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RESUMEN

La mosca de la fruta es un insecto patdgeno de interés en el sector agricola, puesto que
ocasiona dafos severos en frutos de -Psidium friedrichsthalianum L- limitando su consumo y
comercializacion, razon por la cual dentro de las medidas llevadas a cabo para controlar este
tipo de patdgenos se han empleado pesticidas para que generan residuos toxicos, ocasionando
alteraciones en el ecosistema y seres humanos. Con la presente investigacién se buscé evaluar
la accion de los hongos -Beauveria bassiana- y -Metarhizium spp- frente a las pupas de la
mosca de la fruta a nivel de laboratorio, interrumpiendo su ciclo biolégico, disminuyendo asi
las poblaciones de este patdgeno y asi estudiar su efectividad. Ademas, se busca reemplazar
los agroguimicos empleados actualmente en el sector agropecuario. Para realizar la
investigacion se extrajeron muestras de -Psidium friedrichsthalianum L.-, principal hospedero
de la mosca de la fruta en el Ecuador, provincia Azuay, canton Paute, parroquia el Cabo, sector
la Estancia. Como punto de partida se prepar6 un medio de cultivo PDA donde se dio el
crecimiento de los hongos -Beauveria bassiana- y -Metarhizium spp-, posteriormente los
hongos fueron aislados y con los mismos se formularon biocontroles en tres concentraciones
diferentes, 1x10°, 1x107 y 1x10°, a continuacion se puso en marcha la fase experimental donde
se aplicaron los biocontroles en 32 tratamientos que contenian 10 pupas cada uno, de los cuales
8 fueron testigos, de esta manera se evidencio que los hongos -Beauveria bassiana- y -
Metarhizium spp- poseen actividad entomopatdgena, a su vez se comprobd que el hongo -
Metarhizium spp- posee mayor actividad entomopatogena con un 80% frente a B. bassiana que
tiene una efectividad del 61.66 %, con estos resultados se comprobd que los hongos
mencionados pueden ser usados en el manejo integrado de plagas como la mosca de la fruta,
ademas de ser una gran herramienta para el sector fruticola, incrementando los porcentajes de

produccién y optimizando las cualidades de los frutos, ademas permiten reducir los efectos



desfavorables producidos por los agroquimicos convencionales.
Palabras clave: -Beauveria bassiana-, Biocontrol, Hongos entomopatdgenos, -

Metarhizium spp-, Mosca de la fruta, -Psidium friedrichsthalianum L-
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ABSTRACT

The fruit fly is an insectopathogen of interest in the agricultural sector, since it causes
severe damage to fruits of -Psidium friedrichsthalianum L-. limiting its consumption and
commercialization, reason why within the measures carried out to control this type of
pathogens, pesticides have been used to generate toxic residues, causing alterations in the
ecosystem and human beings. The present research sought to evaluate the action of the fungi -
Beauveria bassiana- and -Metarhizium spp- against fruit fly pupae at the laboratory level,
interrupting their biological cycle, thus reducing the populations of this pathogen and studying
their effectiveness. In addition, the aim is to replace the agrochemicals currently used in the
agricultural sector. To carry out the research, samples were taken from Psidium
friedrichsthalianum L., the main host of the fruit fly in Ecuador, Azuay province, Paute canton,
Cabo parish, La Estancia sector. As a starting point, a PDA culture medium was prepared for
the growth of -Beauveria bassiana- and -Metarhizium spp- fungi, The fungi were subsequently
isolated and biocontrols were formulated with them in three different concentrations, 1x105,
1x107 and 1x109, then the experimental phase was started where the biocontrols were applied
in 32 treatments containing 10 pupae each, of which 8 were controls, thus showing that the
fungi -Beauveria bassiana- and -Metarhizium spp- It was also found that the fungus -
Metarhizium spp- possesses greater entomopathogenic activity with 80% compared to B.
bassiana, which has an effectiveness of 61.66 %, with these results it was proved that the
mentioned fungi can be used in the integrated management of pests such as fruit flies, besides
being a great tool for the fruit sector, increasing the percentages of production and optimizing
the qualities of the fruits, in addition to reducing the unfavorable effects produced by
conventional agrochemicals.

Key words: -Beauveria bassiana-, Biocontrol, Entomopathogenic fungi, -Metarhizium spp-,



Fruit fly, - Psidium friedrichsthalianum L-.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION
Con el transcurso del tiempo el sector agricola requiere constantemente de nuevas
técnicas, las mismas que permitan mejorar los indices de produccién agropecuaria para
satisfacer y garantizar la soberania alimentaria de los habitantes, ademas de generar ingresos
econdmicos en un sector determinado. En el Ecuador uno de los objetivos principales es
transformar el sector agrario en una actividad que sea sostenible y productiva (French, 2014).
Segun lo que establece Morocho, (2017) Pastaza es la provincia que produce un mayor
namero de guayabas en un 34%, seguido por Pichincha en un 14% y Esmeraldas en un 11%.
Con ello podemos argumentar que la guayaba es un fruto que tiene importancia dentro del
Ecuador empleado para el autoconsumo y por lo cual es importante mantener un control eficaz
de plagas como la mosca de la fruta, uno de los principales patégenos de guayaba que ocasionan

dafios importantes en su produccién (Mufioz et al., 2021).

De forma convencional se han empleado pesticidas para realizar un control de las plagas
presentes en cultivos de guayaba, con el fin de impedir el dafio ocasionado por insectos como
las moscas de la fruta (Ganchozo, 2015). Los agroquimicos son productos formulados a través
de compuestos quimicos que ocasionan alteraciones en el ecosistemay en los seres humanos.
Segun Ordofiez-Beltran et al. (2019) si los pesticidas no son manipulados con las debidas
precauciones pueden provocar cancer de pulmoén y de estobmago (Ordofiez-Beltran et al., 2019).

Como una alternativa mas ecoldgica se han incluido a los hongos entomopatogenos
dentro de las formulaciones de productos agricolas para el control de plagas, los hongos
Beauveria bassiana y -Metarhizium spp- poseen la facultad de producir toxinas al interior de
los insectos para disminuir notablemente las poblaciones de moscas de la fruta, y mejorar los

indices de produccion fruticola (Tzoc et al., 2010)


https://www.zotero.org/google-docs/?2TOOHk
https://www.zotero.org/google-docs/?zd827l
https://www.zotero.org/google-docs/?k2fMkW
https://www.zotero.org/google-docs/?PFvUqS
https://www.zotero.org/google-docs/?okJZ1P
https://www.zotero.org/google-docs/?hfyON8

1.1 Antecedentes

Con el avance de la industria agricola a nivel mundial, y por consiguiente el incremento
de dicha préctica, se ha generado un avance acelerado en la crisis ambiental por la expansion
de la frontera agricola en los paises de todo el mundo (Nava-Pérez et al., 2012). Otro de los
factores a considerar es que los sistemas productivos agricolas actuales estan supeditados a los
modelos de produccion “convencional”, es decir, sistemas en los cuales se usan de forma
constante productos quimicos o también conocidos como “agroquimicos sintéticos” (Devine et
al., 2008). Debido a esto, resulta de fundamental importancia la busqueda de métodos

alternativos para el control de plagas que afectan a los cultivos.

Para Montoya & Cancino, (2004) el control bioldgico de plagas en los nuevos sistemas
de produccidn debe incorporar principios ecologicos, que vayan en conjunto con el concepto

de “agricultura sustentable” (Montoya & Cancino, 2004).

Estos biocontroladores buscan sustituir a los insecticidas quimicos, aplicando métodos
mas amigables con el ambiente, y a su vez, controlar la resistencia generada por las distintas
plagas que se presentan afio tras afio en los cultivos como resultado del uso indiscriminado y
la mezcla de los productos quimicos utilizados (Pacheco Hernandez, Reséndiz Martinez, &

Arriola Padilla, 2019).

La apuesta por el cambio en la matriz productiva, enfocado en la adopcion de nuevas
técnicas para contrarrestar las plagas que afectan a los sistemas agricolas, estan tomando en
consideracién a microorganismos benéficos como una alternativa de control. En este sentido,
Garcia & Ricalde, (2013) sefialan que los hongos entomopatdgenos (HE), -Beauveria bassiana-
, -Metarhizium anisopliae-, -Paecelomyces fumosoroseus-, han mostrado alta efectividad para

el control de plagas como la mosca de la fruta (F. R. M. Garcia & Ricalde, 2013).


https://www.zotero.org/google-docs/?fNiSO8
https://www.zotero.org/google-docs/?DIxTVz
https://www.zotero.org/google-docs/?DIxTVz
https://www.zotero.org/google-docs/?DIxTVz
https://www.zotero.org/google-docs/?NeFqBY
https://www.zotero.org/google-docs/?WQX80Q
https://www.zotero.org/google-docs/?rRuWHV
https://www.zotero.org/google-docs/?rRuWHV
https://www.zotero.org/google-docs/?EdBZED
https://www.zotero.org/google-docs/?POUkth

A nivel mundial, la mosca de la fruta constituye uno de los principales problemas para
la fruticultura. Este insecto, provoca dafios directos a las frutas lo cual ocasiona pérdidas en la

produccién, limitan la comercializacion y exportacion de frutas (FAO, 2022).

Ademas de los dafios que estas plagas generan en los sistemas de produccion, existen
estudios que indican que la mosca de la fruta tiene la capacidad de transportar bacterias
perjudiciales como -E. coli, Salmonella- y -Listeria-, desde superficies contaminadas a los

alimentos que estan listos para ser consumidos (Black et al., 2018).

En este contexto, la aplicacion de hongos entomopatégenos para el control de plagas
constituye una herramienta productiva y sostenible, importante para el sector agricola. Los
cuales al ser aplicados en dosis adecuadas pueden reemplazar a los plaguicidas, y con ello
reducir el impacto ambiental, los efectos adversos en la salud humana y obtener frutos de

calidad (Montoya & Cancino, 2004).

1.2 Planteamiento del problema

La mosca de la fruta es considerada una de las principales plagas a nivel mundial siendo
una de las principales causas que limita las exportaciones agricolas produciendo pérdidas
anuales de $100 millones de ddlares (Quiroga, 2015), debido a que estas se encuentran en todo
el aflo especialmente en el verano y en el otofio, cuando la fruta se encuentra madura lo cual
atrae a los insectos(Moscas de la fruta | Entomology, s. f.), los gusanos de la mosca se pueden
encontrar bien en un cultivo cosechado o en las frutas ya cosechadas, en cualquiera de los casos
la fruta se considera sin valor afectando su comercializacion(Moawad, 2022).

