrinas de plastico con sustrato (arena +
turba 1:1), se regaron con solucion nutritiva y se mantuvieron en invernadero a 20 =4 ° C, 60
%. Los adultos se dejaron desovar en las plantas durante 15 dias y luego se retiraron con un
vacio entomoldgico. Cabe mencionar que se incluyeron plantas de pimiento sanas en el

desarrollo de los bioensayos para producir nuevas generaciones.

Con el fin de cumplir este objetivo se prepard los indculos para las pruebas de
mortalidad del insecto en una camara de Neubauer donde se contaron las UFC (Unidades
Formadoras de Colonias) y se procedidé a calcular el volumen final, mediante la féormula

propuesta por (Castellanos et al., 2011).
Vf X Cf
V; =
1 Cl

Donde:

Vi = Volumen inicial; C; = Concentracion inicial; V= Volumen final; Cs= Concentracion final.
Para evaluar la virulencia de los dos hongos entomopatogenos en B. cockerelli, se seleccionen
plantas de pimiento de 45 dias de edad, con una altura de aproximadamente 20 cm y tres hojas

verdaderas. Estas plantas fueron aisladas y cubiertas con tarrinas plasticas transparentes
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invertidas (Anexo 14), con el fondo protegido por organza. Luego, se introdujeron 30 adultos
de B. cockerelli en cada planta. Utilizando un atomizador manual, se aplican concentraciones
de 1x10° ufc de Lecanicillium spp. y Beauveria spp. Se registrd diariamente el nimero de B.
cockerelli que permanecian vivos en cada planta tratada, y se mantuvieron plantas sin ninguna
aplicacion como grupo de control. Todas las plantas se mantuvieron en condiciones
ambientales. Se realizo cinco repeticiones para cada tratamiento. La virulencia que tuvo de los
hongos entomopatogenos se calcul6 a través del porcentaje de la eficiencia control biologico

(ECB) utiliza la férmula utilizada por Ru & Di, (2012).

(11 — 12)

Donde:
I1 = Ntmero de individuos vivos (Tratamiento testigo) y

I2 = Ntuimero de individuos vivos del control bioldgico
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6. Resultados

6.1. Caracterizacion cultural y morfologica los diferentes hongos entomopatogenos

Las muestras fueron colectadas en distintos lugares y hospederos. El asilado procedente
de Chaguarpampa, fue colectado de plantas de café, mientras que el aislado de Loja se colecto
del cadaver del insecto (tabla 4).

Tabla 4. Informacion general de los hongos entomopatogenos

Hospedero Hongos Lugar Latitud Longitud Altitud
entomopatogenos msnm
Hoja de café | Lecanicillium Chaguarpamba | -3.880610° | -79.638795° | 800 msnm
Insecto Beauveria Loja -4.036092° | -79.203463° | 2135
msnm

Los aislados pertenecen a Lecanicillium spp. y Beauveria spp., los cuales fueron
identificados taxonémicamente a nivel de género mediante la observacion de sus estructuras

(figura 2), y luego caracterizados cultural y morfolégicamente.

Figura 2. Microscopia en el objetivo 40x, en azul de metileno de los aislados (A) Lecanicillium spp. y
(B) Beauveria spp. (Fuente: Autora).

El aislado de Lecanicillium spp. presenta coloraciones blancas en su anverso y crema
en el reverso, una superficie acuminada, bordes lobulados, consistencia algodonosa y desarrollo

regular. La medida aproximada de la colonia es de 7,5 cm de largo y 7,8 cm de ancho.
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Figura 3. Anverso (A) y reverso (B) del aislado Lecanicillium spp., en medio PDA. (Fuente: Autora)

Beauveria spp. presenta coloraciones blanco amarillento anverso, y en el reverso crema,
ademads de presentar una superficie plana, bordes radiados, consistencia blanda y desarrollo
limitado. La medida aproximada de la colonia es de 8 cm de largo y 7,5 cm de ancho como te

puede observar en figura 4.

