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AUTOR: Negrete Sillo Franklin Estalyn

RESUMEN
El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo identificar el hongo (Metarhizium spp.)
de tres zonas del subtrépico del Ecuador (Cotopaxi y Pichincha) del cultivo de cafia de azucar
(Saccharum officinarum L), la metodologia de la investigacion fue descriptiva. Se realiz6
colectas de insectos y material vegetal con la técnica de la colecta directa cada 9 metros en
forma del zig-zag. Para la obtencion de cepas nativas de hongos, se colectaron un total 41
muestras de las cuales 17 muestras pertenecen a la localidad de Palo Quemado, 12 muestras del
sector EI Corazon y 12 muestras de la localidad de Pacto. El aislamiento de hongos se realiz6
en las instalaciones de la Universidad Técnica de Cotopaxi, con la técnica del rayado. Se
obtuvieron 40 aislamientos de la localidad de Palo Quemado de los cuales 10 aislamientos
fueron identificados como Metarhizium spp., 8 aislamientos fueron obtenidos de adultos de
salivazo (Mahanarva andigena) y 2 aislamientos de material vegetal. De la localidad de El
Corazon se obtuvieron 20 aislamientos, de los cuales 9 aislados fueron identificados como
Metarhizium spp, 7 aislamientos obtenidos de adultos de salivazo, 2 aislamientos de material
vegetal. Del sector de Pacto se obtuvieron 20 aislamientos de los cuales 10 se identificaron
como Metarhizium spp, 7 aislamientos obtenidos de salivazo y 3 aislamientos de material
vegetal. Un total de 29 aislamientos fueron identificados como Metarhizium spp., 22 de los
aislamientos fueron obtenidos de insectos salivazo, mientras que 7 aislamientos fueron

obtenidos de muestras de material vegetal.

Palabras clave: Metarhizium spp, salivazo, cafia de azucar, hongos entomopatdgenos.



TECHNICAL UNIVERSITY OF COTOPAXI
FACULTY OF AGRICULTURAL SCIENCE AND NATURAL RESOURCES
THEME: ISOLATION AND IDENTIFICATION OF (Metarhizium spp) FROM THREE
ECUADOR SUBTROPICS AREAS (COTOPAXI AND PICHINCHA) OF CROP
SUGAR CANE (Saccharum officinarum L)).

AUTHOR: Negrete Sillo Franklin Estalyn

ABSTRACT
The objective of this research was to identify the fungus (Metarhizium spp.) at three subtropical
Ecuador zones (Cotopaxi and Pichincha) from sugarcane crop (Saccharum officinarum L), the
research methodology was descriptive. Insects and vegetable material were collected using
direct collection technique every 9 meters in a zigzag pattern. To obtain native fungi strains, a
total of 41 samples were collected, which 17 samples belonged to Palo Quemado locality, 12
samples from El Corazon sector and 12 samples from Pacto locality. The fungi isolation was
carried out at Technical University of Cotopaxi, using streaking technique. Forty isolates were
obtained from Palo Quemado, locality which 10 isolates were identified as Metarhizium spp.,
8 isolates were obtained from adult spittlebug (Mahanarva andigena) and 2 isolates from
vegetal material. From El Corazon, locality 20 isolates were obtained, which 9 isolates were
identified as Metarhizium spp., 7 isolates were obtained from adult spittlebug (Mahanarva
andigena), 2 isolates from vegetal material. From the Pacto sector, 20 isolates were obtained
which 10 were identified as Metarhizium spp, 7 isolates obtained from spittlebug (Mahanarva
andigena) and 3 isolates from vegetal material. A total of 29 isolates were identified as
Metarhizium spp. 22 of the isolates were obtained from spittlebug insects, while 7 isolates were

obtained from vegetal material samples.

Keywords: Metarhizium spp, spittlebug, sugarcane, entomopathogenic fungi.
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2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

El uso de insecticidas quimicos causa dafos al medio ambiente, a la salud humana y la economia
del agricultor; razon por la cual se busca alternativas al control quimico para el control de
plagas. Una alternativa al control quimico del homoptero (Mahanarva andigena) en el cultivo
de cafa de azucar (Saccharum officinarum L.), es el uso de hongos entomopat6genos, el cual
presenta diversas ventajas desde el punto de vista econdmico, ambiental, asi como baja
toxicidad para el agricultor, lo cual hace posible combinar con otros métodos de control como
el cultural o con el manejo integrado de plagas a diferencia del control quimico en el cual se
emplean productos a base de Carbaril y Acefato usados comdnmente por los cafiicultores para
controlar poblaciones de salivazo; sin embargo, estos métodos resultan costosos, afectan al

medio ambiente y a la salud de los agricultores.

