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RESUMEN

El minador de hoja Liriomyza huidobrensis es una plaga foliar causante de
grandes problemas en varios cultivos en el Ecuador y a nivel internacional. En el
presente estudio, y usando bioensayos de la plaga en cautiverio, se evaluo la eficacia de
control usando ocho hongos entomopatdgenos, colectados en la provincia de Pichincha,
Quito, Ecuador, en la finca Florisol, ubicada en la parroquia de Chavezpamba. Se
utilizaron dos cepas de Isaria sp. (antiguamente conocido como Paecilomyces sp.), una
cepa de Purpureocillium sp. (antiguamente conocido como Paecilomyces lilacinus) dos
de Beauveria sp, una de Lecanicillum sp. y dos de Trichoderma sp. Aqui, se prepard un
inoculo a una dosis de 1x108esporas/mL preparadas por dilucion seriada, en frascos de
350 mL de vidrio en donde se colocaron previamente 20 moscas adultas de la especie
mencionada. EI nimero de moscas muertas a las 24, 48 y 72 horas, y en cantidad de
moscas con presencia de micelio fueron evaluadas. Los mejores tratamientos para el
control de Liriomyza huidobrensis con respecto a la presencia de micelio fueron las
cepas Beauveria sp. B1, con un porcentaje de control del 80%, seguida por Beauveria
sp. 2, con un porcentaje de control del 70%, y con respecto a la mortalidad a las 24, 48 y
72 horas de aplicacion del bioinsecticida, destacaron los tratamientos T1 (Trichoderma
sp.), T2 (Trichoderma sp.) y L1 (Lecanicillium sp.). En el estudio se descubrié moscas
minadoras con presencia de micelio de Trichoderma, tanto de la cepa T1 como de la
cepa T2, por lo que se recomienda continuar con el estudio y probar el mismo en

condiciones de campo.

Palabras clave: hongos entomopat6genos, laboratorio, Liriomyza huidobrensis, control,

floricultura, manejo integrado de plagas.



ABSTRACT

The leaf miner Liriomyza huidobrensis is a foliar pest that causes great problems
in various crops in Ecuador and internationally. In the present study, and using
bioassays of the plague in captivity, the control efficacy was evaluated using eight
entomopathogenic fungi, collected in the province of Pichincha, Quito, Ecuador, at the
Florisol farm, located in the parish of Chavezpamba. Two strains of Isaria sp. (formerly
known as Paecilomyces sp.), a strain of Purpureocillium sp. (formerly known as
Paecilomyces lilacinus) two from Beauveria sp, one from Lecanicillum sp. and two of
Trichoderma sp. Here, an inoculum was prepared at a dose of 1x108 spores / mL
prepared by serial dilution, in 350 mL glass flasks where 20 adult flies of the mentioned
species were previously placed. The number of flies killed at 24, 48 and 72 hours, and
the number of flies with the presence of mycelium were evaluated. The best treatments
for the control of Liriomyza huidobrensis with respect to the presence of mycelium were
the Beauveria sp. B1, with a control percentage of 80%, followed by Beauveria sp. 2,
with a control percentage of 70%, and with respect to mortality at 24, 48 and 72 hours
of application of the bioinsecticide, the treatments T1 (Trichoderma sp.), T2
(Trichoderma sp.) and L1 (Lecanicillium) stood out. sp.). In the study, mining flies with
the presence of Trichoderma mycelium were discovered, both from the T1 strain and
the T2 strain, so it is recommended to continue with the study and test it under field

conditions.

Keywords: entomopathogenic fungi, laboratory, Liriomyza huidobrensis, control,

floriculture, integrated pest management.
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I.  INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del problema

El minador de hoja Liriomyza huidobrensis es una plaga causante de varios
problemas en el cultivo de crisantemo, tales como la defoliacion de las hojas de las
plantas por el exceso de lesiones en la hojas por los puntos de alimentacion del adulto y
de posturas de huevos. Estos pequefios dipteros de la familia Agromyzidae atacan a
diferentes cultivos, ovopositando en las hojas de los mismos como en los crisantemos, y
la gypsophilla, pero también atacan a diversas hortalizas y otras ornamentales. Entre los
cultivos con mayores perdidas econdémicas producidas por este insecto estan la lechuga,
la remolacha, el crisantemo, la espinaca, el guisante, el haba, el ajo, el pimiento y la
papa (patata). Dentro de los cultivos que son atacados por esta plaga esta el crisantemo
(Chrysantemum sp.), gerberas (Gerbera L.) y apio (Apium graveolens), entre otros
(Pefia, 1988; Morgan et al., 2000).

Liriomyza huidobrensis en su ciclo de vida tiene dos etapas en las que causa
dafo directo en el cultivo del crisantemo: en primer lugar, cuando la hembra ovoposita
en el haz de la hoja, un huevo, del cual emerge una larva al cabo de 3 a 6 dias,
dependiendo de la época del afio y de la temperatura (Lizarraga, 1990). Posteriormente
la larva procede a comerse el interior de las hojas con sus ganchos cefalofaringeos,
caracteristicos de las larvas de dipteros durante aproximadamente 10 a 13 dias, haciendo
asi unas galerias en el interior de las hojas. Estos dafios, son notorios para la planta, ya
que reducen su capacidad fotosintética, y en el caso del crisantemo, se deben retirar las
hojas que presenten “minas” o galerias hechas por las larvas de minador para poder
exportar y, dependiendo del pais de destino, se tienen politicas rigidas acerca del
minador en las cajas de crisantemos. Ademas, las hembras adultas pinchan las hojas con
el ovopositor para alimentarse de la savia, causando también un posible foco de
infeccidn o de entrada para otros agentes patdgenos (De la Cruz, 1989; Silva et al.,
2019).

1.2 Justificacion

La floricultura en el Ecuador es uno de los sectores agricolas de exportacion mas

importantes del pais, con un total de 874 millones de dolares en exportaciones en el afio
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2019, representando casi el 1% del PIB (Producto Interno Bruto) total del Ecuador
(Expoflores, 2019). La floricultura en la sierra ecuatoriana tiene una gran importancia,
con una superficie cosechada de aproximadamente 4,300 hectareas distribuidas entre
casi 870 productores (INEC, 2002). Adicionalmente, el sector genera aproximadamente
110,000 puestos de trabajo, de forma directa e indirecta (Asobanca, 2021), son un
promedio de 11 trabajadores por hectarea en este tipo de explotacién. Cabe mencionar

que, de estos trabajadores, el 51% aproximadamente son mujeres (Proecuador, 2019).