En los diferentes ecosistemas de cultivo en el Ecuador se han encontrado 36 especies
pertenecientes al género -Anastrepha- siendo las mas comunes: - A. fraterculus-, -A. striata-, -
A. serpentina-, -A. obliqua-, ademas de -C. capitata-.(Vilatufia et al., 2010b), las cuales causan

dafios como: deterioro de la pulpa, disminucion de su valor, facil ataque de los patdgenos los


https://www.zotero.org/google-docs/?6nutr2
https://www.zotero.org/google-docs/?xfDh3n
https://www.zotero.org/google-docs/?H8FPPX
https://www.zotero.org/google-docs/?HUKU6P
https://www.zotero.org/google-docs/?zQY9Sh
https://www.zotero.org/google-docs/?zQY9Sh
https://www.zotero.org/google-docs/?zQY9Sh
https://www.zotero.org/google-docs/?VccYan
https://www.zotero.org/google-docs/?zeEHIt

cuales ocasionan disminucién en la produccion de la fruta causando pérdidas
economicas(Bueno et al., 2004).

Para combatir a la mosca de la fruta en las ultimas décadas se ha dado el uso de
plaguicidas, los cuales causan dafios negativos a la salud y al ambiente, aproximadamente 25
millones de trabajadores agricolas en el mundo experimentan envenenamientos involuntarios
de pesticidas cada afio (Hernandez et al., 2011). A su vez estos también causan dafios al
ambiente ya que al ser aplicados se dispersan, convirtiéndose en contaminantes para los
sistemas bidticos y abidticos (del Puerto Rodriguez et al., 2014). Es por ello que en la actualidad
se pretende minimizar el consumo de los mismos, dando paso al control biolédgico el cual tiene
como objetivo combatir los insectos que estén atacando los cultivos y a su vez disminuir los
dafios en el ambiente y en la salud humana (Cueva, 2012).

Segun (Partida, 2014) hoy en dia se pretende controlar la mosca de la fruta mediante la
incorporacion de productos que sean amigables con la salud humana y con el ambiente,
obteniendo productos libres de residuos toxicos, que disminuyan el impacto negativo al
ambiente y a los organismos presentes, tal es el caso de los hongos entomopatogenos, siendo
los més importantes: -Beauveria-, -Metarhizium-, -Paecilomyces-, -Verticillium-, -Rhizopus- y
-Fusarium-, los cuales actian como controladores de poblaciones de artrépodos (Delgado &
Murcia-Ordofiez, 2011).

La interaccién hongo entomopatdgeno - insecto, ha sido considerada una de las
principales estrategias para el control de plagas, el modo de ataque de los hongos hacia el
insecto ocurre mediante adhesion y contacto, esto sucede ya que los insectos poseen

espiraculos! los cuales son vias de infeccion que dan paso a que el hongo se hospede, de tal

1 Son aquellos orificios que poseen los insectos en su sistema respiratorio para ingresar oxigeno a su organismo
desde el exterior a la traquea (boletinagrario.com, 2023).
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manera que ataca al insecto generando dafio en €l y posiblemente su muerte (Téllez-Jurado

et al., 2009).

1.3 Pregunta de investigacion

e . La aplicacion de -Beauveria bassiana- y -Metarhizium spp- a diferentes
concentraciones controla e inhibe el desarrollo de pupas de moscas de la fruta en -

Psidium friedrichsthalianum L-??

1.4 Delimitacién del problema
o Espacio: Provincia del Azuay, Canton Cuenca
o Tiempo: Afio 2022
¢ Fendmeno a investigar: Evaluar los hongos -Beauveria bassiana- y -Metarhizium
spp- frente a la pupa de la mosca de la fruta en -Psidium friedrichsthalianum L-. a
nivel de laboratorio.
1.5 Justificacion
En el campo agricola y teniendo en cuenta que existen agentes patégenos que afectan a
los cultivos, es necesario contar con alternativas viables para el control de plagas, asi también
que estas sean eco-sustentables y que no representen una carga extra al ambiente. Una de esas
alternativas, la constituye el control bioldgico a través del uso de microorganismos como los
hongos entomopatdgenos. Por ello, en el presente estudio se evaluaran los hongos Beauveria
bassiana y -Metarhizium spp- para el control de la mosca de la fruta en guayaba (Psidium
friedrichsthalianum L.), en laboratorio.
Por lo que se refiere a la mosca de la fruta, cabe mencionar que es un insecto plaga que
ocasiona dafios en los cultivos de guayaba, al ovipositar sus huevos, mismos que se convierten
en larvas al interior de los frutos estas se alimentan de la pulpa y ocasionan que los frutos no

sean aptos para el consumo humano y comercializacion (Bueno et al., 2004).


https://www.zotero.org/google-docs/?lwvqjE
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En cuanto a los hongos entomopatdgenos, estos son considerados como excelentes
biocontroladores puesto que tienen la capacidad de invadir el organismo de los patdgenos al
entrar en contacto con su cuticula y segregar toxinas al interior causando enfermedades como
la muscardina? (Pacheco Hernandez, Reséndiz Martinez, Arriola Padilla, et al., 2019). De este
modo los hongos entomopatdgenos controlan las poblaciones de plagas como la mosca de la
fruta (Diaz & Macias, 2006).

Actualmente, el mayor reto para el sector agropecuario es obtener un mayor nimero de
frutos con altos estandares de calidad y a su vez preservar el ambiente y la salud humana. Con
la presente investigacion se busca brindar una solucién a la dependencia que existe por el uso
de agroquimicos en los sistemas de produccion y por lo tanto determinar la efectividad de -
Beauveria bassiana- y -Metarhizium spp- para el biocontrol de la mosca de la fruta.

1.6 Objetivos
1.6.1 General

Evaluar las concentraciones de -Beauveria bassiana- y -Metarhizium spp- para el
control de la pupa de la mosca de la fruta en guayaba (-Psidium friedrichsthalianum L.-).
1.6.2 Especificos

e Determinar la concentracion de -Beauveria bassiana- y -Metarhizium spp- a través de
métodos de recuento para el biocontrol de pupas en mosca de la fruta en guayaba (-

Psidium friedrichsthalianum L-.).

e Establecer la dosis de -Beauveria bassiana- y -Metarhizium spp- a través de modelos
estadisticos para el control de la pupa en mosca de la fruta en guayaba (-Psidium

friedrichsthalianum L.-).

2 Es una enfermedad causada por la invasién del hongo -Beauveria bassiana- (Cano et al., 2004)


https://www.zotero.org/google-docs/?hP95RO
https://www.zotero.org/google-docs/?IdHT6G
https://www.zotero.org/google-docs/?Q2y22Y

1.7 HipOtesis
1.7.1 Hipotesis alternativa

La aplicacion de -Beauveria bassiana- y -Metarhizium spp-, interrumpe el ciclo de
vida de la mosca de la fruta en guayaba (-Psidium friedrichsthalianum L.-) a nivel de
laboratorio.
1.7.2 Hipotesis nula

La aplicacion de Beauveria bassiana y -Metarhizium spp-, no interrumpe el ciclo de
vida de la mosca de la fruta en guayaba (-Psidium friedrichsthalianum L.-) a nivel de

laboratorio.



CAPITULO 2
MARCO TEORICO
2.1 Marco conceptual
2.1.1 Hongos entomopatdgenos

Los hongos entomopatégenos son de gran importancia ya que son considerados como
agentes de control, estos hongos se caracterizan por causar infecciones fangicas en poblaciones
de insectos ya que se encuentran de manera dispersa en el ambiente (Diaz & Macias, 2006).
2.1.2 -Beauveria bassiana-

Este hongo pertenece a la clase Deuteromycetes, posee la capacidad de infectar a méas
de 200 especies de insectos, este hongo presenta una apariencia polvosa, de color amarillento
0 blanco cremoso (Chiriboga et al., 2015)

2.1.3 -Metarhizium spp-

Este hongo pertenece a la clase Hyphomycetes(METARHIZIUM ANISOPLIAE —
PERKINS LTDA, s. f.), es un hongo que posee la capacidad de enfermar a insectos con el fin
de matarlos, la enfermedad que es causada por este hongo se la denomina muscardina verde

(Pavone, 2021).

2.1.4 Control bioldgico

El control biolégico supone la produccion y suelta de enemigos naturales con el fin de
acabar con los organismos que causan dafio en un cultivo (Geoinnova, 2019), en si este control
tiene como objetivo reducir las poblaciones de plagas, preservar el ambiente y brindar mayor

seguridad tanto al agricultor como al consumidor final (agroactivo, 2021).
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2.1.5 Bioinsecticida

Se le puede definir como un organismo vivo (hongo, bacteria, virus), que tenga la
capacidad de matar insectos, también puede ser una sustancia quimica, que estando presente

en una determinada planta puede repeler o matar insectos (C. Garcia, 2008).

2.1.6 -Psidium friedrichsthalianum L-.

-Psidium friedrichsthalianum L-. es una especie de arbol de la familia de la guayaba,
mide de 5a 10 m de altura, crece usualmente en zonas de bosque hiumedo tropical y subtropical,
es una planta que puede producir frutos todo el afio, sin embargo, la disminucion de la
precipitacion, por la presencia de una estacion seca, es determinante para la disminucion de
frutos (Guayaba de Monte (Psidium friedrichsthalianum L.), s. f.).

2.1.7 Mosca de la fruta

La mosca de la fruta, es un insecto holometéabolo, es decir comprende cuatro estados
bioldgicos: huevo, larva, pupa y adulto. Este insecto genera un gran impacto en la fruticultura
a nivel mundial ya que causa dafios directos a los cultivos lo que representa una gran pérdida
economica (H. M. Gémez, 2005).

2.1.8 Huevo

Los huevos son ovipositados por la mosca adulta al interior del pericarpio de la fruta,
la duracion en estado de huevo puede variar segun la estacion del afio, en verano de 2 a 7 dias
y en invierno de 20 a 30 dias, Al cabo de este tiempo los huevos surgen en larvas (Gomez,
2006).

2.19 Larva
Las larvas se caracterizan por tener un color blanco a amarillento, su forma es

vermiforme y su longitud varia de 2 a 15mm (Mosca De La Fruta | GIP Citricos (IVIA), s. f.),


https://www.zotero.org/google-docs/?Dw0UAj
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tiene un periodo de 6 a 11 dias para empupar, estas se alimentan de la pulpa de la fruta causando
su pudricion (Barciela, 2018).
2.1.10 Pupas

Las pupas se forman cuando las larvas caen al suelo y se introducen a 2 o 3 centimetros
de profundidad creando una capsula cilindrica, su longitud es de aproximadamente 3 a 10 mm
y dura de 9 a 15 dias si las condiciones son las adecuadas en cuanto a factores de temperatura
y humedad; no obstante, en periodos de invierno y bajas temperaturas este tiempo puede
extenderse por meses (Gomez, 2006).

2.2 Marco Referencial

En la actualidad la mosca de la fruta es considerada una de las principales plagas de las
especies frutales a nivel mundial causando un gran impacto de pérdidas econdmicas en -
Psidium friedrichsthalianum L-.(Larriva & Ledn, 2019), es por ello que se estd dando un gran
enfoque a investigaciones las cuales buscan detener el incremento de esta plaga aplicando

programas de control biologico (Morin, 2020).