Este proyecto de investigacion busca nuevas alternativas de biocontroladores nativos tales
como Metarhizium spp, que permitan un manejo agroecologico de las plantaciones de cafia de

azucar en el Ecuador.
3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

3.1. Beneficiarios Directos

La Universidad Técnica de Cotopaxi, carrera de Ingenieria Agronémica junto a Maquita
Cushunchic, trabajan en conjunto para realizar esta investigacion y beneficiar a los socios de la
cafa de azUcar, de la zona de Palo Quemado, El Corazdn y Pacto.

3.2. Beneficiarios Indirectos

A todos los 400 agricultores de cafia de azucar de canton Sigchos, 300 agricultores de canton

Pangua, 654 agricultores de cantén Quito.

4. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

En el Ecuador desde el afio 1968, este insecto provoca reducciones en el rendimiento agricola
de entre 40% y 60%, su control se realiza con insecticidas quimicos, tales como Carbaril y
Acefato, lo cual da como resultado un control costoso y dificil de implementar, debido al denso
crecimiento aéreo del cultivo. Ademas, el uso de estos insecticidas tiene efectos nocivos en
la salud humana, animales y el ambiente, asi como la generacion de resistencia de los

insectos (Valle-Ramirez et al., 2021).



La presencia de plagas y enfermedades en el cultivo de la cafia de azlcar genera muchos gastos
para la industria azucarera, debido a que el control quimico no ha resultado muy eficaz pues los
organismos generan resistencia. En agricultura, el término plaga hace referencia a los
organismos que tienen efectos negativos en la produccion agricola. Los insectos u otros
organismos ocasionan dafios a los cultivos, pero cuando ese dafio afecta econémicamente la
plantacion y por lo tanto al hombre, son considerados plagas. La importancia de las mismas
depende del nivel de dafio ocasionado y su relacion directa con la produccion, en la industria
azucarera, este tema es de gran importancia, debido a los dafios que pueden ser ocasionados en
la produccién de cafia de azucar. En algunos paises, las plagas y las enfermedades de la cafia
de azUcar han sido la causa de pérdidas significativas en la produccién e incluso de desastres

econdmicos en este sector agro-industrial (Cruz & Carrillo, 2015).
5. OBJETIVOS:

5.1. General

Identificar el hongo (Metarhizium spp) de tres zonas del subtrépico del Ecuador (Cotopaxi y

Pichincha) del cultivo de cafia de azucar (Saccharum officinarum L).

5.2. Especificos

e Colectar insectos infectados con hongos entomopatégenos en el cultivo de cafia de
azucar.

e Aislar hongos entomopatdgenos de insectos infectados y material vegetal obtenido del
cultivo de cafia de azucar.

e Obtener una cepa de (Metarhizium spp) de tres zonas del subtrépico.

6. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS OBJETIVOS
PLANTEADOS

Tabla 1: Actividades a realizar en la investigacion

OBJETIVO 1 ACTIVIDAD METODOLOGIA | RESULTADOS

Colectar insectos | 1.1 Reconocimiento Observacion de la | En total de las tres

infectados  con del area de colecta | finca. zonas del subtrépico se

hongos de hongos | Identificacion  de | colectaron 41 muestras

entomopatogenos entomopatogenos. | sitios de colecta. de insectos infectados y




en el cultivo de

cafia de azUcar.

1.2 Colecta de
insectos infectados

y material vegetal

Toma de datos de la
recoleccion  tanto

insectos infectados

material vegetal con
hongos 17 muestras

son de Palo Quemando,

con el hongo. y material vegetal | 12 muestras de El
con el hongo. Se lo | Corazon y 12 muestras
realizo una colecta | de Pacto.
directa cada 9
metros en zigzag.
1.3 Toma de | Camara
fotografias fotografica.
muestras de los
insectos infectados
y material vegetal.
1.4 Traslado de | Desinfeccion  del
muestras lugar Colocar las
colectadas a las | muestras en un
instalaciones de la | lugar seguro y libre
Universidad de contaminantes
Técnica de | para su traslado al
Cotopaxi. laboratorio.
OBJETIVO 2 ACTIVIDAD METODOLOGIA | RESULTADOS
Aislar hongos | 2.1 Observacion de las | Identificacion  de | Obtener aislamientos
entomopatogenos muestras en el | los hongos para el | puros.
de insectos estereoscopio. aislado.
infectados y
material  vegetal 2.2 Preparacion de | Protocolos a seguir
obtenido el medio de cultivo | para el aislamiento
cultivo de cafia de (PDA). de los hongos.
azucar. 2.3 Aislamiento de los
hongos
entomopatogenos
en cajas Petri.
OBJETIVO 3 ACTIVIDAD METODOLOGIA | RESULTADOS




Obtener una cepa
de (Metarhizium
spp) de tres zonas

del subtropico.

3.1 Identificacion
macroscopica del
hongo

Metarhizium spp.

Observacion de
caracteristicas tales
como: crecimiento,
color y

caracteristicas

3.2 ldentificacion
microscopica del
hongo

Metarhizium spp.