Dentro de este sector agricola en el Ecuador, los crisantemos representan el
0.62% del total de flores exportadas en el afio 2019 (Expoflores, 2019). Ademas, ya que
Liriomyza huidobrensis también es una plaga de importancia en el cultivo de
gypsophila, se debe considerar que este cultivo representd igualmente en el afio 2019
alrededor del 8% de todas las exportaciones de flores de ese afio. Entonces se esta
considerando una plaga que afecta alrededor del 9-10% de todas las exportaciones
floricolas del pais, sin considerar al resto de ornamentales y hortalizas a las que afecta.
Esta plaga no altera directamente la produccion, ya que esta controlada debidamente
para no obtener pérdidas, pero varios paises importadores de este producto exigen al
exportador ecuatoriano la completa erradicacion de la presencia de este minador en el
producto final, y no solamente en el crisantemo, sino en otros productos agricolas de
exportacion. Por ende, se deben tomar medidas para controlar la plaga y alternativas
para minimizar los costos de aplicacion para su control. Se utilizan diferentes medidas
para su control, entre estas las aspiraciones periddicas en cultivo, que consisten en la
utilizacion de aspiradoras de mochila para “absorber” las moscas que estén en el cultivo
en ese momento, ademas de aplicaciones de insecticidas a base de dimetoato
(organofosforado), imidacloprid (neonicotenoide), cyromazina, abamectina y spinosad,
que son productos con una alta toxicidad y residualidad, por lo que son considerados
contaminantes, ademas de ser caros y causantes de que los minadores generen
resistencias (Ferguson, 2004). Ademas, se debe mencionar que para el control de esta
plaga se realizan labores culturales tanto en crisantemo como en gypsophila de
erradicacion manual, que consiste en identificar visualmente por parte de los
trabajadores las hojas de las plantas que presenten galerias o picaduras de adultos para
eliminarlas, causando esto que el costo para su control se incremente de forma

considerable.
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Por consiguiente, la realizacién de este estudio no solamente pretende evaluar la
eficacia de los hongos entomopatdgenos para el control de esta plaga, sino que presenta
la importancia del control bioldgico, presentandolo como una herramienta importante
aparte de las aplicaciones quimicas, y no solamente como una posible alternativa de
control (de la mano con otras labores como la aspiracién) para el productor de
crisantemo, sino también para control de la plaga en gypsophila y en la gran cantidad de
hortalizas (apio, cebollin, lechuga, etc.) (Valenzuela, 2010) que también sufren el ataque
de esta plaga. Ademas de una reduccion de costos tanto en mano de obra como en
insumos quimicos como los insecticidas utilizados en grandes cantidades. Asi también,
como ya se menciond anteriormente, se reducira el impacto ambiental con la
disminucion del uso de estos insecticidas quimicos, ademas de una menor necesidad de
utilizacion de equipos de proteccién por parte de los fumigadores, y posibles periodos
de rotacion mas largos, ya que los periodos de rotacion actuales son de 3 meses

aproximadamente (Fait et al., 2004).

Il.  MARCO TEORICO

2.1 Descripcion del crisantemo (Chrysanthemum spp., Dendranthema spp.)

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Familia: Asteraceae

Género: Chrysanthemum o Dendranthema

El crisantemo es una planta de dia corto que se adapta muy bien cuando se
cultiva en invernaderos, con un periodo de cosecha de 3 meses aproximadamente. La
floricultura, con sus técnicas de produccion masiva de plantas, tiene una gran cantidad
de herramientas que permiten utilizar las variedades apropiadas para que florezcan en
distintas épocas del afio (Consultora profesional Agraria Sur, 2002). Las condiciones
necesarias son exposicién a mas horas/luz, ya que, al ser un cultivo de dia corto, florece
rapidamente sin presentar un buen crecimiento vegetativo para su venta. Los
crisantemos cultivados a nivel mundial son mucho mas llamativos que sus parientes
silvestres. Las flores tienen formas variadas, como pompones o botones, con diferentes

colores (rojo, amarillo, blanco, verde, etc.) y aroma ligero (Shi et al., 2011).
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Los requerimientos agrondmicos del crisantemo, de suelo, humedad relativa,
temperatura, horas/luz, son mencionados por Garcia (2014), en su Manual del
Crisantemo, ocupando esta flor el 25.5% de la produccion nacional floricola de México.
Con respecto a los requerimientos del suelo, menciona la necesidad de un suelo con un
50% de tierra, 30% de agua y 20% de aire, con el uso opcional recomendado de materia
organica, como la cascarilla de arroz, con un pH del suelo entre 6.2 a 7.0. La humedad
del suelo y del ambiente en las edades tempranas de la planta debe ser alta (65-70%)
para un optimo desarrollo de las mismas, y reducirla periédicamente con respecto a la
edad del cultivo, evitando asi el desarrollo de hongos fitopatogenos. Con respecto a las
horas de luz que debe recibir el crisantemo, recomienda un fotoperiodo de al menos 14
horas de luz para evitar la floracion temprana en las plantas. En cuanto a la preparacion
del terreno, se debe realizar un subsolado, volteado, rastreo, nivelado, trazado de camas
y desinfeccidn del suelo previo a la siembra. La siembra de las variedades dependera de
la demanda del mercado, de la disponibilidad de proveedores de variedades y de la
capacidad productiva de la plantacion. Esta época de siembra deberd ir acorde a las
épocas de alta demanda, para que asi coincidan las celebraciones con mayor demanda
con la cosecha de las variedades demandadas, asi como las fechas de San Valentin,
Semana Santa, dia de la madre, entre otras fechas de importancia para la venta de flores
(Gaytan et al., 2006).

2.2 Descripcion, problemética y alternativas de control de Liriomyza huidobrensis

Reino: Animalia

Filo: Arthropoda

Clase: Insecta

Orden: Diptera

Familia: Agromyzidae

Género: Liriomyza

Especie: Liriomyza huidobrensis

El adulto es una pequefia mosca de color negro con pequefias manchas amarillas
en el toérax y abdomen, de entre 1.5 a 2,5 mm de longitud. La hembra de esta mosca se
diferencia del macho por presentar un ovopositor prominente al final del abdomen, y ser
de mayor tamafio (Prando y Da Cruz, 1986; Steck, 1999). La hembra utiliza su

ovopositor para realizar perforaciones en la hoja, inoculando un huevo por cada
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perforacion (Figura 1). La ovoposicion la realiza en el enves de las hojas,
probablemente para proteger los huevos de los rayos solares. Generalmente en el haz de
las hojas del crisantemo las hembras realizan perforaciones conocidas como "picaduras

de alimentacion™ con la ayuda del ovopositor. Después absorbe el jugo de la planta que

queda expuesto posterior a la picadura con su proboscis (Lépez et al., 2016).

Figura 1: a) adulto de Liriomyza huidobrensis (Imagen obtenida de: agriculturers.com); b) picaduras de
adulto en zona superior izquierda y en nervadura central de la hoja ocasionada por Liriomyza
huidobrensis en hoja de crisantemo (Fotografia de autoria propia tomada en finca Florisol.); ¢) galerias
de larva de Liriomyza huidobrensis en hoja de crisantemo (Fotografia de autoria propia tomada en

El huevo con forma ovalada, ligeramente alargado, sin ornamentos y de color
opaco lechoso mide entre 0.29 a 0.16 mm de largo. La larva tiene una longitud de 3 mm
aproximadamente, dependiendo de su estadio larval y de la calidad y cantidad de
alimento que haya ingerido. Los ganchos cefalofaringeos son medidos para determinar
el estadio larval en el que se encuentra una larva de Liriomyza huidobrensis, que en el
primer estadio miden aproximadamente 0.125 mm, 0.216 mm en el segundo y 0.310
mm en el tercero. El Gltimo estadio cuenta con dos fases, una de alimentacion dentro de
la hoja y otra de post-alimentacion (periodo prepupal), realizado generalmente en el
exterior de la hoja (Lizarraga, 1990). La larva es blanquecina, cilindrica, sin patas ni
0jos. Construye "minas” o galerias con direccion aleatoria y serpenteante en el interior
de la hoja, de la cual consume el clorénquima (Figura 1c). Es bastante activa y prefiere
alimentarse a lo largo de las nervaduras del foliolo de la hoja (Aguilera, 1972).