Figura 4. Anverso (A) y reverso (B) del aislado Beauveria spp., en medio PDA. (Fuente: Autora)

Tanto el aislado de Lecanicillium spp. como Beauveria spp. presentaron una expansion
moderada, completando su crecimiento a las 144 h después de ser sembrado a 28 °C con una
TCR (Anexo 1y 2) que fue de 0,45 — 0,53 mm/dia respectivamente como se observa en la
Tabla 6. En la medicion de los conidios si hay diferencias significativas (Anexo 4) de los dos
aislados donde destaca Beauveria spp. con un mayor tamafio ya que midieron 4,40 de largo y
3,58 mm de ancho y Lecanicillium tiene 3,28 de largo y 2,2 mm de ancho. De igual forma en
el nimero de conidios existe diferencias significativas donde se evidencia que el mejor valor es

del aislado Lecanicillium muestra un mayor numero de esporas con 5,94 x 107 conidios/mL.
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Tabla 5. Caracteristicas cultural - morfoldgicas de los aislados de hongos entomopatégenos nativos de
la provincia de Loja.

CUALITATIVO CUANTITATIVOS
HE Color Tasa de Tamaifio de Numero de
crecimiento Conidios Conidios
radial (conidios/ml)
Lecanicillium | Blanco 0,45 mm 3,28x2.2b 594x 107 b
Beauveria Blanco 0,53 mm 440x35a 1,24x 10% a
amarillento

Leyenda: Lecanicillium (Chaguarpampa), Beauveria (Loja). Medias con letras distintas en cada columna

difieren segun la prueba de Tukey (o > 0,05). HE. (Hongos entomopatégenos).

6.2. Virulencia de los diferentes aislados de hongos entomopatogenos en paratrioza

Para estimar la virulencia de los hongos entomopatogenos para el control de la
paratrioza en plantas de pimiento, se prepard soluciones que contenian 99.83 mL de agua
destilada estéril y 0.17 mL del inoculo de Lecanicillium spp. y para Beauveria spp. se utilizd
99.23 mL de agua destilada estéril y 0.77 mL del inoculo; para completar los 100 mL del
volumen final. Dichas soluciones se asperjaron en las plantas con 30 adultos vivos de
Bactericera cockerelli. También se aplico un producto quimico denominado Midoblida con el
de (Imidacloprid) y el tratamiento testigo sin ninguna aplicacion.

La primera evaluacion se realizé a las 48 horas, se procedid a contar el niimero de
insectos muertos donde destaco el tratamiento 3 del producto quimico frente a Bactericera
cockerelli y tratamiento 1 de Lecanicillium con un porcentaje de 31,33 % y 12,67 %
respectivamente. En el segundo conteo a las 72 horas el tratamiento 3 controlo en un 46 % a la
paratrioza, seguido del tratamiento 1 con 21,33 %. A las 96 horas con un valor de 58,67 %
destaco el tratamiento quimico. En el cuarto conteo a las 120 horas sobresalio el tratamiento 3
con 76,67 %, seguido del tratamiento 1 de Lecanicillium frente a Bactericera cockerelli con 50
%. A las 144 h tuvo mads virulencia el tratamiento 3 del producto quimico con 85,33 % seguido
del tratamiento 1 de Lecanicillium con 59,33. Al sexto dia es decir a las 168 horas se contabilizo
los insectos muertos donde destaco el tratamiento 3 con 94% seguido del tratamiento 2 de
Beauveria frente a Bactericera cockerelli con 76,67 %. A las 192 horas el tratamiento que tuvo
un mayor valor fue el 3 tratamiento con 98 % seguido del tratamiento 1 con el 91,88% y por
ultimo el tratamiento 2 con el 90,41 %. Los tres tratamientos tuvieron una buena eficiencia en

el control de Bactericera cockerelli como se puede observar en la figura 5.
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Figura 5. Eficiencia del control biologico (ECB)

Tabla 6. Virulencia de los tres tratamientos en la paratrioza (Bactericera cockerelli)