Se observaron la
formacion de
conidios e hifas en

forma de cadenas

3.3 Purificacién y Re-

aislado de las cajas

Petri mediante
puntas de
crecimiento.

Se realizdé mediante
puntas de
crecimiento con la
técnica de siembra

del raspado.

Manual de colecta de
hongos

entomopatégenos y
propagacion de

hongos.

Elaborado por: (Negrete 2023).
7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

7.1 Clasificacion taxonémica Metarhizium spp

El hongo Metarhizium spp es un hongo entomopatégeno imperfecto de la division Ascomycota,
clase Sordariomycetes, orden Hypocreales, familia Clavicipitaceae, que se caracteriza por tener
una reproduccién asexual por atacar a un gran nimero de especies de insectos de entre ellos el

salivazo Mahanarva andigena.

Tabla 2: Clasificacion taxondmica del Metarhizium spp

e Reino............ Fungi

e Division.........Ascomycota

e C(lase............ Sordariomycetes
e Orden............ Hypocreales

e Familia.......... Clavicipitaceae
e Subfamilia...... Tillandsioideae
e Género........... Metarhizium.

Nota. Recuperado de (Saputri, 2016).



7.2 Donde se encuentra el hongo Metarhizium spp

El hongo Metarhizium spp, se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza y puede ser
encontrado facilmente en los suelos, donde sobrevive por largos periodos, en rastrojos de
cultivos, estiércol, en las plantas e insectos. Este hongo fue uno de los 5 primeros
microorganismos en ser usado para el control biolégico, también es uno de los m&s comunes

con una distribucion a nivel mundial (Monzén, 2016).

7.3 Plagas que ataca el hongo Metarhizium spp

Metarhizium spp, ataca a mas de 300 especies de insectos de diversos ordenes dentro de las
plagas que son afectadas por este hongo esté la salivita de la cafia de azlcar (Aeneolamia). Los
insectos muertos por este hongo son cubiertos completamente por micelio, el cual inicialmente

es de color blanco, pero se torna verde cuando el hongo esporula (Gonzales et al., 2012).

Tabla 3: Plagas de importancia economia controladas con el hongo Metarhizium spp

Cultivo Plaga Hongos entomopatdgenos
Café Broca y Minador Metarhizium spp.
Carfia de azucar Salivazo Metarhizium spp.
Diversos cultivos | Artrépodos Metarhizium spp.

Nota. Recuperado de (Pacheco et al., 2019).

7.3 Caracteristicas del hongo Metarhizium spp

Las colonias son adheridas completamente al medio, son de forma redonda totalmente de color
verde esto se presenta dependiendo del color que sea el aislamiento.

Los Conididéforo son ramificadas irregularmente, presentan de 2 -3 ramas en cada una de sus

septos su longitud 4-14 pm y diametro 1.5-2.5 um (Gaitan, 2018).

Fialides son de forma cilindricas en forma de clava, adelgazadas en el apice. Estas pueden medir

longitud 6-13 um y diametro 2-4 pm.

Conidios son de forma generalmente uninucleadas estas pueden medir longitud de 3-9 um y

didmetro 1.5-3.5 pm de ancho.

La temperatura y humedad son importantes para la infeccion y esporulacion del hongo ante la

presencia de una agente extrafio. En condiciones de laboratorio, la germinacién puede ocurrir a



partir de las 12 horas, a una temperatura de 23 a 30°C y humedad relativa mayor al 90%
(Valenciaet al., 2011).

7.4 Mecanismos de accion del hongo Metarhizium spp

Para que el hongo entomopatdgenos se desarrolle sobre su hospedador realiza las siguientes
fases germinacion, formacion de apresorios, formacion de estructuras de penetracion,
colonizacion y reproduccion. El indculo o unidad infectiva esta constituido por las estructuras
de reproduccion sexual y asexual, es decir las esporas y conidios (Islas, 2015). El proceso inicia
cuando la espora se adhiere a la cuticula del insecto, el cual produce un tubo germinativo y un

apresorio en el cual se fija la cuticula para la penetracion en el insecto.

7.4.1 En la penetracion participan dos mecanismos:

El primero el fisico, que consiste en romper las areas esclerosadas y membranosas de la
cuticula. EI segundo mecanismo quimico consiste en la accion enzimética (proteasas, lipasas y
quitinasas), las cuales causan descomposicion del tejido en la zona de penetracion (Mejia,
2016).

Después la hifa se ensancha y ramifica dentro del tejido del insecto, colonizando totalmente el

cuerpo del insecto (Bustillo & Castro, 2011).

7.5 Clasificacidon taxondmica del salivazo (Mahanarva andigena)

El salivazo (familia Cercopidae) también conocido como chinche salivosa comprende 11
géneros y aproximadamente 360 especies de cercdpidos registrados en el neotrépico, de los
cuales entre 20-30 son plagas de gramineas entre ellas tenemos el salivazo (Mahanarva

andigena), que es el principal plaga que afecta al cultivo de cafia de azlcar (Pereira, 2013).