Segun Chirinos et al., (2014), existen alternativas para el control de minador en
el cultivo de cebollin (Allium fistulosum L.), estudiando la poblacion del insecto plaga

sin el uso de insecticidas. En este estudio demostraron la efectividad de los parasitoides
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naturales de la plaga Liriomyza trifolii para el control de su poblacién, dejando claro
que existen mejores opciones de control que el mero uso de insecticidas, ya que estos
van generando resistencia periédicamente en los minadores, llegando a ser
completamente obsoletos para el control del mismo. También existe la posibilidad de
implementar un modelo matematico para controlar qué cantidad de mosca minadora hay

presente en un cultivo (Hernandez et al., 2009)

Igualmente, existen otras alternativas dentro del Manejo Integrado de Plagas,
como la utilizacién de trampas pegantes de color amarillo especificas para esta especie
de minador, para su monitoreo y conocimiento poblacional en la explotacién, ademas de

la reduccidn de su poblacion (Robin y Mitchell, 1987; Gémez y Rodriguez, 2016).

Segln una publicacién de Huerta et al., (2003), las condiciones fitosanitarias del
cultivo del crisantemo determinan el precio de esta flor, por su apariencia y por los
costos utilizados para su produccion. Este cultivo en la region de Texcoco, México, es
afectado por varias plagas, entre ellas el minador de la hoja Liriomyza spp. En esta
region se combate la plaga utilizando plaguicidas sintéticos y no se consideran otros
métodos, por lo que en este estudio se probd el uso de la aspiradora entomoldgica. Los
resultados del estudio indican que los dafios por marcas de alimentacion fueron 23,72%
menores con el uso de la aspiradora que con el de ciromazina, y los dafios por minas
fueron 72,72% menores con el uso de la aspiradora que con las aplicaciones de
insecticida. Econdmicamente, el costo de las aplicaciones de insecticidas con respecto a
las aspiraciones fue alrededor de 13% mayor.

2.3 Control biolégico usando hongos entomopatdgenos

En la investigacion realizada por Aguilar et al., (2012) se aborda la importancia
de los hongos entomopatdgenos para el control de diversas plagas en diferentes cultivos.
En el estudio se menciona que, cominmente, el control de insectos plaga se realiza
mediante la aplicacion sistematica de insecticidas con alta toxicidad para el ser humano
y el medio ambiente, y se propone el uso de diversos hongos entomopatdgenos para
evitar el uso masivo de este método quimico de control. Existen varias alternativas para
combatir diversas plagas, como la utilizacion de algunas bacterias con propiedades

entomopatogenas, ademas de los hongos entomopatégenos, como Beauveria bassiana,



18

Metarhizium anisopliae, Nomuraea rileyi, Isaria fumosorosea (anteriormente conocido
como Paecilomyces fumosoroseus), y Lecanicillium lecanii (anteriormente conocido
como Verticillium lecanii). También hacen mencion a diversas familias de viroides

capaces de controlar poblaciones de insectos plaga en los cultivos.

Los hongos entomopatdgenos tienen caracteristicas que les permiten vivir como
parasitos dentro y sobre sus hospedadores insectos, y de forma saprofita sobre material
vegetal en proceso de descomposicién (Giraldo, 2009). Al tener este tipo de
comportamiento saprofito, se hace posible la reproduccién de estos hongos
entomopatogenos en laboratorio para su utilizacion en campo como controlador
bioldgico de varias plagas agricolas. De forma general, se menciona la accién de estos
hongos para controlar las plagas en (Anexo A). Una vez que entran en contacto las
esporas o conidias del hongo con el hospedero, estas germinan y comienzan a formar
sus respectivos apresorios y estructuras de penetracion, para una vez colonizado el
interior del insecto, el hongo inicie su reproduccién nuevamente generando esporas y
estructuras reproductoras. La forma de dispersion de las esporas del hongo se puede
realizar por medios de contaminacién a traves del viento, suelo, agua, lluvia o contacto

entre insecto enfermo con sanos (Pucheta et al., 2006).

Esta infeccidn ocurre por las propiedades fisicas y quimicas de las cuticulas de
los insectos, algunos de los cuales poseen receptores de glucoproteinas especificos para
las esporas (Aguilar et al., 2012). El proceso de accion ocurre una vez las esporas se
adhieren a la cuticula, comenzando su penetracién al interior del insecto por medio de
dos mecanismos: uno fisico, que es la presion ejercida por la estructura de penetracion,
y la segunda por un mecanismo quimico, el cual consiste en una accion enzimatica,
donde el hongo expulsa diversas enzimas como la lipasa, quitinasa o proteasa, para
degradar los tejidos en la zona de penetracion, causando descomposicion en esta. Una
vez dentro del insecto comienza la fase de colonizacidn, en la cual el hongo comienza a
formar sus hifas dentro del cuerpo del insecto, hasta causar la muerte de este. Una vez el
insecto muere, se reduce el area de ocupacion, el hongo comienza a formar nuevamente

sus estructuras de reproduccion.

La produccion de toxinas es otro mecanismo insecticida, por medio la
produccion de las dextruxinas, cuya toxicidad es muy alta en insectos, acaros y
nematodos, ya que inhiben la sintesis de ADN, ARN y proteinas en las células de los

insectos (Aguilar et al., 2012). Para conocer si es que un insecto esta infectado por un
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entomopatdgeno, este muestra sintomas, como la desorientacién, cambio en su
coloracion, la falta de alimentacidn y otros. También se menciona que la accion de estos
hongos entomopatogenos para el control de plagas es lenta, pero que depende de las
condiciones edafoclimaticas (humedad y temperatura especialmente) en las cuales se
utilice el hongo. Se menciona gque puede tardar hasta una semana en eliminar al insecto,
y se recomienda su uso con aplicaciones por introduccién, manipulacion ambiental o

por aumento inoculativo como bioinsecticida (Garcia y Gonzalez, 2010).

2.4 Beauveria sp.

Este hongo ataca a mas de 200 especies de insectos de diferentes 6rdenes,
incluyendo plagas de gran importancia agricola, entre las que estan la broca del café, la
palomilla del repollo y el picudo del platano (Géngora et al., 2009). La colonia de
Beauveria en PDA a los 14 dias es algodonosa a polvorienta, blanca y a medida que va
pasando el tiempo se vuelve amarillenta y cremosa. El revés es de color rojizo al centro
y amarillento alrededor. Se caracteriza por presentar conidiéforos sencillos. EI género
Beauveria esta compuesto por varias especies, de entre las cuales las mas estudiadas son

Beauveria bassiana y Beauveria brongniartii (Alean, 2003).