De forma convencional una de las claves frente al control integrado de plagas/vectores
durante muchos afios ha sido el uso de insecticidas, los cuales estan formulados a partir
compuestos quimicos que se aplican en los cultivos de forma directa con el fin de controlar o
aniquilar insectos portadores de enfermedades (Los insecticidas, s. f.). Sin embargo, la
utilizacién de estos productos representa un dafio indeterminado tanto para el ambiente como
para la salud de los seres humanos y la consiguiente resistencia de plagas a las cuales se requiere
controlar. Por lo que es necesario hallar una alternativa que no genere estos efectos adversos
como es la aplicacion de biocontroladores o bioinsecticidas basados en patdgenos antagonistas

naturales (hongos entomopatdgenos). Este tipo de tecnologias son consideradas como las més


https://www.zotero.org/google-docs/?23MU3i
https://www.zotero.org/google-docs/?5JND5Z
https://www.zotero.org/google-docs/?srtp00
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sostenibles y sustentables en términos ambientales, y permiten obtener frutos aptos para el
consumo humano (Thomas & Read, 2007).

Existen investigaciones sobre los hongos -Beauveria bassiana- y -Metarhizium spp. -
acerca de su viabilidad, patogenicidad y su facil aplicacion en campo, han aportado aldesarrollo
de avances que emplean controles bioldgicos (Maniania, 1992). Ademas, cabe mencionar que
dichos hongos entomopat6genos poseen otras ventajas como, por ejemplo, su facil produccién
y formulacion, por lo gque son uno de los hongos mas empleados dentro del control biologico
(Silva et al., 2020).

Tabla 1l

Hongos entomopatdgenos empleados en el control biolégico

GENERO ESPECIE

-M. anisopliae-:
-Metarhizium- -M. flavoviridae-

-B. bassiana-
-Beauveria- -B. brongniartii-

-B. tenella-
-Aschersonia A-. -A. aleyrodis-
-Entomophthora- -Entomophthora spp-
-Zoophthora- -Zoophthora spp-
-Erynia- -Erynia spp-
-Eryniopsis- -Eryniopsis spp.-
-Akanthomyces- -Akanthomyces spp.-
-Fusarium- -Fusarium spp.-
-Hirsutella H.- -H. thompsonii-
-Hymenostilbe- -Hymenostilbe spp-
-Paecilomyces- -P. farinosus-

-P. fumosoroseus-
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-P. tenuipes-

-P. lilacinus-
-Lecanicillium- -L. lecanii-
Verticillium -
( ) -L. longispoum-

-L. muscarium- (Verticillium lecanii)
-Rhizopus- -Rhizopus spp.-
-Cordyceps- -Cordyceps spp.-
-Culicinomyces- -Culicinomyces spp.-
-Lagenidium- -Lagenidium giganteum-
-Nomuraea- -N. rileyi--
-Gliocladium- -Gliocladium spp.-
-Pochonia- -P. chlamidiospora- (Verticillium

chlamidiosporium).

Nota: Hongos de mayor uso en el mundo segin

Fuente: Elaboracion propia a partir de (Téllez-Jurado et al., 2009)
2.3 Bases teoricas

2.3.1 -Psidium friedrichsthalianum L-.

La guayaba de nombre cientifico -Psidium friedrichsthalianum L-. es considerada como
uno de los frutos mas conocidos y estimados a nivel mundial(Tzec et al., 2010), es una especie
autoctona de Ameérica en las regiones tropicales y su origen aproximadamente se encuentra
entre México y PerU; este arbol pertenece al orden de las Rosales y a la familia de las Mirtaceas;
sus flores son de color blanco y consisten de cuatro a cinco pétalos, posee hojascoriaceas de
color verde oscuro brillante en el haz y verde opaco por el envés y su fruto es unabaya globular

(Cardenas, s. f.), este es considerado de buena calidad cuando presenta un buen
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aspecto es decir libre de raspaduras, rozaduras, costras y que cumpla con un proceso de

seleccion riguroso (Antonio Yam Tzec et al., 2010).

Es un planta arborea perteneciente a las especies de las guayabas, miden entre 6 a 10 m
de altura, usualmente crece en zonas de clima tropical subtropical, es considerada como un
arbol que puede producir frutos todo el afio siempre y cuando se encuentre en el héabitat
adecuado, es una especie que posee la facultad de ser utilizada para injertos debido a su
rusticidad y adaptacion en diferentes climas (Guayaba de Monte (Psidium
friedrichsthalianum), s. f.).
2.3.1.1 Clasificacion taxonémica

Segun Fernandez, (2015) la posicion taxonémica del guayabo, segun estudios
filogenéticos recientes es:

Tabla 2

Clasificacion taxondmica de -Psidium friedrichsthalianum L.-

Reino Plantae

Filo Tracheophyta

Division Angiosperma

Clase Magnoliopsodae

Orden Myrtales

Familia Myrtaceae

Género -Psidium-

Especie -friedrichsthalianum L-.

Fuente: Elaboracion propia a partir de (Fernandez, 2015)
2.3.1.2 Composicién de la guayaba
Segun analisis publicados por (Portillo, 2001) cada 100 g de frutas de guayaba aporta:

Tabla 3
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Composicion de los frutos de guayaba

Por cada 100 g de fruto contiene:

Calorias 69
Agua 80,6%
Proteinas 1%
Acidos grasos 0,4%
Hidratos de carbono 17,3%
Fibra 5,6%
Taninos 12 - 30%
Calcio 15mg
Fosforo 24 mg
Hierro 0,7 mg
Sodio 4 mg
Potasio 291 mg
Carotenos 75 ug
Tiamina 0,05 mg
Riboflavina 0,04 mg
Niacina 1,10 mg
Acido ascorbico 132 - 400 mg

Fuente: Elaboracion propia a partir de (Portillo, 2001)

2.3.1.3 Produccion de guayaba en el Ecuador

El cultivo de guayaba se da en varias provincias del Ecuador, Pastaza es la provincia
donde se produce un mayor numero de guayabas en un 34%, seguido por Pichincha en un 14%
y Esmeraldas en un 11% (Morocho, 2017). Es decir, muchos sectores del pais dependen

economicamente de la produccién de guayaba y la calidad de sus frutos, por ello surge la
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necesidad de llevar a cabo un control de plagas eficaz para mejorar los indices de produccion
y la calidad de frutos, y con ello la economia de un sector determinado.
2.3.1.4 Plagas que afectan a la guayaba
Dentro de las plagas que afectan los cultivos de guayaba cabe mencionar: la mosca de
la guayaba, el enrollador de la guayaba, el picudo de la guayaba, la gallina ciega, los pulgones
(Leiva, 2012b).
e Mosca de la guayaba
Es una de las plagas de mayor importancia en la produccion de guayaba, las moscas
hembras introducen su ovipositor debajo del pericarpio depositando las larvas estas a su vez se
nutren de la pulpa ocasionando tuneles que posteriormente culminan en necrosis parcial o total
(Leiva, 2012b).
e Enrollador de la guayaba
Conocido también como gusano tornillo o enrollador (Carabali Mufioz et al., 2015),
estos insectos generan pequefios rayones de color café oscuro en las hojas, en algunos casos
también se han evidenciado perforaciones de 1 mm por donde el patdégeno ingresa y se
alimenta, causan amarillamiento y muerte (Canacuan Nasamuez & Carabali-Mufioz, 2016).
e Picudo de la guayaba
Es un insecto tipo gorgojo de color café, puede medir de 6 a 8 mm de largo, tiene un
pico en forma de gancho que le permite un mayor acceso a interior de la pulpa causando su
pudricién (Leiva, 2012b). El picudo de la guayaba se caracteriza por alimentarse de las semillas
de la guayaba (Lozano et al, 2002, como se citd en Leiva, 2012)

e Gallina ciega
Es un insecto Coledptera, sus larvas son las principales responsables del dafio en

especies fruticolas puesto que se alimentan del rizoma de las plantas, disminuyendo su
rendimiento y ocasionando la muerte del vegetal (N. Gutiérrez, 2014b).

e Pulgones
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Es una plaga que afecta especialmente a las hojas de la planta ya que estos insectos se alimentan
de la savia provocando dafios en los vegetales como: alteraciones en el crecimiento,
desfiguracion en hojas, clorosis y pérdida de nutrientes(Dughetti, 2022).
2.3.2 Mosca de la fruta

Este insecto es considerado patdgeno que pertenece al orden Diptera, y son
considerados organismos holometabolos. Segun Vilatufia et al., (2010) “El género -
Anastrepha- es autoctono de Centro y Sudamérica, mientras que el género Ceratitis es
introducido” (Vilatufia et al., 2010). Cabe mencionar su gran capacidad de desplazamiento en
diferentes ecosistemas y su adaptacion a las condiciones climaticas del entorno en donde se
encuentren (Aluja, 1993).
2.3.2.1 Distribucion geografica

Alrededor del mundo se han podido encontrar aproximadamente 4000 especies de
moscas de la fruta donde al menos 20 de ellas son consideradas plagas de caracter cuaternario
por la importancia econdmica que estas tienen en el sector agricola (Manyari Jiménez, 2014).

Tabla 4

Principales especies de moscas de la fruta en América

Especie Numero de paises
-Ceratitis capitata- 20
-Anastrepha fraterculus- 21
-A. ludens- 20
-A. oblicua- 26
-A. serpentina- 26
-A. striata- 12
-A. suspensa- 13
-A. grandis- 3)

-Toxotrypana curvicauda- 10
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-Bactrocera dorsalis- 1

-B. carambolae- 2

Fuente: Elaboracion propia a partir de (Gutiérrez, 2003)
2.3.2.2 -Anastrepha obliqua-

Es un insecto que pertenece al orden Diptera, se encuentra en climas tropicales, es
ponderado un patégeno ya que ataca a cultivos de frutales, causando dafios en los mismos
reduciendo los indices de produccion. ocasionando un dafio econémico (Santos Murgas et al.,

2022)

2.3.2.2.1 Clasificacién taxondmica

Tabla s
Clasificacion taxonémica de la mosca de la fruta

Reino animalia

Clase insecta

Orden  Diptera

Familia Tephritidae

Género  -Anastrepha-

Especie  -oblicua-

Fuente: Elaboracion propia a partir de (Basantes, 2021)

2.3.2.2.2 Morfologia

La mosca -Anastrepha obliqua- posee caracteristicas como: tamafio de 8.5 a 9mm, color
naranja - amarillo, en su parte central del torax se encuentra franjas de color crema, sus alas
son de color naranja- amarillo - café oscuro, ovipositor mide 1,3 a 1,6 mm de longitud(M. Arias

& Jines, 2004) mosca
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2.3.2.3 Ciclo de vida

La fase de desarrollo del patégeno estudiado puede variar segun las condiciones
ambientales del entorno donde se encuentra, factores como humedad y temperatura son claves
para su correcto desarrollo bioldgico, este insecto plaga es un organismo holometabolo,
conformado por cuatro fases: huevo, larva, pupa y mosca (H. M. Gomez, 2005).