Tabla 4: Clasificacion taxon6mica del salivazo

e Clase............. Insecta
e Orden............. Homoptera
e Suborden.........Auchenorryncha

e Super familia.....Cicadoidea
e Familia............ Cercopidae
e Géneros........... Mahanarva

Nota. Recuperado de (Pereira, 2013).



7.6 Ciclo de vida salivazo (Mahanarva andigena)

La presencia de salivazo esta relacionada con la época lluviosa, mientras que durante la época
seca el insecto permanece en diapausa en estado de huevo. Las ninfas y adultos succionan la
savia de la planta, el dafio que causan las ninfas es de menor importancia en comparacion a la
que hacen los adultos, pudiendo en estado de ninfa debilitar la planta o causar un amarillamiento
temporal. El dafio mas importante lo hacen los adultos al succionar la savia e inyectar toxinas

que interfieren con el proceso fotosintético de la planta (Basica, 2012).

Los cercopidos muestran metamorfosis gradual o sencilla denominada paurometabola que se
caracteriza por los estados de huevo, ninfa y adulto en el ciclo bioldgico de los insectos y porque

los individuos jévenes o ninfas tienen una forma similar al insecto adulto (Cetino, 2008).

Segun (CINCAE, 2004) el ciclo de vida de este insecto comprende tres fases o estados de
desarrollo: huevo, ninfa y adulto. En su estado adulto, el salivazo es un insecto de tamafo

mediano, existiendo una marcada diferencia entre el macho y la hembra.

e El macho mide aproximadamente 11 mm de largo y 5 mm de ancho, de coloracién
castafio oscuro o negro con manchas amarillas bien acentuadas sobre las alas anteriores
a manera de dos bandas transversales, el abdomen y las patas son rojizos.

e La hembra es ligeramente mayor que el macho (13 mm de largo y 6,5 mm de ancho),

de color castafio, con las manchas amarillas un poco difusas.

7.6.1 Huevos

De acuerdo (Barroso-tagua, 2017) los huevos recién ovipositados son de color blanco,
posteriormente adquieren una coloracion amarillo palido, siendo visible una linea de eclosion
de coloracion oscura o negra. Son de forma oval o fusiforme y miden aproximadamente 1.3
mm de largo. El periodo de incubacion dura alrededor de 19 dias, con una variacion de 16 a 23

dias.

7.6.2 Ninfas

Segun (ERCROQOS, 2014) el periodo ninfal comprende cinco instares con una duracion promedio
de 8 a 14 dias cada instar. El periodo ninfal total tiene una duracion de 51 dias en promedio con
una variacion de 38 a 65 dias, las ninfas recién eclosionadas se dirigen hacia el cogollo donde
se localizan alimentandose de la savia y permaneciendo cubiertas de una masa espumosa que

ellas elaboran que las protege de la desecacion y de algunos enemigos naturales. Durante los
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ultimos instares las ninfas se trasladan hacia las vainas més viejas del tallo donde permanecen
hasta transformarse en adultos. De esta manera el ciclo de vida de (Mahanarva andigena), desde
que es puesto el huevo hasta que se transforma en adulto tarda alrededor de 70 dias con una
variacion de 57 a 84 dias, esto indica que habiendo las condiciones ambientales adecuadas

pueden ocurrir varias generaciones durante el afo.

7.6.3 Adultos

Los adultos permanecen durante el dia en el follaje de las plantas, particularmente en las hojas
mas cercanas al cogollo o dentro de él. De acuerdo (CINCAE, 2022) Esto Gltimo es m&s comdn
en las horas de mayor luminosidad, en ocasiones se encuentran debajo de las vainas viejas o
cerca del suelo, tratdndose en este caso de adultos que recién han emergidos o hembras que se
encuentran cerca de los lugares de oviposicion. Las hembras efecttan las posturas en la base de
las vainas viejas que estan a lo largo del tallo, especialmente en aquellas que estan mas cerca
del suelo, llegando a ovipositar hasta 153 huevos durante su periodo reproductivo, que va de
12 a 37 dias.