Este género posee hifas cenociticas, lisas, con las conidias formando densos
racimos irregularmente agrupados. Las fidlides se encuentran hinchadas en la base que
asemeja la estructura de un frasco globoso y se adelgazan hacia el raquis en forma de
zigzag. Las conidias son hialinas, con forma globosa o elipsoidal, con un tamafio entre
2.2 a 3 um de didmetro (Garcia et al., 2011).

Con respecto a Beauveria, Rios et al., (2020) mencionan la efectividad de
control de insectos plaga por parte de este entomopatégeno asociado con Metarhizium
anisopliae. Beauveria bassiana present6 un 84% de mortalidad para la mosca blanca
(Bemisia tabaci) y el pulgdn de las brasicas o de la col (Brevicoryne brassicae L.),
plaga en las hojas de lechuga, resultando ser mas efectiva con sus aplicaciones en el haz

que las realizadas en el envés.

2.5 Lecanicillum sp.

Monzon (2001) menciona que este hongo ataca con frecuencia tanto a afidos y
escamas en zonas tropicales y subtropicales. Ademas, se ha encontrado sobre insectos
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del orden Coledptera, Diptera, Himendptera y sobre algunas especies de acaros. Los
insectos infectados por este hongo presentan un micelio blanguecino. Este hongo en
medio PDA presenta un color blanco amarillento compacto y revés amarillo intenso.
Los conididforos de las especies de Lecanicillum son poco diferenciados de las hifas
vegetativas, las fialides estan en forma de verticilos de dos a seis, en parejas o solitarias
sobre hifas o apicalmente sobre cortas ramificaciones, son ligeramente anchos en la
base y van adelgazando hacia la punta. Las conidias de Lecanicillum lecanii son
pequefas, hialinas cilindricas o elipsoidales y redondeadas en sus extremos. Son
uniformes en cuanto a forma y tamafio dependiendo del aislamiento. Estas conidias
nacen en forma de gotas filamentosas o en cadenas, salen del extremo de las fidlides en
grupos formando cabezuelas. Miden desde 2 a 4 por 1 a 1.5 um (Alean, 2003; Cafiedo y
Ames, 2004).

2.6 Isaria sp. y Purpureocillium sp.

Canedo y Ames (2004) presentan reportes de cinco especies de Paecilomyces
infectando ocho especies de insectos. Las infecciones causadas por Isaria fumosorea
(anteriormente conocido como Paecilomyces fumosoroseus) son de color rosado palido,
mientras que en Purpureocillium lilacinum (anteriormente conocido como
Paecilomyces lilacinus) son de color violeta claro. La especie mas importante de este
género es Isaria fumosorea. Sus colonias son inicialmente de color blanco en medio
PDA, luego adquieren el tinte rosado caracteristico. El revés de la colonia es al
comienzo ligeramente amarillento, pero a medida que pasa el tiempo se vuelve de color
anaranjado intenso. Sus conidioforos son generalmente terminales, pero también se
pueden forman en cualquier parte del micelio. Llegan a medir hasta 100 um de largo y
1.5 a 3 um de diametro. Sus fialides presentan grupos compactos de tres a seis con
forma de botella, midiendo de 5a 7 um de largo y 2.5 a 3 um de didmetro, menor en el
extremo superior. Las conidias de este género son cilindricas a fusiformes con extremos
redondeados, con dimensiones de 3 a 5 por 1 a 2 um, observandose en cadenas (Cafiedo
y Ames, 2004).

2.7 Trichoderma sp.

Lorito (2006), menciona que Trichoderma harzianum es un hongo antagonista

con caracteristicas de control y prevencion bioldgica para el control de enfermedades
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fangicas que afectan a varios cultivos de importancia econdémica. Este hongo estimula el
crecimiento y desarrollo vegetativo de plantas jovenes. Ademas, coloniza las raices de
las plantas, evitando que otros hongos infecten la raiz. Normalmente se utiliza este
hongo como un agente de biocontrol de prevencion, preparando a la planta ante
cualquier posible infeccion fungica, y si ya se ha producido la infeccidn, la accion del
hongo Trichoderma proporciona a la planta una ayuda fundamental para superar dicha

infeccion, llegando en algunos casos a controlarla.

La mayoria de las colonias de Trichoderma en su inicio tienen color blanco, que
se tornan a verde oscuro o amarillento con la densa esporulacion del hongo. Los
conidioforos son ramificados, con aspecto de arbol pequefio, que se presentan como
penachos compactados formando anillos con un sistema de ramas irregular de manera
piramidal. Estos terminan en fialides donde se forman las conidias, de gran tamafio, con
aproximadamente entre 3 a 5 um, con forma circular u ovalada (Benites y Marroquin,
2015).

El trabajo realizado por Infante et al., (2009) menciona los mecanismos de
accion de los hongos antagonistas, en este caso Trichoderma, contra otras especies de
hongos fitopatdgenos. Los mecanismos utilizados son el micoparasitismo, parasitando
las hifas de otros hongos, la competencia por espacio y nutrientes, la antibiosis,
produciendo antibioticos fungotoxicos, y la simbiosis con bacterias del suelo y las raices

de la planta.

Segun Chavez (2007), Trichoderma sp., es uno de los hongos mas empleados en
la agricultura en los ultimos afios ya que es un excelente antagonista de hongos
fitopatdgenos del suelo, actuando por competencia por espacio y nutrientes, ademas de
produccion de toxinas con propiedades antibacterianas. Asimismo, este hongo es
relativamente facil de propagar, es inocuo para el ser humano y presenta buenos
resultados, tanto como antagonista como inductor de crecimiento en las plantas

inoculadas, asi como también inductor de resistencia para las mismas.

Cabe mencionar que segiin Martinez et al., (2013), dentro del género
Trichoderma también existen especies y cepas diferentes con funciones de controlador
bioldgico sobre nematodos y no solamente sobre hongos de suelo, sino también sobre
hongos causantes de enfermedades foliares, ademas de los beneficios mencionados

anteriormente de Trichoderma sp., en su uso para la proteccién de los cultivos. Se
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menciona en esta investigacion que Trichoderma tiene una tasa de crecimiento
acelerada en general, ademas de una alta produccion de conidias y esporas, incluyendo
una amplia gama de produccion de enzimas, que les permite una alta adaptabilidad para

muchos suelos agricolas y otros ambientes.

I1l.  OBJETIVOS E HIPOTESIS

(Hernéndez y Mendoza, 2018).

e General
o Determinar la capacidad insecticida de los hongos entomopatdgenos
Isaria, Purpureocillium, Beauveria, Trichoderma y Lecanicillium para el
control de minador en el cultivo de crisantemo.
e Especificos
o Comparar la eficiencia de control entre los diferentes entomopatogenos
cuantificando la mortalidad de los insectos en diferentes periodos de
tiempo.
o Comparar la eficacia de control entre los diferentes entomopatdgenos
utilizando el crecimiento de micelio en los insectos muertos.
e Hipdtesis
o Los diferentes entomopatdgenos presentan un control eficaz del minador

(Liriomyza huidobrensis) en el cultivo del crisantemo
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En la figura 2 se explica la sustitucion de los nombres de las cepas utilizadas en

este estudio que, por simplificacion, se decidié cambiar los nombres de las cepas por

codigos.