Tratamiento 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h 168 h 192 h

T1=Lecanicilium+B 12,67b 21,33b 41,33b 50,00b 5933b 7067b 91,88b
T2= Beauveria + B 7,33Db 1467b 2067b 3333b 5333b 7667b 90,41b
T3= Quimico + B 31,33a 46,00a 58,67a 76,67a 8533a 94,00a 98,00a

Leyenda: T1= Lecanicillium (Chaguarpamba) + B (Bactericera cockerelli), T2= Beauveria (Loja) + B
(Bactericera cockerelli), T3= Quimico (Midoblida Imidacloprid) + B (Bactericera cockerelli). Medias con letras

distintas en cada columna difieren segtn la prueba de Tukey (a > 0,05).
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7. Discusion

7.1 Caracterizacion cultural y morfologica los diferentes hongos entomopatogenos

Los hongos entomopatdgenos son componentes importantes de la microbiota de los
ecosistemas terrestres, y tanto el suelo como los insectos infectados han sido reconocidos como
sus reservorios naturales (Quesada et al., 2023). Especialmente muchas especies
como Beauveria spp., Metarhizium spp. Isaria spp. v Lecanicillium lecanii los cuales son
estudiados en varias investigaciones (Araujo & Hughes, 2016). Por lo cual en el presente
estudio se trabajo con Lecanicillium y Beauveria para observar sus caracteristicas y
comportamiento como biocontrolador de la paratrioza (B. cockerelli).

Se obtuvo el hongo Lecanicillium spp. a partir de hojas de café en el canton
Chaguarpamba, lo cual corresponde a lo que menciona Setiawati et al., (2021) sobre el género
Lecanicillium spp. que esta presente en varias plantaciones de café en Indonesia, conocido
como micoparasito en Hemileia vastatrix. Mientras que Beauveria spp. se encontrd presente en
el cadaver de la paratrioza ya que segun sustentan Sharma et al., (2020) ciertos hongos
entomopatdgenos se encuentran con bastante frecuencia en suelos y cadaveres de insectos en el
caso de micosis visible.

Referente a las caracteristicas morfoculturares, Beauveria spp. presenta coloraciones
blanco amarillento en el anverso, y en el reverso crema con una consistencia blanda y desarrollo
limitado. Lo que coincide con Gebremariam et al., (2021) ya que indica que los aislados de
Beauveria en el estudio que realizd6 mostraron patrones de crecimiento dispersos, color de
colonia de blanco a blanco amarillento, textura algodonosa, y forma redonda. Asi mismo la tasa
de crecimiento radial en el presente estudio fue de 0,53 mm/dia y 1,24 x 10° conidios/ml
mientras que segun Zhou et al., (2022) tuvo una tasa de crecimiento dia ~! que van desde 0,89
a 3,43 mm/dia "' como un rendimiento de conidios cuantificados que oscila entre 1,40 y 3,28x
10 8 esporas/ml en promedio, estos datos son mayores a lo que se obtuvo en nuestro ensayo ya
que los aislados se cultivaron en medio enriquecido SDAY que consta de 4% de glucosa, 1%
de peptona, 1% de extracto de levadura y 1,5% de agar a 25 ° C en un ciclo de luz/oscuridad de
12 :12 h para crecimiento normal y germinacion de conidios y en CZA que contenia 3 % de
sacarosa, 0,3 % de NaNO 3, 0,1 % de K » HPO 4, 0,05 % de KCI, 0,05 % de MgSO 4y 0,001
% de FeSO 4 mas 1,5 % de agar.

En tanto, las colonias de Lecanicillium spp. presentaron coloraciones blancas en su
anverso y crema en el reverso, una superficie acuminada, bordes lobulados, consistencia