7.7 Ingreso de plaga salivazo (Mahanarva andigena)

Los primeros registros de esta plaga en el cultivo de cafia de azlcar datan desde 1968 (Archivos
del Ingenio San Carlos). Actualmente se encuentra distribuida irregularmente en el pais,
habiendo sido reportada su presencia en varios sectores de la cuenca baja del Guayas (Naranjito,
Bucay, Milagro y La Troncal), EI Oro (Zaruma y Pifias), Sucumbios y Pastaza (Puyo). Hasta
ahora se han identificado dos especies asociadas a la cafia de aztcar: Mahanarva andigena y
Mahanarva trifissa (Balaram Naik, P Karunakar,1 M Jayadev, 2013)

7.7.1 Habitos y dafios.

Las ninfas y adultos succionan la savia de la planta. Segun (Mundial, 2013) EI dafio que causan
las ninfas es de menor importancia al que hacen los adultos, pudiendo debilitar la planta o causar
un amarillamiento temporal. En el caso de las ninfas que se ubican en la parte aérea de la planta,
los tallos infestados presentan masas espumosas, con una apariencia himeda permanente y
cuando esta saliva se seca los tallos se tornan blanquecinos. Las ninfas de las raices, perforan y
contaminan las raices, afectando la asimilacion de agua y nutrientes de la planta. El dafio mas
importante lo hacen los adultos al succionar la savia e inyectar toxinas que interfieren con el

proceso fotosintético de la planta. Los sintomas iniciales se manifiestan por lesiones cloréticas



11

o amarillentas alrededor de la picadura, que posteriormente se alargan y se secan, dando un
aspecto de quemazon del follaje. EI dafio en general va a depender mucho de la especie de
salivazo, de la situacion fisica de la cafia y el clima. A mas de la serie de perjuicios que aparecen
en el campo, hay que considerar las pérdidas que se manifiestan a nivel de fabrica; lo cual
implica: reduccion del contenido de sacarosa, aumento en el contenido de fibra e, inversion de

sacarosa en glucosa y levulosa (Balaram Naik, P Karunakar,1 M Jayadev, 2013)

7.7.2 Distribucion

Segun (Mundial, 2013), ha reportado a nivel mundial la presencia de Mahanarva andigena en
los paises como México, Bélice, Guatemala, Honduras y Brasil, asi como en el Ecuador
particularmente en la Cuenca Baja del Guayas (Naranjito, Milagro, Bucay), Zaruma, Pifias (El

Oro), Puyo (Pastaza) y Nanegalito (Pichincha).

7.7.3 Temperatura y humedad

De acuerdo a (Cuaran et al., 2012), la temperatura y la humidad es un factor muy influyente
para lavida del salivazo (Mahanarva andigena) las condiciones de vida tanto de huevos ninfas
y adultos la temperaturas pueden estar desde los (20 a 35 °C) la humidad desde los (50 a 80%),
las condiciones climéticas influyen mucho para su ciclo de vida ya que ellos no toleran climas

templados.

El estudio se llevé a cabo en la provincia Pastaza superficie cultivada con cafa de azucar. El
clima es célido y himedo, variable segun los pisos climéticos, con precipitaciones promedio de
4 576,14 mm anuales, humedad relativa promedio de 88,30%, insolacion promedio anual de 1
076 horas, temperatura minima promedio de 15,200 C, temperatura media de 25 °C (Valle
Ramirez et al., 2015).

7.7.4 Daios causados por el salivazo (Mahanarva andigena)

El salivazo es una de las plagas mas importante en el cultivo de la cafia de azlcar en varios
paises de América y El Caribe. Los primeros registros del salivazo en cafia de azucar en el
Ingenio San Carlos datan desde 1968. En los ultimos afios esta plaga se ha incrementado
notablemente, afectando alrededor de 2000 ha en varios sectores de la provincia del Guayas

(Naranjito, Milagro) y Cafiar (La Troncal) Pichincha (Nanegalito) (Mora, 2000).

La falta de conocimientos técnicos y las malas préacticas fitosanitarias son evidentes en los

cultivos de cafia de azucar, siendo el control de plagas un problema al que los pequefios
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caficultores no le dan importancia, subestimando el efecto que pueden tener en la produccion
de cafia y en el rendimiento de sus derivados, especialmente panela y azucar (Rafael et al.,
2016).

La incidencia es alta llegando (40% a 60%) del salivazo que afecta a los cafiicultores de la dicha
zona esto ha llevado a la bldsqueda de nuevas alternativas para el manejo de la plaga sin

contaminar el medio ambiente y la salud del hombre (Coeto, 2015)

7.8 Clasificacidon taxonomica de la cafia de azucar (Saccharum officinarum L)

Saccharum officinarum L, habitualmente conocida como cafia de azUcar, cafiaduz o
simplemente cafia, es una especie de planta perteneciente a la familia de las poaceas. Son
plantas cespitosas con tallos de hasta 5-6 m x 2-5 cm, con numerosos entrenudos alargados
vegetativamente; dulces, jugosos y duros, desnudos abajo; vainas glabras o pelosas; ligula de
2-4 mm; ldminas 1-2 m x 2-6 cm, glabras o la costilla media pelosa.

Tabla 5: Clasificacion taxondmica de cafia de azucar (Saccharum officinarum L)

e Reino................ Vegetal

e Division............. Magnoliophyta

o C(Clase................ Angiospermae

e Sub-clase............ Monocotyledoneae

e Super Orden........ Commelinidae

e Orden............... Commelinales

e Familia.............. Poaceae

e Género.............. Saccharum

e Especie............. Saccharum officinarum

Nota. Recuperado de (CONADESUCA, 2015).