CcODIGO GENERO CEPA FUENTE
Bl Beauveria BSB aislado previamente por (Fonte Cuascota, 2021)
B2 Beauveria BMHR aislado previamente por (Fonte Cuascota, 2021)
T1 Trichoderma T. Ensayo |aislado de ensayo de finca Florisol
T2 Trichoderma TSO2 aislado de suelo de finca Florisol
P1 Purpureocillium Pacelotyc |aislado de producto Pacelotyc
P2 Isaria PM2 asilado de producto Mayestik
P3 Isaria PMHB aislado previamente por (Fonte Cuascota, 2021)
L1 Lecanicillum Lecal aislado de producto Lecanityc

Figura 2: Tabla de asignacion de cddigos para las diferentes cepas utilizadas en la experimentacion.

Elaboracién: propia autoria.
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Conidioéforos terminales. Llegan a
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h) Isaria sp.
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Figura 3: a) Vista arriba, vista abajo, microscopia y descripciéon de L1; b) Vista arriba, vista abajo,
microscopia y descripcion de T1; ¢) Vista arriba, vista abajo, microscopia y descripcion de T2; d) Vista
arriba, vista abajo, microscopia y descripcion de B1; e) Vista arriba, vista abajo, microscopia y
descripcién de B2; f) Vista arriba, vista abajo, microscopia y descripcion de P1; g) Vista arriba, vista
abajo, microscopia y descripcion de P2; h) Vista arriba, vista abajo, microscopia y descripcion de P3.
Fotografias de autoria propia tomadas en finca Florisol.

4.2 Manejo del Experimento

4.2.1 Preparacion de los hongos entomopatgenos

Cada cepa de hongo entomopatégeno fue reactivada mediante su siembra en
platos Petri con medio PDA (Papa Dextrosa Agar) previamente autoclavados y
cultivada en sus condiciones ideales, siendo esta una temperatura promedio de 28°C +
2, con una humedad relativa promedio de 60% + 5% y un ciclo de luz/oscuridad de 6/18
horas para Lecanicillum y Beauveria, 5/19 horas para Paecilomyces (Isaria sp.y
Purpureocillium sp), y 14/10 horas para Trichoderma. Pasados entre 7 a 10 dias de su
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siembra en las platos Petri con PDA, se procedid a realizar la dilucion seriada para la
aplicacion de las soluciones con esporas a las moscas minadoras (Anexo B). La dilucion
seriada fue preparada en primer lugar con las cajas madre (platos Petri con los hongos
sembrados; Figura 3) de los hongos a utilizar, en este caso los 8 hongos diferentes, con
la aplicacion de 10 mL de Tween (coadyuvante) al 0.5% en las platos Petri dentro de la
camara de flujo laminar para evitar contaminacion cruzada (Avila, 2000). Las
diluciones de Trichoderma fueron preparadas en la camara de flujo laminar de
Trichoderma, ya que este hongo es muy agresivo e invasivo, para evitar contaminacion.
Una vez aplicado el volumen de 10 mL de Tween en las cajas, se procedio a remover la
colonia con una espéatula de acero inoxidable para homogenizar las muestras (Anexo K).
Cada plato Petri de hongo fue removido con una espatula de acero inoxidable diferente
autoclavada para evitar contaminacion (Avila, 2000). Una vez se tuvo una muestra bien
homogenizada, se procedio a la extraccion de 1 mL de la solucion con una micropipeta,
para introducir este volumen en un tubo de ensayo con 9 mL de agua destilada
autoclavada. Este primer paso da como resultado una primera solucién de 1071
esporas/mL, por lo que se realizaron dos diluciones méas para obtener una solucion de
1073 esporas/mL. Una vez obtenido este nimero de esporas por mL, y realizado su
conteo en la cAmara de Neubauer, se procedio a la utilizacién de una formula de reajuste
de conteo de esporas, la cual dio como resultado una concentracion final de 108
esporas/mL. Una vez obtenidas estas concentraciones, se realizo la aplicacion de 1 mL
por cada frasco con malla que contenian las moscas (20 por frasco de 350 mL; Anexo
C). Se dejaron los frascos en cada cuarto de hongos para evitar contaminacion con las
condiciones de cada cuarto especificas para el desarrollo de cada hongo, y se conto el

total de moscas muertas a las 24, 48 y 72 horas.

4.2.2 Bioensayo de moscas en cautiverio

Para las unidades experimentales, se utilizaron frascos de 350 mL de vidrio, con
mallas anti-acaros y ligas elasticas para la sujecion de la malla en los frascos. Dentro de
cada uno de los frascos se introdujo previo a la moscas un cuadrado de 3x3 cm de papel
de cocina autoclavado sumergido en agua destilada, y 2 hojas de crisantemo
desinfectadas con alcohol de manera superficial. Se realizé el etiquetado para anotar en
este la cantidad de moscas muertas en cada periodo de tiempo. Se utilizaron en total 540

moscas recolectadas de los invernaderos de la plantacion. Las moscas fueron obtenidas
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de diferentes bloques de la finca por medio de los aspiradores de mochila, y con la

utilizacion de un aparato de captura realizado en finca (Figura 4).

Figura 4: a) trabajador realizando aspiraciones sobre cultivo de crisantemo de la mosca Liriomyza
huidobrensis; b) aparato utilizado para absorber los adultos de Liriomyza huidobrensis de la malla de la
aspiradora. Fotografias de autoria propia tomadas en finca Florisol.

Una vez todas las moscas estuvieron en sus respectivos frascos, con las
aplicaciones de los hongos ya realizadas, se tomaron las medidas de mortalidad a las 24,
48 y 72 horas. A los 4 dias (96 horas), todas las moscas ya habian muerto, y se realizo el
traspaso de estas a platos Petri con papel autoclavado de cocina y remojado en agua
destilada para el crecimiento miceliar de los hongos en este medio (Anexo L). A los 3
dias de sembradas las moscas en estas platos Petri con papel remojado en agua
destilada, ya se presentaron los respectivos micelios de los hongos en las moscas, por lo
que se procedio a sembrar ahora en nuevas platos Petri con medio PDA con gentamicina
para evitar el crecimiento bacteriano. A la semana de sembrados en estos platos Petri
con PDA con gentamicina, ya se presento crecimiento de colonias y se procedio a la

identificacion de los hongos crecidos en las cajas.

4.3 Métodos Estadisticos

Para el analisis estadistico de los resultados se utiliz6 un disefio experimental
DCA (Disefio Completamente Aleatorizado), con 3 repeticiones por tratamiento y 27
unidades experimentales en total (cada frasco con 20 moscas representa 1 unidad

experimental), con las variables de respuesta medidas como mortalidad en los diferentes
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tiempos de medicion (24h, 48h, 72h) y cantidad de moscas con presencia de micelio
(Figura 9). Se utilizo Excel para la aleatorizacion de los frascos con moscas para cada
tratamiento. Por cada tiempo de medicion de mortalidad y de presencia de micelio se
realiz6 un ANOVA y una prueba de Duncan. La prueba de significacion estadistica
utilizada para el analisis de resultados fue la prueba de Duncan con un nivel de o = 0.05,
cuyos valores de comparacion fueron estimados segun el valor Q de la tabla de Duncan
para 9 tratamientos y 18 grados de libertad, multiplicado por el valor Sy de cada uno de

los ANOVAS calculados, dando asi el valor de Duncan para las comparaciones.