Figura 1

Ciclo de vida de la mosca de la fruta
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Fuente: (Rizobacter, 2021)
Huevo
Poseen coloracion blanco cremoso, miden alrededor de 2 mm . En esta fase se da el
inicio del ciclo de vida, la hembra fecundada deposita sus huevos bajo la cascara del fruto. La
duracion de esta fase del desarrollo puede influir segun las condiciones climaticas, siendo de 2
a 7 dias en climas célidos y de 20 a 30 dias en temperaturas bajas, transcurrido este tiempo

nacen las larvas (Obregon, 2017).
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Larva

Miden entre 3 a 15 mm, esta fase dura entre 6 a 11 dias, siendo su principal fuente de
alimento el mesocarpio de la fruta hospedera, transcurrido este tiempo la larva cae al suelo
penetrandolo de 2 a 3 centimetros para alcanzar el estado de pupa (H. M. Gémez, 2005).

Figura 2

Penetracion de larvas en el suelo para iniciar la fase de empupamiento.

Realizado por: Autoras (2023)

Pupa

Una vez en el suelo deben transcurrir de 9 a 15 dias en condiciones de clima célido, por
otro lado, si la temperatura baja esta fase puede durar varios meses. Finalmente, al interior de
las pupas la mosca adulta rompe una membrana llamada ptilinum posibilitando su liberacién
(Obregon, 2017).
Figura 3

Pupas recolectadas a lo largo del experimento


https://www.zotero.org/google-docs/?KjjC4R
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Realizado por: Autoras (2023)
Adulto
Una vez eclosionada la pupa, la mosca adulta es liberada. Miden aproximadamente de
4 a5 mm, su coloracién es café, naranja, negro y amarillo, sus alas poseen iluminaciones de
coloracion negro y amarillo. Puede vivir de 1 a 6 meses segun las condiciones del entorno
(Triadani & Buxmann, 2019).
Figura 4

Mosca de la fruta vista en el estereomicroscopio

Realizado por: Autoras (2023)

2.3.2.4 Mosca de la fruta en cultivos de guayaba
Segun estudios realizados por (Vilatufa et al., 2016) en AGROCALIDAD pudieron
determinar que las moscas de la fruta son una de las plagas mas importantes dentro de las

especies frutales, puesto que generan grandes consecuencias a nivel econémico. Una vez que


https://www.zotero.org/google-docs/?p34LsB
https://www.zotero.org/google-docs/?sBtsmQ
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estos insectos atacan a los frutos, se alojan al interior del pericarpio convirtiéndolo en un
producto no aprovechable. Es por esto que AGROCALIDAD implanté un Proyecto Nacional
de Manejo de Moscas de la Fruta (PNMMF) aplicable en 17 provincias del Ecuador, con el
objetivo de mitigar las poblaciones de estos insectos patdgenos e incentivar la exportacion de
productos (Vilatufa et al., 2016).

De forma general estos patogenos atacan aquellos frutos que tienen un pericarpio
blando, lugar propicio donde la mosca hembra puede depositar los huevos y completar su
desarrollo bioldgico (Arévalo et al., 2018). Los hospederos que poseen un mayor nimero de
ciclos de fructificacién son mas vulnerables a la invasion de estos insectos plaga (Zart, 2008).
2.3.2.5 Dafios que provoca la mosca de la fruta en la guayaba

Esta plaga es considerada como un insecto carpofago®, el cual se alimenta de frutos,
causando dafios en los mismos, ya que produce oxidacion, pudricion del fruto y maduracion
temprana, de tal manera que afecta a su comercializacién causando pérdida econdémica en los
sectores fruticolas (Leiva, 2012a)

2.3.3 Insecticidas quimicos

Segun Chirinos et al. (2019) los insecticidas quimicos representan el 27% de los
plaguicidas los cuales son considerados peligrosos ya que tienen un alto porcentaje de toxicidad
el cual afecta a los humanos y al ambiente. Son empleados para el manejo de insectos invasores
de cultivos agricolas y a su vez son portadoras de enfermedades, se encuentran en diferentes
presentaciones entre los mas comunes estan: polvos humectables, gases, soluciones oleosas,
concentrados emulsionables, aerosoles entre otros (Chirinos et al., 2019).

Los insecticidas quimicos poseen aspectos negativos ya que son perjudiciales para la

salud humana causando enfermedades, atacan tanto a insectos malos como a los beneficiosos,

3 Los insectos carpdfagos son aquellos que se alimentan de los frutos (Barioglio, 2006)


https://www.zotero.org/google-docs/?bpOcgT
https://www.zotero.org/google-docs/?pdOoIP
https://www.zotero.org/google-docs/?fqHWK5
https://www.zotero.org/google-docs/?nu2vZO
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https://www.zotero.org/google-docs/?fwFdnR
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contaminan el ambiente ya que estos al ser aplicados se esparcen de diferentes maneras: aire,
suelo, agua (gruposacsa, 2016).
2.3.3.1 Insecticidas comunes para atacar la mosca de la fruta

La industria de productos agricolas ha formulado diversos tipos de insecticidas, donde
la mayoria son eficaces para combatir a la mosca de la fruta, esto se debe a que el patdgeno es
muy susceptible a los quimicos, sin embargo, los productos permitidos para combatir al
patogeno son el spinosad GF 120 y el malathion (N. Gutiérrez, 2014a).

El insecticida spinosad GF 120 ha sido autorizado dado que contiene un 0.2% de
Spinosad (E. Gomez, 2014) y ademas, no genera un gran impacto en insectos que no son blanco
como otros productos (Cisneros et al., 2002; Williams et al., 2003, como se cité en Gomez,
2014). Asi también, el malathion ha sido usado ampliamente en el sector agricola por ser de
facil manejo y producir un impacto ambiental minimo (CESVO, 2015).

2.3.4 Control biologico

El control biolégico es un método en cual se aplican principios ecologicos para el
control de plagas agricolas permitiendo obtener productos libres de residuos toxicos, a su vez
ayuda a minimizar el impacto negativo al ambiente y a organismos que se encuentren en el
entorno natural (Partida, 2014),de igual manera el control biol6gico de los patdgenos que
atacan a las especies vegetales son vistas como un impacto de tipo adverso hacia los cultivos

gue son atacados por estos agentes de tipo externo (Morin, 2020).

Los enemigos naturales utilizados como antagonistas dentro del control de plagas, es
unatécnica que ha sido apreciada desde hace cientos de afios atras, lo que conlleva a un Manejo
Integrado de Plagas (MIP), con el uso de recursos naturales, logrando mantener asi un
equilibrio en términos de ecologia y economia. Uno de los pilares fundamentales del MIP es el

control bioldgico, siendo la clave para entender como funciona el MIP (Naranjo et al., 2015).


https://www.zotero.org/google-docs/?AnlSfV
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Dentro del control bioldgico se han utilizado diversos recursos naturales que permiten
lograr un resultado 6ptimo como los agentes fungicos, los mismos que han demostrado tener
una respuesta favorable después de su aplicacion en los cultivos. Debido a que se encuentran
en el suelo de manera natural, su extraccion y aislamiento se considera una tarea sencilla de
realizar. -Beauveria bassiana- y -Metarhizium anisopliae- son hongos con capacidades

entomopatdgenas mas importantes para insectos del tipo diptero (Murtaza et al., 2022).

2.3.5 Hongos entomopatdgenos

Los hongos entomopatégenos conforman un grupo de microorganismos que forman
parte del control biolégico frente a plagas a su vez también aportan a los sistemas
agroecoldgicos, estos hongos forman parte de un numeroso grupo que contiene alrededor de
750 especies que se encuentran dispersas en el ambiente causando dafios a nivel fangico a
diferentes familias de artropodos(Delgado & Murcia-Ordofiez, 2011), dentro de los género mas
importantes de los hongos capaces de causar enfermedades a insectos plaga se pueden citar: -
Metarhizium-, -Beauveria-, -Paecilomyces-, -Verticillium-, -Rhizopus- y -Fusarium- (Nari
et al., 2003).

Segun lo que establece Urra, (2015) “los hongos entomopatdgenos combaten a insectos
de diferentes grupos como son -Coleoptera-, -Lepidoptera-, -Diptera-, -Hymenoptera-, -
Hemiptera- y -Orthoptera-"(Urra, 2015). Asi mismo los hongos -Beauveria bassiana- y -
Metarhizium- son capaces de atacar a diferentes especies de insectos de forma especifica
(Bugeme et al., 2009).
2.3.5.1 Mecanismo de accion de los hongos entomopatdgenos

Segun Sinha et al., (2016)la mayoria de los hongos que infectan a los insectos tienen un
modo de accidn por contacto. La respuesta adaptativa en los patdgenos incluye la formacionde
estructuras infectivas, enzimas extracelulares (proteasa y lipasa) y produccion de toxinas, que

en Gltima instancia matan a los insectos plaga (Sinha et al., 2016).


https://www.zotero.org/google-docs/?UDg5BA
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Los insectos se infectan cuando las esporas del hongo se adhieren a la cuticula del
insecto. ElI hongo germina al recibir sefiales de la superficie de la cuticula. Los tubos
germinativos producen una serie de enzimas que degradan la cuticula (Pucheta Diaz et al.,
2006).

La funcion combinada de las enzimas y la presion mecanica de los tubos germinativos
rompen la cuticula y, en cuanto las hifas fungicas alcanzan la hemolinfa*, se producen
blastosporas® que se dispersan por el organismo del insecto, la muerte se produce por el
agotamiento de nutrientes, la toxicidad relacionada con el hongo, la interrupcion del sistema
circulatorio y la alteraciéon de érganos, tras la muerte, emergen hifas fingicas que pueden
permanecer en tejidos altos del cuerpo del insecto y esporular de nuevo cuando las condiciones
ambientales lo permiten, las nuevas conidias aéreas se dispersan entonces en el ambiente por
el aire o el agua (Mantzoukas et al., 2022).

Figura 5

Infeccién del patdgeno por invasion del hongo entomopatégeno

Nota: Imagen obtenida de Intagri (s. f.)

4 Es el liquido que circula en el organismo de ciertos invertebrados, tiene la funcién de transportar nutrientes,
oxigeno y hormonas (Lozano, 2005).

5 Son esporas de origen téxico, producidas por ciertos hongos para atacar insectos patégenos (Solis-
Soto et al., 2006).
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2.3.5.2 Respuesta de insectos plaga frente a los hongos entomopatdgenos

Tras la infeccion, los insectos activan una serie de respuestas inmunitarias que se
distinguen entre humorales y celulares en cuanto a su modo de accion. La primera consiste en
la activacion de la fagocitosis, el encapsulamiento o la nodulacion de los patdégenos, mientras
que la segunda estimula la produccion de péptidos antimicrobianos (AMP) o desencadena la
melanizacién y la coagulacion en el hospedador. Las vias de sefializacion inmunitaria se activan
al reconocer los rasgos moleculares del patdgeno (hongo) activa las respuestas celular y
humoral en los insectos hospedadores e induce su muerte (Zhang et al., 2017).