7.8.1 Etapas fenoldgicas del cultivo de cafia de azUcar

El cultivo de cafia de azucar en su ciclo de plantilla tiene un desarrollo vegetativo de duracion
variable, dado a que depende de la variedad y el clima. De la siembra a la cosecha el cultivo
puede durar desde 14 y hasta 17 meses tiene 4 etapas de desarrollo: germinacion,
amacollamiento, rapido crecimiento y maduracion. Las primeras cosechas se lo realizado dentro
de 11 a 13 meses (Fern, 2016).
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7.8.2 Germinacion

La germinacion es el proceso que da paso de los 6rganos primordios latentes en la yema al
estado activo de crecimiento y desarrollo. El crecimiento inicial se prolonga hasta los 35 dias,
las temperaturas Optimas para la brotacion oscilan entre los 24 a 37°C con disponibilidad de
buena humedad en el suelo (Aguilar-Rivera et al., 2010).

7.8.3 Amacollamiento

Esta etapa comienza alrededor de los 35 a 40 dias después de la plantacion y se caracteriza por
el brote de varios tallos a partir de las articulaciones nodales que se encuentran en la base de
los tallos primarios con una temperatura cercana a los 30°C es la dptima, buenas condiciones

de humedad en el suelo y buen nivel de nitrogeno (Marasca et al., 2015).

7.8.4 Rapido crecimiento

En esta etapa se da la formacidn y elongacion de la cafia con rapidez, en esta fase también se
presenta una gran acumulacién de materia seca y la planta alcanza su maxima area foliar (hojas).
Esta etapa puede prolongarse de acuerdo a la variedad, la temperatura y la humedad. Sin
embargo, como referencia puede citarse que comienza alrededor de los 120 dias después de la
plantacion y es a los 180 dias aproximadamente queda definido la poblacién de tallos (sélo
sobreviven entre el 40 y el 50% de los hijuelos o retofios). En esta fase el cultivo requiere
temperaturas sobre los 30°C, disponibilidad de nutrientes y buena condicién de humedad
(Hern&ndez-Cézares, 2019).

7.8.5 Maduracion

En esta etapa de desarrollo de la planta de cafia se da el proceso de sintesis y acumulacion de
sacarosa en los tallos de la cafia, la maduracion de la cafia es de la base al apice (extremo
superior) de la planta, esta parte del desarrollo tiene una duracion de unos 2 a 3 meses. Los
factores que favorecen el almacenamiento de sacarosa son aquellos que inhiben el crecimiento
de la planta, entre ellos la presencia de noches frescas (temperaturas de 18°C), dias calurosos y

secos (Romero et al., 2012).

7.8.6 Cosecha

La cosecha se lleva a cabo desde los 11 a 13 meses la plantacion es alta, es decir, cuando los

tallos dejan de desarrollarse, las hojas se marchitan y caen y la corteza de la capa se vuelve
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quebradiza. Actualmente existe maquinaria para realizar el corte de la cafia, sin embargo, la
mayor parte de la zafra o recoleccion sigue haciéndose manualmente el instrumento usado para
cortarla suele ser un machete grande de acero con hoja de unos 50 cm de longitud y 13 cm de
anchura. La cafia se corta cerca del suelo al igual que por el extremo superior, cerca del dltimo
nudo maduro, ya cortadas se apilan a lo largo del campo, de donde se recogen a mano o a
maquina para su transporte (Castro-Armijos et al., 2017).

8. VALIDACION DE LAS PREGUNTAS CIENTIFICAS O HIPOTESIS

8.1 Pregunta Cientifica

¢Es posible identificar cepas con el hongo Metarhizium spp, en tres zonas del subtrdpico
Cotopaxi (Palo Quemado, ElI Corazon) y Pichincha (Pacto) para el posible uso como
controlador bioldgico de la plaga de salivazo (Mahanarva andigena) en el cultivo de cafia de

azucar?
9. METODOLOGIA
9.1.1 Método de investigacion

9.1.2 Descriptiva

Con este método de investigacion se pudo precisar los temas que abarcan la problematica de la
plaga de salivazo en el cultivo de cafia de azlcar, tomando en cuenta las alternativas del control

de la plaga con el hongo entomopatégeno (Metarhizium spp).

9.2 Modalidad de investigacion
9.2.1 Colecta

La investigacion de campo se llevo a cabo en las tres zonas del subtropico provincia Cotopaxi
(Palo Quemado, EI Corazdn) y la provincia Pichincha (Pacto), mediante la técnica de la colecta

es (colecta directa) cada nueve metros en forma de zig-zag (Berlanga et al., 2016).