V. RESULTADOS

5.1 Mortalidad

Con respecto a la mortalidad, en el (Anexo E) se presenta el resumen de todos
los resultados, ordenados segun repeticiones y tratamientos, y con las mediciones en sus
respectivas 24, 48 y 72 horas.

5.1.1 Mortalidad a las 24 horas
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Figura 5: Porcentaje de mortalidad a las 24 horas con dos rangos de significancia segun la prueba de
Duncan con un nivel de significancia de a = 0.05. ANOVA correspondiente (Anexo M) fue realizado
con los datos de numero de moscas muertas, (porcentajes ilustrativos), el cual dio NO
SIGNIFICANCIA entre tratamientos a las 24h, por lo que se utilizé la prueba de Duncan, ya que esta
prueba permite la realizacién de las comparaciones cuando F calculada < F tabular (Sanchez, 2018).
CV a las 24 horas de 34.19% (Ross, 2014). Media moscas muertas 9.11 (45.5% mortalidad total).
Elaboracion: propia autoria.
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Con respecto a la mortalidad a las 24 horas, en la Figura 5, se puede apreciar que
los hongos, tanto T1 (T. Ensayo) como L1 (Leca 1), presentan los datos de mortalidad
mas altos de todos los tratamientos, seguidos por T2 (TSO2). Se puede observar

también que los tratamientos T1, L1y T2 comparten el mismo rango “a”.

Las comparaciones realizadas en la prueba de Duncan a las 24 horas indicaron
dos rangos de significacion. Los tratamientos con menores promedios de mortalidad a
las 24 horas fueron P1 (Pacelotyc) y P2 (PM2), ocupando el segundo rango de

significacion (Anexo F).

5.1.2 Mortalidad a las 48 horas
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Figura 6: Porcentaje de mortalidad a las 48 horas con tres rangos de significancia segun la prueba de
Duncan con un nivel de significancia de o = 0.05. ANOVA correspondiente (Anexo N) fue realizado
con los datos de niUmero de moscas muertas, (porcentajes ilustrativos), el cual dio DIFERENCIA
ESTADISTICA entre tratamientos a las 48h, por lo que se utilizo la prueba de Duncan (F calculada > F
tabular) (Sanchez, 2018). CV a las 48 horas de 15.52% (Ross, 2014). Media moscas muertas 15.33
(76.67% mortalidad total). Elaboracion: propia autoria.

Con respecto a la mortalidad a las 48 horas, en la Figura 6, se puede apreciar que
los hongos, tanto T1 (T. Ensayo) como T2 (TSO2), presentan los datos de mortalidad
maés altos de todos los tratamientos, seguidos por L1 (Leca 1). Se puede observar

también que los tratamientos T1y T2 comparten el mismo rango “a”.

Las comparaciones realizadas en la prueba de Duncan a las 48 horas indicaron

tres rangos de significacion. Los tratamientos con menores promedios de mortalidad a
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las 48 horas fueron P1 (Pacelotyc), P2 (PM2) y el control, ocupando el tercer rango de

significacion (Anexo G).

5.1.3 Mortalidad a las 72 horas
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Figura 7: Porcentaje de mortalidad a las 72 horas con dos rangos de significancia segun la prueba de
Duncan con un nivel de significancia de o = 0.05. ANOVA correspondiente (Anexo N) fue realizado
con los datos de nimero de moscas muertas, (porcentajes ilustrativos), el cual dio NO
SIGNIFICANCIA entre tratamientos a las 72h, por lo que se utilizé la prueba de Duncan, ya que esta
prueba permite la realizacién de las comparaciones cuando F calculada < F tabular (Sanchez, 2018)..
CV alas 72 horas de 1.93% (Ross, 2014). Media moscas muertas 19.93 (99.63% mortalidad total).
Elaboracion: propia autoria.

Con respecto a la mortalidad a las 72 horas, en la Figura 7, se puede apreciar que
todas las moscas ya murieron entre las 48 y las 72 horas, por lo que los resultados son
exactamente iguales para todos los hongos, y diferentes para el control, ya que hubieron

2 moscas supervivientes a las 72 horas en la tercera repeticion del control.

Las comparaciones realizadas en la prueba de Duncan a las 72 horas indicaron
dos rangos de significacion. El tratamiento con menor promedio de mortalidad a las 72

horas fue el control, ocupando el segundo rango de significacion (Anexo H).
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5.2 Presencia de micelio en moscas muertas

120,00%

2

o

9 100,00% a abc

£ + T abcd

) a T

= o, T

= 80,00% bed

S -

=

Q@ — 60,00% bed

v = —_

S © cd

L -

S = 40,00% df

: [

©

2 20,00%

2 f

o 0,00% -+

=

-20,00% S
(JO

Tratamientos N=20

Figura 8: Porcentaje de crecimiento de micelio a las 96 horas de siembra en plato Petri con papel
autoclavado humedecido con agua destilada con cinco rangos de significancia segun la prueba de
Duncan con un nivel de significancia de a=0.05. ANOVA correspondiente (Anexo O) fue realizado
con los datos de presencia de micelio en moscas muertas, (porcentajes ilustrativos), el cual dio
DIFERENCIA ESTADISTICA entre tratamientos a las 96h de siembra, por lo que se utiliz6 la prueba
de Duncan (F calculada > F tabular) (Sanchez, 2018). CV a las 96 horas de siembra fue 51.74% (Ross,
2014). Media moscas con micelio 8.77 (44% total presentando micelio). Elaboracion: propia autoria.

Con respecto a la presencia de micelio a los 4 dias (96 horas) de siembra en
platos Petri con papel de cocina autoclavado, tanto en la Figura 8 como en (Anexo I) se
puede apreciar que los resultados de promedio y, por lo tanto, porcentaje mas altos

corresponden a las dos cepas B1 y B2, seguidas por la cepa L1y T2.

Las comparaciones realizadas en la prueba de Duncan con respecto a la
presencia de micelio en las moscas muertas indicaron cinco rangos de significacion. El
tratamiento con menor promedio de presencia de micelio a las 96 horas fue el control,

ocupando el quinto rango de significacion (Anexo J).
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Figura 9: moscas con presencia de micelio externo a las 96 horas de siembra en plato Petri con papel
autoclavado humedecido con agua destilada. a) mosca con micelio de T1; b) mosca con micelio de T2;
¢) mosca con micelio de P3; d) mosca con micelio de P2; ) mosca con micelio de P1; f) mosca con
micelio de B1; g) mosca con micelio de B2; h) mosca con micelio de L1. Fotografias de autoria propia
tomadas en finca Florisol.