algodonosa y desarrollo regular a 25 °C, lo cual coincide con lo que menciona Y.-M. Zhou et
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al., (2022) donde observd que el hongo era blanco amarillento y en el reverso parcialmente
amarillento a crema. La tasa de crecimiento radial que se alcanzo6 fue de 0,45 mm/dia entre
tanto Meng et al., (2022) obtuvo un valor de 0,52 mm/dia, esto con la aplicacion de una fuente
de nitrogeno de NH4CI. Se obtuvo un tamafio de conidios de 3,28 de largo y 2,2 de ancho,
valores altos para el estudio de Y.-M. Zhou et al., (2022) donde los conidios son ovalados de
1,5a2,4x1al,5um, esto debido a que las cepas aisladas se inocularon en agar papa dextrosa
(PDA) durante 20 dias en condiciones de 12 h de luz/12 h de oscuridad lo que no permiti6é un
mayor crecimiento de las esporas. De igual forma el nimero de conidios fue de 5,94 x 107 lo
cual es contrastante con la investigacion de Arévalo et al., (2009) donde present6 un valor de
5,2x 10°a 8,5 x 10® conidios por g de sustrato colonizado de granos de arroz a una temperatura

de 30 ° C.

7.2 Virulencia de los diferentes aislados de hongos entomopatogenos en paratrioza

Los hongos entomopatogenos son los enemigos naturales de las plagas, por lo tanto, su
importancia en la agricultura es bastante alta (Sharma et al., 2020). Sin embargo, la eficacia es
variable y la combinacion de diferentes controles podria mejorar las tasas de éxito (Accoti et
al., 2021)para contrarrestar las defensas inmunes de los insectos. Vidhate et al., (2023) afirman
que se efectian numerosos estudios a bases de hongos como Beauveria bassiana,
Metarhizium sp., Paecilomyces farinosus 'y Lecanicillium muscarium los cuales son los mas
utilizados para el biocontrol. Por lo cual en la presente investigacion se aplico tres tratamientos
para el control de B. cockerelli, el tratamiento uno a base de un producto quimico denominado
Midoblida, el tratamiento dos con Beauveria spp. y el tratamiento tres con Lecanicillium spp.

Es asi como la eficiencia del control que se realizé frente a 30 adultos de paratrioza en
5 plantas de pimiento, fue bueno ya que se obtuvo altos valores, donde destaco el tratamiento
quimico con el producto im cuyo componente activo es imidacloprid con un porcentaje de
control de 98 % a las 192 horas. Este insecticida es sistémico, actia por contacto y por ingestion
ya que, al aplicarlo en la planta, penetra hasta sus tejidos y a través de ellos se distribuye por
todas sus partes, por lo que se convierte en venenosa para la plaga mediante la alteracion de su
sistema nervioso central causandole paralisis que lleva a la muerte (Bayer, 2024), y como
resultado un rdpido efecto de control prolongado por 1 a 3 semanas, dependiendo del problema
y del cultivo (Elizondo et al., 2013)

Asi mismo el trabajo de Sarkar et al., (2023) coinciden con los resultados anteriormente
mencionados, donde en condiciones de invernadero contra adultos y ninfas de B. cockerelli en

la cuenca de Columbia mostraron CL 5o para el 50% de las ninfas siendo mas eficaces que para
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adultos mientras que los resultados mostraron que el espinetoram y altas tasas de imidacloprid
tenian la mayor actividad inmediata y residual contra los adultos. Es relevante sefialar que los
efectos de diferentes insecticidas quimicos pueden variar cuando se aplican a diferentes plantas
o cultivares y que el control depende de la etapa en el que el insecto se encuentre ya que la ninfa
de B. cockerelli suele vivir en el envés de la hoja, lo que reduce el impacto de los insecticidas
de contacto.

Referente al tratamiento 1 de Lecanicillium frente a 30 adultos de B. cockerelli destacod
en segundo lugar con 2 insectos vivos y un porcentaje de 91,88% a las 192 h es decir a los 8
dias, lo cual muestra que controla al insecto de forma eficiente, y pese a que no se encontro
investigaciones del hongo frente a la paratrioza, Y.-M. Zhou et al., (2023) sustentan que la
patogenicidad de Lecanicillium para F. occidentalis en el bioensayo de adultos mostré una
mortalidad que oscilé entre 53,3 % en el tratamiento de 1 x 10 ° conidias/ml y 85,6 % en el
tratamiento de 1 x 10 ® conidias/ml después de 7 dias, valores bajos al comparar con los
expuestos en el presente ensayo. De la misma manera para evaluar el nivel de virulencia de L.
lecanii contra B. tabaco, en el trabajo de Lin et al., (2021) mostraron que cuando el numero
de B. tabaci en tomates era 50 adultos, la mortalidad era del 79,00 % y cuando el nimero de
adultos era 100 la mortalidad es de 67,33 % en 7 dias. Estos valores no coinciden con los de
nuestra investigacion, sino mas bien variaron, ya que se realiz6 a una temperatura de 25 ° Cy
una vez que la planta tuvo la novena hoja verdadera a diferencia de nuestro trabajo que fue a la
tercera hoja verdadera y a una densidad menor de insectos.