El contacto directo de los conidios con el insecto del insecto, la penetracion, la infeccion
de la hemolinfa y la muerte final constituyen pasos sucesivos que presuponen una serie de
procesos metabolicos y quimicos, la tasa de mortalidad depende de la cepa flingica, la
interaccion hospedador-patdgeno, la especificidad del hongo para el hospedador y otros
factores (Mantzoukas & Grammatikopoulos, 2020). El proceso de infeccion por un hongo
también manifiesta varios sintomas que generan cambios en el comportamiento y los
parametros de crecimiento del insecto hasta su muerte final y marcadores morfol6gicos de
infeccién (Vega & Blackwell, 2005).
2.3.5.3 -Beauveria bassiana-

Este hongo pertenece a la clase Deuteromycetes, crece de forma natural en los suelos,
posee un aspecto polvoriento de color amarillento cremoso o blanco, segun (Castillo et al.,
2012)“presenta células conididgenas globosas a sub-globosas (2-3 x 2.0-2.5 um) con un cuello
muy corto, las estructuras conididgenas forman grandes grupos conidioforos apifiados
formando sinnemas®” (Castillo et al., 2012); tiene la capacidad de atacar a mas de 200 especies
de insectos(Chiriboga et al., 2015), es uno de los agentes mas importantes dentro del control

bioldgico en el sector agricola.

6 Aglomeracidn de varios conidiéforos que forman estructuras en forma de filas (Madrid et al., 2017).
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2.3.5.3.1 Clasificacién Taxondmica

Tabla 6
Clasificacion taxondmica de -Beauveria bassiana-

Reino Fungi

Division Ascomycota

Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales
Familia Clavicipitaceae
Género -Beauveria-
Especie -bassiana-

Fuente: Elaboracion propia a partir de (Noboa & Quelal, 2015)
2.3.5.3.2 Morfologia
Caracteristicas macroscépicas

Segun lo estudiado por Fianna, (2012) al cabo de 14 dias posterior a la siembra en medio
PDA, las colonias de B. bassiana tienen apariencia polvosa, algodonada y blanca, pero con el
paso de los dias se tornan de color amarillo pastoso (Fianna, 2012). Por otro lado Garcia et al.,
(2011)argumenta que dicha apariencia se debe a la presencia de numerosos conidios lo que le
otorga una textura suave. El tamafio de las colonias puede variar segin su desarrollo,
generalmente se encuentra en una escala de 0.6 a 2.3 cm de didmetro (Garcia et al.,
2011)Caracteristicas microscopicas

A lo largo del tiempo se han realizado diversos aislamientos de esporas de B. bassiana
en donde se han podido analizar ciertos aspectos a nivel microscopico que son propios de este
hongo. Castillo et al., (2012) expone que las esporas “se caracterizaron por ser globosas,
hialinas y lisas; con células conidiéforas anchas en la parte basal, con un raquis en forma de
“zigzag” de donde emergen las esporas” (Castillo et al., 2012).

Figura 6
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Caracteristicas microscopicas de -Beauveria bassiana-

Nota: A) Conidias y conidiéforos de B. bassiana (Zambrano et al., 2013). B) Observacién
microscopica de B. bassiana por autoras (2023)

Fuente: (Zambrano et al., 2013) y Autoras (2023)

2.3.5.3.3 Modo de accion
El mecanismo de accion de B. bassiana se da en 6 fases:

1. Adhesion: es la primera unién que se da entre el hongo y el patégeno, el hongo deposita
sus esporas sobre la cuticula del insecto que va a infectar(Intagri, s. f.).

2. Germinacion: una vez que el conidio entra en contacto con el insecto, éste despliega
un tubo de tipo germinativo y un 6rgano apresorio, mismo que le otorgara la capacidad
de fijacion al patégeno. La fase de germinacion ocurre bajo condiciones determinadas
de humedad relativa a un 92 % y a una temperatura que oscila entre 23 y 25 °C(Intagri,
s. f.).

3. Penetracion: se da a partir de procesos fisicos que incluye la generacion de una tension
en la capa mas externa del insecto plaga, y mediante procesos quimicos donde acttan
enzimas como la quitina, lipasa y la proteasa. Es asi como el hongo penetra el insecto
atravesando sus zonas mas blandas(Intagri, s. f.).

4. Produccion de toxinas: al interior del insecto el hongo forma ramificaciones e invade

todos los rincones en el organismo del patégeno para producir componentes toxicos
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como la Beauvericina que vulnera el sistema inmunitario favoreciendo el ingreso del

hongo a los tejidos. Ademas, segregan otras toxinas como: beauverolides, beauvericin,

bassianolide, acido oxalico, isarolides, bassianina y pigmentos de tenellina que poseen
cualidades similares a los pesticidas e impiden que el organismo del patdgeno atraviese

las estructuras invasoras del hongo(Intagri, s. f.).

5. Muerte del insecto: en esta fase culmina la etapa de parasitacion e inicia la etapa
saprofitica(Intagri, s. f.).

6. Multiplicacién y crecimiento: seguido de la muerte del patdgeno, el hongo inicia la
multiplicacion de hifas de tipo infectivas las mismas que se desarrollan de forma
sincronizada e ingresan al resto de tejidos, resistiendo la descomposicion del insecto
gracias a los antibidticos que produce. Finalmente, el desarrollo del hongo sobre
patdgeno se sujeta a factores como la humedad relativa, de lo contrario el insecto
mantiene un aspecto de momia (Intagri, s. f.).

2.3.5.4 -Metarhizium spp-

Este hongo forma parte de los Sordariomycetes, posee la capacidad de infectar a los
insectos, a esta enfermedad se le denomina como la muscardina verde, este hongo a su vez
transporta nitrégeno a través de las raices, siendo un nutriente fundamental para las plantas,
este elemento es obtenido a partir de la parasitacion de los insectos, también activa el sistema
natural de defensa de las plantas alterando los porcentajes de sales minerales presentes (L. J.
H. Gutiérrez & Guerrero, 2015).
2.3.5.4.1 Clasificacion Taxondmica

Tabla 7

Clasificacion taxondmica de -Metarhizium spp-

Reino Fungi

Filo Ascomycota
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Clase Sordariomycetes
Orden Hipocreales
Familia Clavicipitaceae
Género -Metarhizium-
Especie -M. spp -

Fuente: Elaboracion propia a partir de (Britto et al., 2016)
2.3.5.4.2 Morfologia
Caracteristicas macroscépicas

Las colonias de -Metarhizium spp- presentan diversas tonalidades de verde claro y
verde oscuro como consecuencia de la maduracion y el desarrollo de los conidios, asi también
poseen una apariencia lanosa, su textura es inconstante y su superficie es llana (Garcia et al.,
2011).
Caracteristicas microscopicas

El borde de sus conidios presenta forma circular lisa, algunos se encuentran
aglomerados en secuencias de forma regular por la adicién y extension de sus conidios, el
tamafo va desde 5.2 - 7.7 x 1.4 - 3.1 um (Garcia et al., 2011).

Figura 7

Caracteristicas microscopicas de -Metarhizium spp-
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Nota: A) Conidios de -Metarhizium spp- (Altamirano, 2021) B) Observacion microscopica de
-Metarhizium spp- por autoras (2023)

Fuente: (Altamirano, 2021) y Autoras (2023)
2.3.5.4.3 Modo de accién

El hongo ataca al insecto por medio de sus esporas mitdticas cuando estas entran en
contacto con el cuerpo del insecto huésped, para que el hongo logre penetrar se necesita que el
mismo germine de tal manera que produzca gran cantidad de enzimas hidroliticas las cuales
son las encargadas de degradar la cuticula del insecto, una vez que el hongo ingreso al interior
del insecto éste se desarrolla de manera que infecta al insecto provocando su muerte después

de algunos dias (Pavone, 2021) .
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CAPITULO 3
MARCO METODOLOGICO

3.1 Nivel de investigacion

La presente investigacion posee un nivel de investigacion de tipo experimental y de
orden cuantitativo, en el cual se abordaran e interpretaran los resultados obtenidos durante la
fase de desarrollo de la investigacion, dando a conocer los efectos positivos que tiene la
aplicacién de hongos entomopatdgenos -Beauveria bassiana- y -Metarhizium spp- frente a las
pupas de la mosca de la fruta. Ademas, se aplicaran varios modelos estadisticos los mismos
que proporcionaran informacién veraz sobre la efectividad que posee cada uno de los hongos
entomopatogenos estudiados en el biocontrol.
3.2 Disefio de investigacion
La investigacion planteada se desarrolla bajo la siguiente metodologia:
3.2.1 Crianza de las pupas

Como punto de partida se recolecto frutos de Psidium friedrichsthalianum L. con larvas
en su interior causadas por el patdgeno en la parroguia el Cabo sector la Estancia. A
continuacion se establecié un entorno propicio en cajas plasticas a las mismas que fueron
adicionadas 10 cm de suelo del sector El Cabo, donde fueron depositados los frutos y cubiertos
por una malla fina que permitia el paso de oxigeno, se almacenaron durante 1 mes controlando
factores como la humedad y manteniendo una temperatura de 20 £ 5 °C donde se llevé a cabo
la metamorfosis de las moscas llegando a su estado adulto en el cual ovipositan sus huevos al
interior del fruto, permitiendo obtener un mayor nimero de larvas y por ende un mayor nimero
de pupas.
Figura 8

Ubicacién de la parroquia EI Cabo
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Nota: Imagen obtenida de Google Earth (2023)
3.2.2 Seleccion de pupas

Una vez transcurridos 20 dias desde la fecha de almacenamiento de los frutos, se
procedié a tamizar el suelo, de tal manera que facilit6 la recoleccion de pupas. La seleccion de
pupas se basé en su tonalidad, siendo el color beige un indicador del estado inmaduro de la
pupa, del mismo modo el color marrén indica que la pupa ha llegado a su estado de madurez
(Gémez, 2006).

3.2.3 ldentificacién de la mosca de la fruta

Para la identificacion de moscas de la fruta que se encontraban en los cultivos de
guayaba del presente estudio se baso la guia técnica “Guia de campo para el reconocimiento
de moscas de la fruta del género -Anastrepha-” que recopila las caracteristicas claves para
poder identificar la especie determinada, conjuntamente con la ayuda de un entomologo.

Para llevar a cabo este procedimiento se seleccionaron 10 moscas adultas al azar del
criadero principal, partiendo con la observacion del insecto en un estereomicroscopio dentro
de los laboratorios de Ciencias de la Vida en la Universidad Politécnica Salesiana. Este
microscopio permite obtener imégenes tridimensionales de la mosca, con lo cual se pudieron
diferenciar estructuras claves del cuerpo como: alas, cabeza, tdrax y ovopositor,

permitiéndonos determinar que se tratd de un género -Anastrepha- especie -oblicua-.


https://www.zotero.org/google-docs/?6qApRO
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3.2.4 Cultivo de hongos
-Beauveria bassiana-

La obtencion de este hongo se baso en el protocolo aplicado por Rojas, (2019), como
punto de partida se empled una cepa de la empresa de biotecnologia Biology Works,
posteriormente se llevo a cabo el aislamiento a través de una siembra de forma directa en un
medio de Agar Papa Dextrosa, el mismo que fue llevado a incubacién a una temperatura de 25
+ 2 °C durante 7 dias, donde se llevara a cabo el desarrollo para su identificacion.