Se colectaron muestras de insectos y material vegetal de cafia de azlcar con presencia de
hongos, se tomd con una pinza a los insectos que fueron colocados en frascos de plastico en
cuyo interior se colocaron discos de algodon humedecidos con agua destilada, cuyas hojas
fueron recortadas y depositadas en recipientes de plasticos con algodon humedecido.
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Materiales
e Frasco recolector de insectos
e Tijeras
e Pinzas
e Aguaembotellada

e Rociador de agua

e Cooler
e Etiquetas
e Marcador

9.3 Ubicacion del area de colecta

La colecta de campo se llevo a cabo en provincia Cotopaxi, canton Sigchos, parroquia Palo

Quemado todo del sector cafiera.

Tabla 6: Coordenadas Georreferenciales del area de colecta Palo Quemado

Provincia: Cotopaxi Altitud: 1580 m.s.n.m
Canton: Sigchos Humedad relativa: 80%
Parroquia: Palo Quemado T. Media: 23 -25°C
Localidad: Galapagos Precipitacion: 2.000 mm
Latitud: 0°24°44.17”S Clima: Célido

Longitud: 78°57'16.72"O

Elaborado por: (Negrete 2023).

.8

-
Image © 2022 CNES!/ Airbus

o Google Earth

0°24'44.17" S 78°57'16.77" O elev. 1580 m alt. ojo  2.31 km

Fuente: Fotografia tomada de Google Earth.
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Fecha 22 - 23 de Octubre del 2022

Motivo Colecta de los hongos entomopatogenos
Superficie 4000 m?

Técnica de la colecta Colecta directa cada 9 metros en forma del zig-zag.

Nombre del duefio de la | Luis Uribe

finca

Nombre del colector Franklin Negrete Sillo, Sergio Moreno Faconda
Elaborado por: (Negrete 2023).

9.4 Ubicacién del area de colecta

La colecta de campo se llevo a cabo en provincia Cotopaxi, cantdn Pangua, parroquia El

Corazén todo del sector cafera.

Tabla 7: Coordenadas Georreferenciales del area de colecta El Corazén

Provincia: Cotopaxi Altitud: 1225 m.s.n.m.

Cantén: Pangua Humedad relativa: 80%
Parroquia: EI Corazon T. Media: 20 °C

Localidad: Pucara Precipitacion: 600 a 2 000 mm.
Latitud: 1° 8'20.10"'S Clima: Célido

Longitud: 79° 6'21.52"'0O

Elaborado por: (Negrete 2023).

B Tiapiche Caiza

jLUGAR COLECTA

- -

Google Earth

79°06'21.90"'0 elev. 1231'm alt: ojo 1.38 km

Fuente: Fotografia tomada de Google Earth.
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Fecha 7 de noviembre del 2022

Motivo Colecta de los hongos entomopatogenos
Superficie 20000 m?

Técnica de la colecta Colecta directa cada 9 metros en forma del zig-zag.

Nombre del duefio de la | Finca Margarita Pucara

finca

Nombre del colector Franklin Negrete Sillo, Sergio Moreno Faconda
Elaborado por: (Negrete 2023).

9.5 Ubicacién del area de colecta

La colecta de campo se llevé a cabo en provincia Pichincha, cantén Quito, parroquia Pacto todo

del sector cafiera.

Tabla 8: Coordenadas Georreferenciales del area de colecta Pacto

Provincia: Pichincha Altitud: 1376 m.s.n.m.

Canton: Quito Humedad relativa: 80%

Parroquia: Pacto T. Media: 25°C

Localidad: Paraiso Precipitacion: 2000 mm y 4000 mm
Latitud: 0°10'15.86"'N Clima: Célido

Longitud: 78°46'59.69"'O

Elaborado por: (Negrete 2023).

3

¥ FUNDACION DE VUELTA AIAVIDA

|MageiCi2022.CNES | Aifbus,

Google Earth

¥ Fecha de las imagenes: 6/27/2019 0°10'21.35" N' 78247:09.97* O  elev. 1376 m = alt. 0jo 1.92 km

Fuente: Fotografia tomada de Google Earth.
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Fecha 21 de noviembre del 2022

Motivo Colecta de los hongos entomopatdgenos
Superficie 60000 m?

Técnica de la colecta Colecta directa cada 9 metros en forma del zig-zag.

Nombre del duefio de la | Darwin Chuquimarca

finca

Nombre del colector Franklin Negrete Sillo, Sergio Moreno Faconda
Elaborado por: (Negrete 2023).

9.6 Aislamiento de hongos entomopatogenos

Se realizé en las instalaciones del Laboratorio de la Universidad Técnica de Cotopaxi con todas
las medidas de bioseguridad y con los equipos con los que cuenta el laboratorio, para el

aislamiento de los hongos se realizd con la técnica del rayado (Sarabia & Roo, 2014).