El tratamiento 2 de Beauveria, pese a que no destacod significativamente frente al
tratamiento 3 de Lecanicillium debido a que presentd una mayor concentracion de conidios, si
presento diferencias con el tratamiento quimico, con un valor de 90,41 % lo cual concuerda con
Liuet al., (2019) donde Beauveria bassiana, tuvo una mayor mortalidad contra ninfas y adultos
del primer estadio de B. cockerelli que otras 15 cepas de hongos probados. Ademas en un
bioensayo de dosis multiples 1 x 103 ~1 x 10 ® conidios/ml, realizado por Gebremariam et al.,
(2022) donde evaluaron la patogenicidad de los aislados en 15 adultos de mosca blanca por hoja
obtuvieron una mortalidad de 98,33% después de 10 dias de tratamiento, lo cual se acerca a los
datos que presentamos en el trabajo, cabe mencionar que las hojas se colocaron en agar agua al
0,2% en una placa de Petri y se incubaron a 25 °C durante 10 dias, es decir se realizaron en
condiciones de laboratorio mas no en invernadero.

Mientras que en otra investigacion que se realizd6 en Chile en invernadero a una
temperatura de 26 ° C, se colocd 100 adultos de mosca blanca en plantas de tomate con 5 hojas

verdaderas y se aplico un inoculo de 1 x 10 © conidios mL ~! de cepas endofitas nativas de B.
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bassiana, donde redujo significativamente el nimero de huevos en los foliolos y sobresalié con
un 65% de mortalidad sobre el tratamiento quimico de 58% (Barra-Bucarei et al., 2020) lo cual
alienta a realiza mas ensayos para avaluar su patogenicidad. Hay que recalcar que se usaron
cinco cepas distintas de Beauveria spp., previamente caracterizadas por lo que debido a esto
varia el porcentaje de mortalidad. Es necesario mencionar que el umbral econémico para
B. cockerelli es de tres adultos por planta (Walker et al., 2011) por lo que el nivel 6ptimo de
control por parte de los hongos entomopatdgenos es de 90%.

Segun Butt et al., (2016) las etapas clave en los procesos invasivos y de desarrollo de
los hongos entomopatogenos (EPF) son la adhesion de esporas, germinacion, diferenciacion de
estructuras de infeccion, penetracion, colonizacion del hemocele mediante la produccion de
enzimas y metabolitos secundarios como bassianina, tenellin, beauvericina, bassiacridina y
oosporeina producidas por Beauveria bassiana (Lara et al., 2021)lo que elimina a las plagas
debido a su actividad insecticida complementaria o sinérgica y la esporulacion después de la
emergencia de cadaveres con micosis. Ademas, que después de la muerte del insecto los EPF
cambian a una fase saprofita, con crecimiento activo de hifas y produccién de estructuras
reproductivas en la micela aérea emergente para su dispersion y completar su ciclo de vida en
nuevos huéspedes (Bueno-Pallero et al., 2018).

Finalmente, la investigacion, el desarrollo y la implementacion del control biologico
contra B. cockerelli presentan un enfoque alternativo para el control que también puede
contribuir al desarrollo de un Manejo Integrado (Sarkar et al., 2023) debido a que el éxito del
control bioldgico depende de multiples factores bidticos y abioticos. Por ejemplo, los
microorganismos entomopatdégenos son susceptibles a condiciones climaticas como la

temperatura, la humedad y la radiacion ultravioleta (Koller et al., 2023).
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8. Conclusiones

Las caracteristicas culturales (crecimiento, colonia y pigmentacion) y morfologicas (tasa
de crecimiento radial, medicion y numero de esporas) permitieron caracterizar y
diferenciar dos hongos entomopatdgenos los cuales mediante la literatura cientifica se
manifiesta que pertenecen al género Lecanicillium spp. y Beauveria spp.