VI. DISCUSION

6.1 Efecto de Beauveria sobre minador Liriomyza huidobrensis

En el presente estudio, se tuvo resultados de mortalidad a las 24 horas de B1 en
promedio de 10 moscas (50%), a las 48 horas de 14 (70%) moscas, a las 72 horas de 20
(100%) moscas, y con presencia de micelio el 80% del total, presentando el maximo
porcentaje de micelio en todos los tratamientos evaluados. Con respecto a B2, a las 24
horas en promedio se tuvo 6.67 (33.33%) moscas, a las 48 horas de 16.33 (81.67%)
moscas, a las 72 horas de 20 (100%) moscas, y con presencia de micelio el 70% del
total, presentando el segundo tratamiento con mayor cantidad de presencia de micelio,
siendo B1 el mejor tratamiento.

Segun el estudio realizado por Soto (2008), se identificaron 34 aislamientos de
Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, de una coleccion de hongos del Centro
Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional (CIIDIR) en
Durango, México. Mediante una prueba de susceptibilidad se determind la toxicidad de
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los asilados en larvas de gusano cogollero del maiz (Spodoptera frugiperda), de los
cuales BbA1 (aislado de Beauveria bassiana) y MaA3 (aislado de (aislado de
Metarhizium anisopliae) presentaron las mortalidades mas altas, con un 51.3% y 68%
respectivamente. Asi determin6 que 20 aislados correspondian a Beauveria, mientras
que 14 correspondian a Metarhizium. Posteriormente se seleccionaron 22 aislamientos
con mayor cantidad de produccion de micelio y esporas, y de estos, nuevamente, BbAl
y MaA3 presentaron las mortalidades en larvas de Spodoptera frugiperda, con 90% y

100% respectivamente.

Comparando estos resultados con los obtenidos por Fonte (2021), en el cual se
obtuvieron valores de infestacion de 80.6% de moscas con una concentracion de
esporas/mL inferior a la utilizada en este estudio (1 x 10°), por lo que esto indica la
baja viabilidad de esporas en este estudio, ya que esta diferencia de actividad
entomopatogénica puede deberse al relativo largo tiempo de inactividad de las cepas,
siendo que el estudio de Fonte (2021) se realiz6 en la misma finca Florisol entre el afio
2019 al 2020. Igualmente, estos resultados son satisfactorios, ya que las dos cepas, B1 y

B2, tuvieron un alto porcentaje de control sobre el minador Liriomyza huidobrensis.

Cabe mencionar que, segun Rios et al., (2020), la mortalidad en mosca blanca y
en el pulgodn de las brésicas alcanzd un 84%, por lo que se resalta nuevamente la
importancia de la Beauveria para el control de diversas plagas en diferentes cultivos, en

el caso de este estudio mencionado (Rios et al., 2020), en el cultivo de lechuga.

En el estudio realizado por Vega (2021), se menciona la importancia del
componente del control biolégico dentro del Manejo Integrado de Plagas (MIP), siendo
un mecanismo eficaz con gran potencial en el control de las plagas. Se probaron en este
estudio varios hongos entomopatogenos, con Beauveria bassiana alcanzando
porcentajes de control sobre Anastrepha fraterculus y Ceratitis capitata de 23.29% y

62.31% respectivamente.

6.2 Efecto de Isaria y Purpureocillium sobre minador Liriomyza huidobrensis

En el presente estudio, se tuvo resultados de mortalidad a las 24 horas de P1 en
promedio de 6 moscas (30%), a las 48 horas de 13 (65%) moscas, a las 72 horas de 20
(100%) moscas, y con presencia de micelio el 41.67% del total, siendo el quinto

tratamiento (tratamiento P1) con mayor cantidad de micelio en las moscas. Con respecto
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a P2, a las 24 horas en promedio se tuvo 5.67 (28.33%) moscas, a las 48 horas de 12.67
(63.33%) moscas, a las 72 horas de 20 (100%) moscas, y con presencia de micelio el
41.67% del total. Asi mismo con el tratamiento P3, a las 24 horas en promedio se tuvo
10 (50%) moscas, a las 48 horas de 14 (70 %) moscas, a las 72 horas de 20 (100%)

moscas, y con presencia de micelio el 23.33% del total.

Comparando estos resultados con los obtenidos por Fonte (2021), en el cual se
obtuvieron valores de infestacion de 81.6%, por lo que cabe considerar que las cepas
tuvieron un control relativamente eficaz (41.67% para P1) sobre el minador de hoja,
siendo obviamente una de las varias medidas posibles a implementar (aspiraciones, uso
de biocontroladores, uso de biofungicidas, uso de parasitoides, etc.) para el manejo
integrado de esta plaga. Igualmente es necesaria la reactivacion de estas cepas, ya que

en este estudio se demostro la alta eficacia de control sobre el minador.

En el estudio realizado por Vega (2021), se menciona la importancia del
componente del control biolégico dentro del Manejo Integrado de Plagas (MIP), siendo
un mecanismo eficaz con gran potencial en el control de las plagas. Se probaron en este
estudio varios hongos entomopatdgenos, entre estos Isaria fumosorosea (anteriormente
conocido como Paecilomyces fumosoroseus) alcanzando porcentajes de mortalidad de

61.67% y 41.67% para Anastrepha fraterculus y Ceratitis capitata respectivamente.

6.3 Efecto de Lecanicillum sobre minador Liriomyza huidobrensis

En el presente estudio, se tuvo resultados de mortalidad a las 24 horas de L1 en
promedio de 12.33 moscas (61.67%), a las 48 horas de 18.33 (91.67%) moscas, a las 72
horas de 20 (100%) moscas, y con presencia de micelio el 55% del total, siendo el tercer

tratamiento con mayor cantidad de micelio presente en las moscas muertas.

Comparando los resultados de este estudio con los de Alean (2003), se puede
observar la alta eficacia de la cepa L1, ya que, con una concentracion inferior de esporas
logro controlar en mayor cantidad al minador, ya que en el estudio mencionado
utilizaron una concentracion de 1x108esporas/mL. Considerar que este estudio se
realiz6 sobre un insecto plaga diferente (Aleurotrachelus socialis), por lo que este
hongo entomopatdgeno tiene la capacidad de parasitar a mas de una plaga, que también

se lo menciona controlando tanto a 4fidos como a escamas.
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En el estudio realizado por Vega (2021), se probaron varios hongos
entomopatogenos, entre estos Lecanicillium lecanii con 63.97% y 49.02% para
Anastrepha fraterculus y Ceratitis capitata respectivamente. Por lo cual, este estudio
determina la eficacia de control de Lecanicillium a nivel de laboratorio, invernadero y
campo. También concluye que este hongo posee un efecto residual, el cual va
menguando con el paso del tiempo, hasta porcentajes mayores o iguales al 50% de
eficacia hasta los 90 dias en invernadero. Para los 135 dias, la eficacia se redujo hasta

menos del 40% en ambas especies de mosca de la fruta.

6.4 Efecto de Trichoderma sobre minador Liriomyza huidobrensis

En el presente estudio, se tuvo resultados de mortalidad a las 24 horas de T1 en
promedio de 12.33 moscas (61.67%), a las 48 horas de 19.67 (98.33%) moscas, a las 72
horas de 20 (100%) moscas, y con presencia de micelio el 30% del total. Con respecto a
T2, a las 24 horas en promedio se tuvo 12 (60%) moscas, a las 48 horas de 19.67
(98.33%) moscas, a las 72 horas de 20 (100%) moscas, y con presencia de micelio el
51.67% del total, siendo el cuarto tratamiento con la mayor cantidad de micelio presente

en las moscas muertas.