Finalizado este periodo vy, a partir de este medio de cultivo se realizaron dos siembras
méas de tal manera que nos permita obtener un cultivo puro, estos cultivos puros fueron
conservados en agua estéril y Tween 80 al 0.1 % para la aplicacion de las posteriores pruebas.
A continuacion, se procedio a realizar la identificacion del hongo, esto es posible gracias a las
pruebas macroscopicas y microscépicas. En cuanto a las pruebas microscépicas se utilizaron
laminas con azul de lactofenol, que nos permite observar caracteristicas como: su forma,
tamafo y distribucion de los conidios, por otro lado, para realizar las pruebas de forma
macroscopica se analizaron las tonalidades y cambios de coloracién tanto a nivel posterior y
anterior.

-Metarhizium spp-

Para la obtencion de este hongo se partié de una cepa de -Metarhizium spp- misma que
fue obtenida de la “Bolsa de Productos”, a continuacion, fue sembrada en cajas Petri en un
medio PDA para ser incubadas a 27 + 2 grados Celsius por 10 dias, finalizado este periodo se
realizd dos aislamientos adicionales para obtener un hongo mas puro y se procedio a identificar
el hongo en el microscopio.

Para determinar la especie del hongo analizado se planted identificar las caracteristicas
microscopicas propuestas por Arias etal., (2020) “ hifas septadas, ramificadas, hialinas,

conidioforos individuales ampliamente ramificados y de longitud variable”. Ademas, se


https://www.zotero.org/google-docs/?xcDkJ5
https://www.zotero.org/google-docs/?XHJy47
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estudiaron las caracteristicas macroscédpicas como el color que varia entre tonalidades de verde
claro y oscuro por la presencia de conidios en estado de maduracion, también sobresalen
caracteristicas como su textura de algodon y su superficie plana (Garcia et al., 2011).
3.2.5 Concentracion de esporas

Segun Chiriboga et al., (2015) la camara de Neubauer posee dos reticulos uno en la
parte superior y otro en la parte inferior, cada uno tiene nueve cuadrados de 1 mm al cuadrado
cada uno, de manera que cada reticulo tiene un total de 9 mm al cuadrado. El cuadrado que se
encuentra en el centro esta subdividido en 25 cuadrantes, y este a su vez en 16 cuadrantes mas
pequefos.

El recuento de las esporas se determina sumando los 25 cuadrantes centrales de la
camara de Neubauer.
3.2.5.1 Determinacion del factor de la cAmara de Neubauer:

Volumen = ancho X largo X profundidad
Volumen =1mm X 1mm X 0,1 mm
Volumen = 0,1 mm®(volumen del cuadrante donde se realiza el conteo de esporas)
El resultado de la cantidad de esporas se adquiere en ml, por consiguiente, se realiza la

conversion de mm® a pl:

iml ———— 108mm? 1ml x 0,1 mm? 0,1 ml
X ————— 0,1 mm?® x 10% mm3 =108
=01 x 10°
u .
X = 10~ x 10— = 10* ul (factor de la camara)

A continuacion, se aplica la siguiente formula para la concentracion de esporas:
C = N x dilucién empleada x factor de camara
Donde:

N = nlmero promedio de esporas
C = concentraciOn a conocer
3.2.6 Elaboracion de los biocontroles

Biocontrol a partir de Beauveria bassiana


https://www.zotero.org/google-docs/?di1sWY
https://www.zotero.org/google-docs/?uHHAOD
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Para formular el biocontrol se ejecutdé una metodologia propuesta por Rojas, (2019)
para ello se prepar6 una suspension de esporas partiendo de los cultivos puros, donde se efectud
un raspado de la parte superior del cultivo para obtener esporas, las mismas que fueron
suspendidas en agua destilada en una concentracion del 0,02 % de Tween 80, las
concentraciones fueron determinadas mediante el conteo de esporas en la camara de Neubauer.
Finalmente se formularon las diluciones en agua destilada estéril, obteniendo concentraciones
de 1x10%/ml, 1x107/ml y 1x10%ml a partir de la siguiente formula:

C = N X dilucién empleada X factor de cAmara
C=50 x 0,2ul x 10%ul = 1x10°
C= 50 x 20 ul x 10%ul = 1x 10’
C =50 x 2000 ul x 10*ul = 1x 10°
Biocontrol a partir de -Metarhizium spp.-

Guidndonos en la metodologia propuesta por Valle et al., (2021) se obtienen los
conidios realizando una manipulacién de forma aséptica de la parte superior de las cajas de
Petri que fueron incubadas durante 20 dias, para ello se cubren las cajas con 10 mL de agua
destilada estéril y Tween 80 de 0,1% , luego se realiza un raspado con la ayuda de un asa de
siembra en las zonas donde hay presencia de esporas. A continuacion, se filtra la suspension
que contiene los conidios empleando un papel filtro para descartar los micelios. Una vez
obtenida la suspension pura de conidios se da vortex por 10 minutos.

Para calcular la concentracion de conidios se utiliz6 la camara de Neubauer, donde
finalmente se formularon soluciones con agua destilada en concentraciones de 1x10°%/ml,

1x107/ml 'y 1x10%ml.

C = N X dilucion empleada X factor de camara
C= 50 x 0,2ul x 10%ul = 1x 105
C= 50 x 20 ul x 10%ul = 1x 107
C =50 x 2000 ul x 10%ul = 1x10°


https://www.zotero.org/google-docs/?6SoM6O
https://www.zotero.org/google-docs/?H12XGV
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3.2.7 Patogenicidad de los hongos frente a pupas de la mosca de la fruta

Para determinar la patogenicidad de los hongos entomopatogenos frente a las pupas de
la mosca de la fruta, se trabajé con 32 tratamientos, siendo 8 de ellos testigos (t) y 24 de tipo
experimental, 12 de los tratamientos experimentales fueron tratados con -Beauveria bassiana-
a concentraciones de 1x10°, 1x10” y 1x10° , mientras los 12 restantes fueron tratados con -
Metarhizium spp- a concentraciones de 1x10°, 1x107 y 1x10° en los testigos no se aplicaron
biocontroles, puesto que estos sirvieron como tratamientos de referencia, este procedimiento
se realiz6 por cuatro veces de maneras completamente diferentes para obtener datos més
precisos de la efectividad de los biocontroles.

Tabla 8
Tratamiento Beauveria bassiana ,nimero de repeticiones, concentracién de esporas y nimero de

pupas

Tratamient  NuUmero de repeticiones Concentracion del biocontrol Numero de pupas

0
T1 4 Testigo (agua) 10
T2 4 1x10s 10
T3 4 1x10r 10
T4 4 1x10 10

Fuente: Autores (2023)
Tabla 9
Tratamiento -Metarhizium spp.- ,nimero de repeticiones, concentracion de esporas y nimero de

pupas

Tratamient  NUmero de repeticiones Concentracion del biocontrol Numero de pupas

0
T1 4 Testigo (agua) 10
T2 4 1x10- 10

T3 4 1x10r 10
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T4 4 1x10- 10

Fuente: Autores (2023)

Los biocontroles fueron aplicados mediante aspersion en cada tratamiento, se realizaron
observaciones periddicas durante 20 dias, registrando los datos obtenidos sobre la mortalidad
de las moscas de la fruta ante la invasion de los hongos contenidos en los biocontroles y
comparando dichos datos con los registrados en los testigos que carecen del bioinsumo
formulado.

3.3 Disefio experimental

De acuerdo a la informacidn obtenida se determind seguir un esquema para el analisis

estadistico basandose en el siguiente flujograma:

Figura 9

Flujograma del disefio estadistico
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Andlisis del
experimento

v

Prueba de Normalidad

y

(Son datos

.[ ANOVA ]

Prueba H de Kruskal No existe efectividad
Wallis del biocontrol

E\mtc efectividad dcl
biocontrol

normales?

Fuente: Autores (2023)

3.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Para el desarrollo de esta investigacion se utiliz6 una técnica de induccion y deduccién
fundamentada en estudios ya realizados por otros autores (Osorio-Fajardo & Canal, 2011), este
experimento fue llevado a cabo a nivel de laboratorio de la Universidad Politécnica Salesiana
donde se trabajo con tres concentraciones diferentes de cada hongo (1x10°,1x107, 1x10°).

Para seleccionar los instrumentos que seran empleados para la recoleccion de datos, se
partié de revisiones bibliograficas, revistas, articulos cientificos, tesis, manuales cientificos e
investigaciones con relacion a la presente investigacion. Los datos obtenidos en la fase

experimental fueron registrados en una matriz de datos, de la misma manera se tomaron fotos


https://www.zotero.org/google-docs/?VerpCn
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de la parte experimental como evidencia de la investigacion, el conjunto de los datos
recolectados nos ayudo para aplicar los analisis estadisticos empleando métodos como: Shapiro
Wilks, Wilcox y Kruskal en el software R studio.

3.5 Variables

-Variables dependientes:
e NUmero de pupas que sobrevivieron a los tratamientos.

-Variables independientes:

e Concentracion de esporas de cada biocontrolador.

e Aplicacion a diferentes concentraciones de biocontrolador en los respectivos

tratamientos.

-Variables intervinientes

e Temperatura

3.6 Métodos empleados en el manejo estadistico de datos

Los datos generados en la fase experimental fueron registrados en una matriz en Excel
para su posterior analisis estadistico, en donde se usaron métodos estadisticos como: Shapiro
Wilks que permitié determinar la normalidad de la investigacion, Wilcoxon se aplica para
comparar las medias de una distribucion no normal y Kruskal-Wallis en el software R studio,
para determinar si la informacion obtenida es estadisticamente normal se realizd un test de
Shapiro Wilks. Con dicho resultado establecido se pudo optar por un método paramétrico o en
su defecto no paramétrico. Para el caso de métodos paramétricos se pone en marcha la técnica
de andlisis de varianza ANOVA vy para los métodos no paramétricos se aplica el método
Kruskal-Wallis.
3.7 Teécnicas de procesamiento y analisis de datos

Se propuso un disefio acorde a la informacidn obtenida siguiendo el diagrama propuesto
en la Figura 9, este esquema fue planteado para determinar la eficiencia de cada biocontrol

aplicados en las pupas de la mosca de la fruta.