En el control de adultos de Bactericera cockerelli, el tratamiento quimico resulto mas
efectivo con un porcentaje de virulencia del 98 % diferenciandose estadisticamente de
los dos tratamientos con hongos entomopatogenos quienes presentaron valores de 91, 88
% Lecaniciillium spp. y 90,41 % Beauveria spp lo cual significa que lograron también
controlar a adultos de Bactericera cockerelli por lo que pueden ser una alternativa al uso

de insecticidas convencionales.
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9. Recomendaciones
Realizar estudios sobre la caracterizacion molecular de los hongos entomopatogenos.
Realizar mas investigaciones con uso de hongos entomopatdgenos sobre la virulencia de
paratrioza y comprobar los postulados de Koch.
En futuros ensayos probar diferentes concentraciones de los hongos entomopatogenos

en paratrioza.
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11. Anexos

Anexo 1. Datos de la Tasa de Crecimiento Radial (TCR)

Medicion 1 Medicion 2 Medicion 3 Medicion 4 Medicion 5
Lecanicillium | Beauveria | Lecanicillium | Beauveria | Lecamicillium | Beauveria | Lecanicillium | Beauveria |Lecanicillium | Beauveria
Caja 1 6,00 6,12 20,00 21,09 37,46 41,56 65,14 06,77 67,43 69.84
Caja 2 6,56 5,23 19,03 19,37 35,18 40,33 70,93 63,17 72,53 67,39
Caja 3 6,14 6,10 17,23 21,05 3743 34.41 66,72 60,10 69,32 71,48
Caja 4 5,78 5,74 18,24 20,51 35,02 39,77 67,32 62,47 69,10 70,31
Caja s 5,62 5,62 19,50 20,39 35,81 42,94 57,20 65,68 64,99 69,78
Caja 6 7,58 7,58 18,60 22,52 35,54 54,72 63,02 04,77 65,78 67,19
Caja 7 5,36 5,36 19,37 19,60 37.32 53.90 61,60 64,53 66,32 69,14
Caja 8 6,19 5,19 19,67 18,41 33.99 51.41 59,87 90,72 65.21 64,80
Caja9 7,36 6,36 18,82 21,10 34,78 51.36 63,21 61,84 66,01 67,15
Anexo 2. Resultados del Analisis de Varianza para la TCR
Analisis de la varianza
Variable N R® R® Aj CWV
To %0 0,01 0,00 63,70
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. S5C gl CM F p-valor
Modelo 0,06 1 0,06 0,58 0,4480
Especie 0,06 1 0,06 0,58 0,4480
Error 8,97 88 0,10
Total 9,03 89
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,13374
Error: 0,1019 gl: 88
Especie Medias n E.E.
Insecto 0,53 45 0,05 A
Lecanicillium 0,48 45 0,05 A
Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05
Anexo 3. Datos del tamafio de conidias
Ne Lecanicillium Beauveria
Largo Ancho Largo Ancho
1 54.08 31.32 65.80 57,32
2 36.25 27.66 55,32 46,86
3 30.89 21.63 48.84 42.53
4 29.70 25.81 46.67 44.29
5 35.11 22,85 65.80 50,55
6 36.62 25.81 51.61 38.18
7 40.36 26.83 46,86 40.36
8 33.54 25.81 55,15 45.00
0 42.95 34.21 55,15 50.91
10 33.54 21.84 43.68 42.11
11 36.62 27.66 43.27 42.64
12 40.36 39.00 33.14 30.00
13 43.27 33.94 51.00 50.91
14 34.99 29.70 51.09 36.13
15 52.39 28.46 44.60 36.62
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15 52,39 28.46] 44.60 36.62
16 30.89 21.21 49.20 40.36
17 33.94 21,21 45.79 44,60
18 33.54 18.97| 51.00 45,79
19 29.70 21,63 54.33 49 48
20 26.83 24.19]  36.00 33.00
21 45.40 25.63 42,95 39,12
22 31.89 25,81 34.99 30,00
23 36.00 33.54] 48.09 36.13
24 38.42 30,00 42.11 28.30
25 49.66 20.13 37.95 37.11
26 24,19 17.49| 46.86 36.13
27 21.00 18.25| 40.36 36.62