Trichoderma no ha sido reportado controlando al minador Liriomyza
huidobrensis, y sus reportes son acerca de su actividad antagonica contra otros hongos
fitopatégenos, asi como su gran utilidad para fortalecimiento de las plantas, ademas de
un efectivo control de nematodos, por lo que estos resultados obtenidos en este estudio
son positivos, por lo que se debera aislar y repicar las cepas, tanto T1 como T2, para
futuros estudios y aplicaciones en campo para su control sobre esta plaga. Estas cepas,
sobre todo T2, tienen gran potencial como futuras cepas de Trichoderma con capacidad

de controlar a este minador.
VIl. CONCLUSIONES
e Los tratamientos mas efectivos para el control del minador Liriomyza

huidobrensis con respecto al crecimiento de micelio son B1 (cepa BSB), B2
(cepa BMHR) y L1 (cepa Leca 1).
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Los tratamientos mas efectivos para el control del minador Liriomyza
huidobrensis con respecto a la mortalidad a las 24, 48 y 72 horas son T1 (cepa
T. Ensayo), T2 (cepa TSO2) y L1 (cepa Leca 1).

Los dos tratamientos de Trichoderma sp, tanto T1 (T. Ensayo) como T2 (TSQO2),
tienen un efecto entomopatogénico sobre Liriomyza huidobrensis que se debera
continuar con su investigacion.

Las cepas de Isaria sp. y Purpureocillium sp. obtuvieron buenos porcentajes de
control sobre la plaga Liriomyza huidobrensis, pero se debera realizar un
proceso de reactivacion de las cepas para garantizar los mejores resultados de

control sobre esta plaga.

RECOMENDACIONES

La cepa de Isaria sp. P3 (PMHB) utilizada en este estudio requiere un proceso
de reactivacion para garantizar los mejores resultados de control sobre el
minador Liriomyza huidobrensis.

Las cepas de Trichoderma sp, tanto T1 (T. Ensayo) como T2 (TSO2) requieren
de mayor investigacion para su evaluacion en campo como posible controlador
de la mosca minadora Liriomyza huidobrensis.

Tanto B1 (BSB), como B2 (BMHR) y L1 (Leca 1) podrian ser evaluadas para un
estudio de su entomopatogenicidad en invernadero, ya que presentaron
porcentajes muy altos de control de la mosca minadora Liriomyza huidobrensis

en condiciones de laboratorio.
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X. ANEXOS

ANEXO A: Estructura y composicion de la cuticula de insectos y forma de
penetracion de hongos entomopatdgenos. Fuente: (Aguilar, Rodriguez-Herrera,
Gonzélez-Castillo, 2012)
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Barreras de penefracion
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ANEXO B: Material necesario para la realizacion de la dilucion seriada y camara de
Neubauer

ANEXO C: Frascos de 350 mL




ANEXO D: Estructura de ANOVA para DCA
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Fuentes de Suma de Cuadrados F F critico
variacion | gl' |cuadrados? | medios calculada | o5 .01
TOTAL | N1 |SXy2-FC
1 2
TRATAM. | +1 | =%J?~FC |SCp /el |CMpiCM, |
ERRORE. | #(r-1) | Diferencia SC, / gle

ANEXO E: Tabla con resultados de mortalidad a 24, 48 y 72 horas de medicion
MORTALIDAD 24H ' ' '

TRATAMIENTOS R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

Beauveria

Lecanizillum

MORTALIDAD 48H

15 10 5 17 15 10 20 20 20
5 9 6 19 16 14 20 20 20
14 9 7 16 13 13 20 20 20
6 5 6 15 11 12 20 20 20
5 6 7 11 15 13 20 20 20
8 14 15 20 19 20 20 20 20
12 12 12 20 19 20 20 20 20

MORTALIDAD 72H

D T 11 16 18 17 20 20 20 20

CONTROL

T. Ensayo
Lecal
TSO2
PMHB
BSB
CONTROL
BMHR

Pacelotic
PM2

T. Ensayo

MEDIA TRATAMIENTOS

Yo i

TSO2

PMHB

BSB

CONTROL

BMHR

Pacelotic

PM2




ANEXO G: Rangos y Medias de tratamientos a las 48 h de medicion
RANGOS

T. Ensayo

TSO2

Lecal

BMHR

PMHB

BSB

Pacelotic

PM2

CONTROL

T. Ensayo
TSO2
Lecal
BMHR
PMHB
BSB
Pacelotic
PM2
CONTROL

MEDIA TRATAMIENTOS

19,67

19,67

18,33

16,33

14,00

14,00

13,00

12,67

10,33

ANEXO H: Rangos y Medias de tratamientos a las 72 h de medicion

BSB

RANGOS

BMHR

PMHB

PM2

Pacelotic

T. Ensayo

TSO2

Lecal

CONTROL

Beauveria

Lecanizillum

] w0 | 9o [ 14 | 1100 [ 55%

CONTROL

18 17 13 16,00
16 15 11 14,00
0 0 14 4,67
16 7 2 8,33
2 13 10 8,33
9 5 4 6,00
7 13 11 10,33

BSB
BMHR
PMHB
PM2
Pacelotic
T. Ensayo
TSO2
Lecal
CONTROL

MEDIA TRATAMIENTOS

20,00

20,00

20,00

20,00

20,00

20,00

20,00

20,00

19,33

0,33

TRATAMIENTOS PROMEDIO PORCENTAJE

80%

70%

Paecilomyces

23%
42%
42%

30%
52%

2%
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ANEXO J: Rangos y Medias de presencia de micelio a las 96 horas

BSB
BMHR
Lecal
TSO2
Pacelotic
PM2

T. Ensayo
PMHB
CONTROL

RANGOS

BSB
BMHR
Lecal
TSO2
Pacelotic
PM2

T. Ensayo
PMHB
CONTROL

MEDIA TRATAMIENTOS
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ANEXO L: Método de siembra en platos Petri para esporulacion de hongo

ANEXO M: ANOVA mortalidad 24 horas

FV GL SC c™M Fc Ft

TOTAL 26| 362,666667

TRATAMIENTOS 8 188 23,50 2,42 2,51
E. EXPERIMENTAL 18| 174,666667 9,70

ANEXO N: ANOVA mortalidad 48 horas

Y, GL SC Cc™M Fc Ft

TOTAL 26 368

TRATAMIENTOS 8 266 33,25 5,87 2,51
E. EXPERIMENTAL 18 102 5,67

ANEXO N: ANOVA mortalidad 72 horas

FV GL e c™M Fc Ft

TOTAL 26| 3,85185185

TRATAMIENTOS 8| 1,18518519 0,15 1,00 2,51
E. EXPERIMENTAL 18| 2,66666667 0,15

ANEXO O: ANOVA presencia de micelio 96 horas

FV GL SC CM Fc Ft

TOTAL 26| 920,666667

TRATAMIENTOS 8| 549,333333 68,67 3,33 2,51
E. EXPERIMENTAL 18| 371,333333 20,63