40

Los datos recabados de la investigacion son el resultado de los 32 tratamientos con 4
repeticiones diferentes de cada tipo y concentracion de hongo. Los datos se han agrupado en el
método estadistico Kruskal-Wallis el cual recolecta informacion obtenida de la matriz ya

generada previniendo factores de ruido.
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CAPITULO 4
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Obtencion de -Beauveria bassiana-

El hongo -Beauveria bassiana- se obtuvo al cabo de 21 dias, ya que se realizaron 3
resiembras para obtener un mayor porcentaje de pureza del hongo, el tiempo de cada siembra
fue de 7 dias , en cada cultivo se observo que transcurrido los 5 dias de estar en la cdmara de
crecimiento a una temperatura de 25 + 2 °C se formaron colonias con apariencias de color
blanco cremoso, se puede considerar que B. bassiana posee un crecimiento rapido ya que al
séptimo dia se observé el crecimiento del hongo a nivel de toda la caja Petri, facilitando realizar
el conteo de esporas y continuar con la elaboracion del biocontrol, las caracteristicas en cuanto
al crecimiento del hongo observadas dentro de este experimento concord6 con lo dicho por
(Bermeo, 2022).

4.2 Obtencion de -Metarhizium spp-

Su obtencidn se realizé al cabo de 24 dias ya que previamente fueron sembrados tres
veces, con la finalidad de obtener cultivos mas puros, en cada uno se pudo analizar que
transcurrido un periodo de 5 dias en la cdmara de crecimiento en condiciones de temperatura
de 25 + 2 °C, formaron colonias de color verde con aspecto algodonoso y una superficie plana
como lo mencion6 (Valle-Ramirez et al., 2022). Las condiciones en las que se prolifero el
hongo no coinciden con los datos propuestos por (Garcia et al., 2011) en el que sefiala que los
dias de crecimiento de las colonias fueron a partir del dia 10 a una temperatura de 20°C.

4.3 Obtencidn de pupas de la mosca de la fruta

Como punto de partida se recolectaron frutos de guayaba contaminadas encontrandose

larvas en las mismas, causadas por el patdgeno, estos frutos fueron almacenados en un entorno

propicio similar al de su habitat natural a nivel de campo, al transcurso de 20 dias se procedid


https://www.zotero.org/google-docs/?CgPnLC
https://www.zotero.org/google-docs/?4llsXo
https://www.zotero.org/google-docs/?iU2Evd
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a la recoleccidon de pupas en estado maduro, siendo un indicador de ello su coloracion marron
o café oscuro como lo sefial6 Gomez, (2006).
4.4 ldentificacion de la mosca de la fruta

Como punto de partida se tomaron 10 insectos adultos al azar del criadero de moscas
de la fruta, para determinar que la especie estudiada pertenecia al género -Anastrepha obliqua-
se procedio a observar en el estereomicroscopio, se hicieron tomas de cada una de las partes
mas diferenciadas del patdgeno como: toérax, alas y ovopositor, y se llevaron a cabo las
comparaciones pertinentes segin la guia técnica “Guia de campo para el reconocimiento de
moscas de la fruta del género -Anastrepha-".

Comparacion de alas:

Segun la guia de reconocimiento elaborada por Lopez et al., (2010), las alas poseen una
coloracion amarilla y café oscuro, sus bandas Costal, S y V se encuentran unidas. Con la
observacion propia llevada a cabo se pudo constatar que las caracteristicas de las moscas tanto
del atlas como las que fueron tomadas para el estudio coincidieron.

Figura 10

Comparacién de las alas mediante la guia de reconocimiento y foto del autor

A)

Nota: A) Imagen tomada de la guia de reconocimiento (LOpez et al., 2010). B) Imagen tomada por
las autoras.

Comparacion de torax:


https://www.zotero.org/google-docs/?zFl4Yh
https://www.zotero.org/google-docs/?uquRyj
https://www.zotero.org/google-docs/?Uci0sH
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Empleando la guia de reconocimiento se puede establecer comparaciones con mosca
observada en el estereomicroscopio, y podemos argumentar que en las dos tomas poseen lineas
de color cremas y amarillas como se puede observar en la Figura 11.

Figura 11

Comparacion del torax mediante la guia de reconocimiento y foto del autor

2

O,

Nota: A) Imagen tomada de la guia de reconocimiento (L6pez et al., 2010). B) Imagen tomada por las

autoras.

Fuente: (LOpez et al., 2010) y Autoras (2023)
Comparacion del ovipositor:

En la guia de Lopez et al., (2010) se manifiesta y observa que el ovipositor tiene una
longitud de 1.4 - 1.7 mm y este es mas largo que su abdomen, ademas se encuentra provisto de
dientes grandes y finos, asi también con la vista que obtuvimos del microscopio se pudo
evidenciar que el ovipositor posee finos dientes y que sus caracteristicas mencionadas son las
mismas que las observadas.

Figura 12

Comparacion del ovipositor mediante la guia de reconocimiento y foto del autor


https://www.zotero.org/google-docs/?9qAeew
https://www.zotero.org/google-docs/?i60rjI
https://www.zotero.org/google-docs/?3eZazm
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Nota: A) Imagen tomada de la guia de reconocimiento (LOpez et al., 2010). B) Imagen tomada por

las autoras.
Fuente: (L6pez et al., 2010) y Autoras (2023)

4.5 Formulacion de los biocontroles

Los biocontroles fueron formulados a partir de los hongos entomopatégenos mediante

el conteo de esporas de los mismos en la cdmara de Neubauer con su respectiva dilucion, asi

mismo se consideré el factor de camara para obtener las concentraciones propuestas en el

estudio.

Figura 13

Esquema de formulacién de los biocontroles descritas en el punto 3.2.3

FORMULACION DE BIOCONTROLES

O Después de 7 dias

Lavado y raspado de

medios de cultivo

Filtrado de impurezas

Aplicacion de formulas |

e  Concentracion

Conteo de esporas -
Camara de Neubauer

¢  Volumen

Biocontrol formulado



https://www.zotero.org/google-docs/?i60rjI
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Nota: Formulacion de biocontroles descrito en el punto 3.2.3

Realizado por: Autoras (2023)

C = N X dilucion empleada X factor de camara
N = 50 X 0,2 ul x 104l = 1x 105
N =50 X 20 ul x 10%ul = 1x107
N =50 X 2000 ul x 10%ul = 1x10°

4.6 Determinacion de la efectividad de los biocontroles

Para establecer la efectividad del biocontrol frente al patogeno se aplico los
biocontroles formulados en los 32 tratamientos que contenian las pupas de -Anastrepha
obliqua-, al cabo de 20 dias se observaron tanto los testigos como los tratamientos, siendo los
testigos un punto referencial puesto que en este se completd el periodo de metamorfosis
mientras que en los tratamientos se hizo visible la accion de los hongos ya que no todas las
pupas eclosionaron.

Seguidamente se expone la matriz de datos tomados durante la fase de experimentacion:
Tabla 10

Matriz de datos recopilados en la fase experimental de la aplicacién de los biocontroles a diferentes

concentraciones.

HONGO CONCENTRACI NUMER NUMER NUMER TEMPERATU Tiemp

ON DEL (0] O DE O DE RA o
BIOCONTROL INICIAL PUPAS MOSCA total
DE MUERT S de
PUPAS AS estudi
o
TESTIGO1 NINGUNO NINGUNO 10 0 10 20°C+-5°C 15-
APLICACI  -Beauveria 1*1075 10 5 5 20dias
ON1 bassiana- 1*1077 10 7
1*1079 10 8
TESTIGO2 NINGUNO NINGUNO 10 0 10 20°C+-5°C 15-
APLICACI  -Beauveria 1*1015 10 4 6 20dias
ON 2 bassiana- 1*1077 10 7
1*1079 10 8
TESTIGO NINGUNO NINGUNO 10 0 10 20°C+-5°C 15-

A3 20dias
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APLICACI - 1*10A5 10 5 5
ON3 Beauberia 1*¥1077 10 6 4
bassiana- 1*1019 10 7 3
TESTIGO NINGUNO NINGUNO 10 0 10 20°C+-5°C 15-
Ad 20dias
APLICACI -Beauveria 1*10A75 10 4 6
ON4 bassiana- 1*1077 10 6
1*10179 10 7 3
TESTIGO NINGUNO NINGUNO 10 0 10 20°C+-5°C 15-
Al 20dias
APLICACI - 1*10A5 10 7 3
ON1 Metarhiziu 1*1077 10 8 2
m spp- 1*109 10 8
TESTIGO NINGUNO NINGUNO 10 0 10 20°C+-5°C 15-
A2 20dias
APLICACI - 1*10A5 10 8
ON 2 Metarhiziu 1*10°7 10 8
m spp- 1*1079 10 9
TESTIGO NINGUNO NINGUNO 10 0 10 20°C+-5°C 15-
A3 20dias
APLICACI - 1*1075 10 7
ON3 Metarhiziu 1*10A7 10 8
m spp- 1*1079 10 9
TESTIGO NINGUNO NINGUNO 10 0 10 20°C+-5°C 15-
Ad 20dias
APLICACI - 1*1075 10
ON4 Metarhiziu 1%1017 10
m spp- 1*1079 10 9

Para el analisis de los datos de la matriz obtenida durante la fase de experimentacion,
se procedio a realizar un diagrama de caja de bigotes o box plot, en el cual se determind que
existe una natalidad del 100% de pupas en el testigo en el cual no se aplic6 ningln tratamiento,
de la misma manera se pudo observar en primera instancia que el hongo -Metarhizium spp-
tiene mayor efectividad que -Beauveria bassiana- para el control de pupas, para lo cual se
emplearon indices y asi confirmar las hipétesis preliminares.

Figura 14

lustracion de caja de bigotes de los resultados.
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Caja de Bigotes
Tratamiento Beauveria bassiana EI Control EI Metarhizium spp.
—
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Fuente: Autoras (2023)

4.6.1 Analisis de normalidad

Se aplicé un test de Shapiro Wilks para verificar si los datos obtenidos dentro del
estudio cumplen con el parametro de normalidad.
Para el estudio de normalidad se propone las siguientes hipotesis:
e Ho: representa una distribucion normal

e H1: representa una distribucion no normal

Se utilizd un 95% de confiabilidad, lo cual determiné una distribucion normal, los
resultados obtenidos indicaron un valor p = 0.01185 cuando no se considera el grupo de control
y un valor p = 2.889 =% cuando se considera el grupo de control, mismos que son inferiores
a 0.05, por ende se considera una distribucién estadisticamente no normal como lo dictamind

nuestra hipdtesis alternativa (Porras, 2016; Herrera et al., 2012, como se cito en Vélez, 2022).


https://www.zotero.org/google-docs/?uiQmJ7
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Este resultado fue respaldado mediante un analisis visual, empleando los gréaficos en el
siguiente diagrama de barras en el que se mostrd la curva de distribucion normal ajustado a los
resultados obtenidos de los datos de las pupas muertas.