28 32.45 2285 3245 31.89
29 30.00 18.00] 46.57 29.70
30 25.63 18.25| 40,80 33.00
31 27.66 16.97| 57.94 36.13
32 39.46 18.97| 51,79 47.43
33 33.54 32.31 51.00 42.43
34 36.50 30.15] 4837 48.00
35 30.89 23.43 40.80 34.21
36 32.45 16.97| 46,86 39,12
37 37.59 18.97| 42.00 40.36
38 33.54 21,00 42.43 33.00
39 41.68 22.85] 45.00 30.00
40 28,30 24.19] 44,29 42,95
41 36.62 23.43 45,00 34.21
42 34.21 22.85]  39.00 34.21
43 32.45 25.81 43,68 27.66
44 34.21 27.00] 40,36 37.59
45 37.59 17.49] 40,25 30,89
46 27.00 18.00) 52.48 34.99
47 46,86 27.66| 44,60 36,25
48 47.43 34.99] 4327 33.54
49 27.17 15.00] 40,80 40.36
50 30,89 22.85] 33,94 30,89
51 19.21 16.16] 72,99 31.89
52 43.27 27.66| 48.33 40,20
53 38.42 36.13 44,18 30.46
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54 24.74 18.97| 43,08 37.74
55 36.62 24,19 36,88 34,18
56 18.00 12,000  33.94 28.84
57 33.54 31,32 51.23 25,30
58 23.43 12,73 66.57 32,25
59 32.45 17.49) 60,00 36,88
60 25.81 13.42) 52.15 30.46
61 30,89 29.55| 37,95 32,25
62 31,89 15,000 39,12 30,89
63 20,13 15,000 40,36 34,99
64 33.14 15,000 42,00 31.89
65 25,81 2419  44.60 39.00
66 29.55 21,000 45,00 34,99
67 27.66 18.97| 43,27 37.11
68 24.19 9.49] 40,80 34.21
69 15.00 12,73 51.61 34.99
70 28.30 10,82 38.18 37.59
71 39.00 16.16| 36.25 28,30
72 24.00 18.00) 44.60 32.45
73 33.54 17,49 53,08 40,80
74 27.66 23.43 41.68 39.00
75 44,29 27.17| 54,08 36,13
76 30.00 25.81 51.61 30,89
77 32.31 15,000 40,80 37.59
78 23.43 15,000 3231 24,19
79 34.21 13.42] 37.11 34.21
80 27.17 15,00 36,62 31.89
81 19.21 15.00] 40,25 38.42
82 17.49 15,30 40,36 34.99
&3 36.62 21.21 45,89 40.03
84 32.45 24.19] 37.95 32.31
85 27.66 13.42| 48,37 34.21
86 39.46 27.00]  33.00 30.15
87 37.11 33.00] 24.19 18.00
88 27.66 25.46| 36.13 30.00
89 36.00 18.00) 32.45 29.70
90 20.13 12.00) 38.42 28.30
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01 22,85 15.00 30.15 28.30
02 37.50 25.81 33.94 27.60
03 21.84 12.00 45.40 34,99
04 44.60 23.43 56.92 39.46
05 26.83 19,21 43.27 37.95
06 46.67 25.46 25.46 17.49
97 34,99 25.46 35.11 34,99
08 54,08 24,19 28.30 26,83
99 25,46 23.43 34.21 28.46
100 32.31 18.25 37.11 33.14
Promedio 32.849 220 44,09 35.86
Anexo 4. Resultados del Analisis de Varianza para la medicion de conidias
Variable N R® R® Bj CW
Medicion 197 0,49 0,48 36,02
Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 31785543,38 1 31785543,38 184,62 <0,0001
Especie 31785543, 38 1 31785543,38 184,62 <0,0001
Error 33573530,04 195 172171,95
Total 65359073,41 196
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=116,03860
Error: 172171,9489 gl: 195
Especie Medias n E.E.
Insecto 1559,84 97 42,13 A
Lecanicillium 756,38 100 41,49 B
Msdias con una letra comin no son significativamente difsrentes (p > 0,05
Anexo 5. Datos del conteo de conidias
o Lecanicillium Beauveria
N ® Conteo A B A B
1 1238 1287 29788| 1081| 1133] 1213{1090| 1030| 67 82| 55| 55| o6l 54| 42| 57
2 1024) 1050| 1010 1088 937| 869 948 1009 50| 47| 44| 53| 5§ 50| 51| 46
3 872| 879 539] 665 960 937| 938 797 61 48/ 69 92| 79| 65| 78| S0
4 697 766 725 726| 751 811| 643 646| 69 65 58| 75| 90| 84| 61| 67
3 202)  234) 545 440, 352| 306| 363 311] 48 80 74| 83| 90| 118 73] 57

Anexo 6. Resultados del Analisis de Varianza para el conteo de conidias

Variable N R® R* Aj CV
Conteo de Esporas 10 0,54 0,49 97,79
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. p-valor
Modelo ,0148
Especies )148
Error
Total
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=43375162,34438
Error: 884508618750000,0000 gl: &

Especies Medias n E.E.

Lecanicillium 59523500,00 5 13300440,74 A
Insecto 1303000,00 5 13300440,74 B
Medias con una lstra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 7. Virulencia de los hongos entomopatogenos

Tratamientos 1 2 3 4 5 6 7
Lecanicillium 6.67 13,33 50,00 56,67 66,67 76,67 96,67
Lecanicillivm 6.67 16,67 26,67 40,00 53,33 66,67 89.66
Lecanicillium 13,33 33.33 40,00 50,00 60,00 70,00 86,67
Lecanicillium 16,67 23,33 46,67 53.33 60,00 66,67 90,00
Lecanicillium 20,00 20,00 43,33 50,00 56.67 73.33 96,43

Beauveria 10,00 13,33 23,33 40,00 56,67 83,33 93.33
Beauveria 6.67 20,00 20,00 33.33 60,00 73.33 89.66
Beauveria 10,00 16,67 23,33 36,67 50,00 76,67 90,00
Beauveria 3.33 13,33 20,00 30,00 46,67 80,00 93.33
Beauveria 6.67 10,00 16,67 26,67 53.33 70,00 85.71

Imidacloprid 43,33 50,00 60,00 73.33 83.33 85,00 96,67

Imidacloprid 26,67 40,00 53.33 83.33 90,00 96,67 100,00

Imidacloprid 16,67 46,67 56,67 76,67 86,67 100,00 100,00

Imidacloprid 40,00 50,00 63,33 70,00 80,00 86,67 93.33

Imidacloprid 30,00 43,33 60,00 80,00 86.67 96,67 100,00

Anexo 8. Resultados del Analisis de Varianza para ECB

Variable N R* R*f A CV
Control 105 0,15 0,14 55, 64

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl ™ F p-valor
Modelo $207,15 2 4603,58 9,17 0,0002
Especie $207,15 2 4603,58 &,17 0,0002
Exrorx 51220,66 102 502,1¢
Total €0427,81 104

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=12,74060
Error: 502,1633 gl: 102

Especie Medias n E.E.
Quimico $0,59 35 3,79 A
Lecanicillium 33,19 35 3,798 B
Beauveria 28,95 35 3,79 B
Mediaz con una letra comiin no gon significativamente diferentez (p > 0,08)

Anexo 9. Muestras de los hongos de las distintas localidades
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Anexo 10. Siembra de los hongos entomopatogenos
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Anexo 13. Observacion en el microscopio de las estructuras reproductivas y medicion de conidias
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