Figura 15

Analisis de normalidad omitiendo los testigos

Distribucién normal

0.30
|

\
/

0.20
|

015
|

010
|

005
|

Concentracién porcentual de datos

Pupas Muertas

Nota: Esta grafica se obtuvo eliminando los testigos
Fuente: Autoras(2023)
En laFig. 16 se analizé la grafica de ajuste de datos de pupas muertas a la concentracion
de valores esperados en una distribucion normal con un nivel de confianza del 95%.
Figura 16

Ajuste de datos a distribucién normal omitiendo los testigos
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Ajuste de datos a distribucion normal

Valor de los datos [Pupas muertas]

-2 -1 0 1 2
Valor de 7 en distribucion normal

Nota: Esta gréafica se obtuvo eliminando los testigos
Fuente: Autoras (2023)

En la Fig. 17 se observo que los datos obtenidos no son normales, no obstante, existen
técnicas para intentar corregir este comportamiento, es decir, ajustar estos datos de una
distribucion no normal a una distribucion normal; este proceso no es el enfoque del presente
trabajo, por lo que se procede al utilizar test aplicados a muestras con distribucion no normal.

Figura 17

Distribucion normal considerando los testigos
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Nota: Para la realizacién de esta grafica se consideraron los testigos.

Fuente: Autoras (2023)
Figura 18

Ajuste de datos a distribucion normal considerando los testigos
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Ajuste de datos a distribucion normal

=
=
1

(]
1

Valor de los datos [Pupas muertas]

-2 -1 0 1 2
Valor de Z en distribucién normal
Nota: Para la realizacion de esta grafica se consideraron los testigos.
Fuente: Autoras

4.6.2 Kruskal Walls
Al no evidenciar normalidad en nuestros datos, se procedio a realizar la efectividad del
hongo mediante un test de Kruskal Walls de varios factores para determinar la efectividad de
los biocontroles frente a las pupas. Para ello se planted las siguientes hipotesis:
e Ho: la informacidn obtenida muestra medias de tratamientos iguales.
e H1: la informacion obtenida no representa similitud entre las medias de los
tratamientos.
Cabe mencionar que, para el proceso descrito, anteriormente se fundamento en un nivel

del 95% de confianza.
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Para el andlisis de las efectividades de los biocontroles se utilizo el método Kruskal
Walls, en este caso no es importante considerar los testigos ya que completan su ciclo de vida
al 100% debido a que no fue aplicado ningdn tipo de biocontrol por ende cumplen su natalidad
al 100%, siendo asi que el valor de P= 6.165e-06, sin embargo se considerd que la informacién
obtenida no representa similitud entre las medias de los tratamientos como lo dictamind nuestra
hipdtesis alternativa; es decir existe diferencia entre los tratamientos empleados sin considerar
las dosis aplicadas pudiendo concluir que el hongo -Metarhizium spp- independientemente de
la concentracion empleada tiene un mejor desempefio que -Beauveria bassiana-.

Figura 19
lustracion de caja de bigotes

Caja de Bigotes

Tratamiento Beauveria bassiana £ Control 3 Metarhizium spp.
| |
| |
7.51
[1}]
[}
=
$50-
=
)
m
0
-]
o
251
0.0
Beauveria bassiana Control Metarhizium spp.
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Fuente: Autoras (2023)
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Al emplear la misma métrica que en el caso anterior, se procedié a comparar las dosis
empleadas en cada una de los tratamientos, es decir se verifico si existen diferencias entre las
dosis de los diferentes hongos, es asi que al realizar el test de Kruskal Walls se obtuvieron P =
5.396 e-® y P = 0.001308, esto al realizar los tests considerando los grupos de control y sin
considerar el grupo de control respectivamente, lo cual puede respaldarse con las imagenes a
continuacion, al igual que en el caso anterior se puede concluir que existen diferencias entre
los diferentes tratamientos a diferentes dosis, por lo tanto se acepta la hipotesis alternativa.
Figura 20

Test de Kruskal Walls representadas mediante gréaficas de caja de bigotes
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Nota: Para la realizacion de esta grafica se consideraron los testigos.

Fuente: Autoras (2023)
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Figura 21
Test de Kruskal Walls representadas mediante graficas de caja de bigotes
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Nota: Para la realizacion de esta grafica se omiten los testigos.
Fuente: Autoras (2023)
4.6.3 Interpretacion de resultados

Primero se realizé un test de normalidad tanto con ausencia y presencia del testigo (\Ver
en Fig. 15, Fig.16, Fig. 17 y Fig. 18), en el que se evidencio que los datos no son normales, al
no evidenciar normalidad se realiz6 un test de Kruskal Walls (Ver figura 19), en el cual
pudimos observar que no existié similitud entre las medias de los tratamientos, es decir existio
diferencias entre los tratamientos empleados sin considerar la dosis aplicada; pudiendo concluir
que el hongo -Metarhizium spp- ataca de mejor manera al patdgeno que -Beauveria bassiana-

. A continuacién, se realiz6 otro test de Kruskal Walls para comparar las dosis empleadas de
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los diferentes tratamientos, es decir si existieron diferencias entre las dosis, concluyendo que

existen diferencias entre los diferentes tratamientos a diferentes dosis (Verse en figura 20).
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CAPITULO5
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 Conclusiones

Con la presente investigacion se planted determinar la efectividad de los biocontroles
obtenidos a partir de los hongos entomopatégenos -Beauveria bassiana- y -Metarhizium spp.-
frente a las pupas de la mosca de la fruta en -Psidium friedrichsthalianum L-., con lo cual se
pudo concluir que es una excelente alternativa para el control de la misma, ademas de ser
sustentable y sostenible con el ambiente y la salud humana.

Por otro lado, se pudo evidenciar en cuanto a las dosificaciones aplicadas en los
tratamientos a partir de los hongos entomopatégenos en ambos casos, que la concentracién
1x10° fue la que mas inhibi6 el crecimiento del patdgeno demostrando ser la mas efectiva para
combatir a la mosca de la fruta en guayaba.

Finalmente, en base a analisis estadisticos aplicados se determiné la efectividad de -
Beauveria bassiana- en un 61.66 % y -Metarhizium spp- con un 80% de frente a la mosca de
la fruta, teniendo como resultado que el hongo -Metarhizium spp- es mas eficiente ya que inhibe
el desarrollo de un mayor numero de pupas.

5.2 Recomendaciones

e Realizar investigaciones previas acerca de los temas que se abordan en el presente
estudio, con el objetivo de aplicar una metodologia adecuada dependiendo el campo de
estudio y por ende alcanzados resultados confiables.

e Se recomienda realizar los medios de cultivos de los hongos en tubos de ensayo para
reducir el indice de contaminacion y obtener una mayor concentracién de esporas.

e Se sugiere realizar un esquema donde se incluyan los diferentes métodos estadisticos
para elegir el test mas acorde de acuerdo a los datos obtenidos en la investigacion y asi

lograr un resultado confiable.
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e Se propone llevar a cabo mas repeticiones de la aplicacion de los biocontroles para
generar mas informacién en cuanto al nimero de datos y obtener un resultado mas

fidedigno.
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ANEXOS

Anexo A. Recoleccion de los frutos de guayaba afectados por la mosca de la fruta.

Nota: Los frutos que fueron recolectados para esta investigacion se encontraban en la superficie del
area del cultivo.

Anexo B. Tamizado del suelo para usar en cada uno de los tratamientos

T o
WS
S
N

b ety

Nota: Un menor tamafio en las particulas del suelo permite una mejor apreciacion de las pupas.
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Anexo C. Almacenamiento de los frutos de Psidium friedrichsthalianum L. en cajas

Nota: Se controlaron factores como humedad y temperatura para garantizar el desarrollo de

las larvas.

Anexo D. Fase de desarrollo y crecimiento de las moscas de la fruta
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Nota: Una vez obtenido un nimero adecuado de moscas de la fruta, estas se alimentan de las frutas de

guayaba y ovipositan mas huevos, por lo tanto se obtiene un mayor nimero de pupas.
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Anexo E: Larvas en estado previo a empupar

Nota: A través de suaves movimientos las larvas se entierran a una profundidad aproximada de 3 cm.

Anexo F: Luego de 20 dias las larvas llegan a la fase de pupa y son recolectadas.

Nota: Las pupas son clasificadas en recipientes independientes para la posterior aplicacion del

bioinsumo.
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Anexo G: Preparacion del medio PDA para los cultivos in vitro.

Nota: El medio PDA contiene sustratos idéneos para el normal desarrollo de los hongos

entomopatdgenos.

Anexo H: Preparacion de las cajas de Petri y siembra de los hongos entomopat6genos.

Nota: En cada caja de Petri se adicionaron 10 ml del medio PDA.
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ANEXO I : Hongos entomopat6genos sembrados, sellados y rotulados para su posterior incubacion.

Nota: Los cultivos fueron separados en bolsas plasticas herméticas para evitar cualquier tipo de

contaminacion.

ANEXO J: Incubacion de los cultivos a 25 °C

| —_—_

Nota: Los hongos fueron incubados por 7 dias, luego de ese tiempo se pudieron evidenciar la

presencia de colonias.



76

ANEXO K: Formacion de colonias de: a) -Metarhizium spp- y b) Beauveria bassiana

Nota: Una vez que se obtiene gran cantidad de colonias se proceder a realizar las diluciones
correspondientes.

ANEXO L: Raspado de colonias

a. b.
Nota: a) Raspado de colonias del cultivo de -Metarhizium spp- b) Raspado de colonias del cultivo de
-Beauveria bassiana-.

ANEXO M: Filtrado de los medios de cultivos.
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Nota: una vez obtenida la solucion procedente del raspado de las colonias, es filtrado con la finalidad

de eliminar residuos del medio a) -Metarhizium spp- b) -Beauveria bassiana-.

ANEXO N: Preparacion y carga de muestras sobre la cdmara Neubauer

Nota: sobre la cAmara de Neubauer se depositaron 10 pl, dicho volumen se desplaza hacia la cdmara

debido a la capilaridad que posee.

ANEXO O: Recuento de esporas en la cAmara de Neubauer.

Nota: Una vez depositadas las muestras en la cAmara de Neubauer estas son observadas a

través del microscopio para determinar la concentracion de esporas.
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ANEXO P: Formulacién de los biocontroles.

a.

Nota: Los biocontroles fueron almacenados en atomizadores para facilitar la aplicacion de los mismos

mediante técnicas de aspersion.

ANEXO Q: Preparacion de los tratamientos para el desarrollo de la fase experimental.
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Nota: En cada uno de los vasos fueron depositadas 10 pupas para la obtencion de datos.

ANEXO R: Aplicacion de los biocontroles sobre cada uno de los tratamientos a diferentes

concentraciones.

Nota: Las aplicaciones se realizaron mediante aspersion para conseguir una distribucion uniforme del
producto adicionado.

ANEXO S: Identificacion de la mosca de la fruta en el estereomicroscopio

Nota: El estereomicroscopio es un equipo especial para especies e insectos que permite obtener
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iméagenes tridimensionales.

ANEXO T: Identificacion de alas de la mosca -Anastrepha obliqua-

Nota: Para identificar las alas del insecto se observaron las bandas Costal, Sy V

ANEXO U: Identificacion del térax de la mosca -Anastrepha obliqua-

N

Nota: Segun la guia de reconocimiento del autor se observaron similitudes en las bandas verticales.

ANEXO U: Aplicacién de los biocontroles
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ANEO V: Resultados obtenidos de la aplicacion del biocontrol a partir de -Beauveria bassiana-
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