Para el aislamiento se prepard en 400 ml de agua destilada 15,6 g de (PDA) para 40 cajas Petri,
asas de siembra, pinzas deben ser coloca en el autoclave con un tiempo de 40 minutos a una
temperatura 120 °C y 140 °F para la esterilizacion y preparacion del medio, se lo saca para que
se enfrié hasta eso debemos desinfectar la cAmara de flujo laminar donde se debe trabajar con
las muestras y todos los materiales necesarios como: mechero con alcohol 96%, cajas Petri de
60x15 mm, alcohol al 96% en un vaso de precipitacion para la desinfeccion de asas de siembra

y pinzas, para el aislamiento.
Férmula para la preparacion del medio de cultivo (PDA)

1000ml -~ ——39g _, _400+39
400 ————x " "1000 "9

Se colocaron en cada caja Petri 10 ml de (PDA), se debe esperar dos minutos para que el medio
se enfrie, se comienza con el raspado de la muestra del insecto con la ayuda de la asa de siembra,
por cada muestra del insecto si eso tres copias la primera y segunda copia es sembrado con la
técnica del rayado y en la tercera copia se lo puso al insecto. EI material vegetal se realizd dos
copias por cada muestra de igual manera empezamos raspado las muestras para su respectiva
siembra se sembro con la técnica del rayado el medio de cultivo (PDA) y seran rotulados con
fecha, numero de muestra y el medio de cultivo que se utiliza lo sellamos con papel film y lo

llevamos a la incubadora con 26 °C estaran durante los 7 dias.
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Materiales

e Cajas Petri plasticas
e Medio cultivo (PDA)
e Mechero de alcohol
e Estuche de decision
e Papel absorbente

e Guantes quirdrgicos
e Parafilm

e Alcohol 70%

e Alcohol 96%

e Agua destilada

e Papel aluminio

Equipos del laboratorio Marca Modelo Cantidad
Autoclave TUTTNAVER 2540M 1
Incubadora REBELK RI-50 1
Cémara de flujo laminar BIOBASE BBS-DDS. CN BBS-H1300 1
Balanza HOCHOICE HC500 1

Elaborado por: (Negrete 2023).

Se tomo fotos de las muestras colectados del campo en el estereoscopio para visualizar de la

mejor manera.

9.7 Re-aislamiento y purificacion

El re-aislado o purificacion, consiste tomar los bordes de crecimiento del hongo que fue
identificado esto se lo llama purificacion mediante las puntas de crecimiento, se purifico con la

técnica del rayado (Dominguez Romero et al., 2013).
10. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

10.1 Colecta de material vegetal e insectos infectados con hongos
Parroquia Palo Quemado, sector Galapagos.

Se colectaron un total de 17 muestras con hongos entomopatdgenos, 5 del género Mahanarva

andigena (salivazo), de igual forma se colectaron 12 muestras de material vegetal de cafia de
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azucar con presencia de hongos. La toma de muestras se realiz6 en 17 sitios de la finca con una
técnica de la Colecta directa cada 9 metros en forma del zig-zag; 2 muestras tomadas del envés
de la hoja de cafia de azucar de la zona bajo, 2 muestras tomadas de axilar de la zona medio de
la cafia de azucar, 8 muestras tomadas de axilar de la zona bajo de la cafia de aztcar y 5 muestras

de insecto salivazo adulto de la zona alta.

Imagen 1: Mapa de la colecta Palo Quemado

Los hongos entomopatdgenos vienen a ser el grupo de mayor importancia en el control
bioldgico de insectos y también de las plaga que son afectados, encontrdndose presentes
naturalmente en el ambiente, en el suelo, en restos de cultivos, sobre los cadaveres de insectos,

obteniendo su nutricion de otros organismos o de materia organica (Gémez et al., 2014).

10.2 Colecta de material vegetal e insectos infectados con hongos
Parroquia EI Corazén, sector Pucara.

Se colectaron un total de 12 muestras con hongos entomopatdgenos, 8 del género Mahanarva
andigena (salivazo), de igual forma se colectaron 4 muestras de material vegetal de cafa de
azucar con presencia de hongos. La toma de muestras se realizo en 12 sitios de la finca con una
técnica de la Colecta directa cada 9 metros en forma del zig-zag; 1 muestra tomada del envés
de la hoja de cafia de azUcar de la zona bajo, 3 muestras tomadas de axilar de la zona bajo de la
cafa de azUcar y 8 muestras de insecto salivazo adulto de la zona alta.
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Imagen 2: Mapa de la colecta EI Corazon.

Los hongos pueden causar enfermedades en los insectos, son llamados entomopatdgenos, viven
naturalmente en el ambiente, suelos, también alojados en los mismos cuerpos de los insectos,
causando su muerte en un plazo aproximado de cinco a siete dias con la posibilidad de propagar
al hongo a otros insectos bajo condiciones favorables como la temperatura y la humedad. Los
entomopatogenos se multiplican y dispersan dentro del mismo cultivo favoreciendo la accion

reguladora de la poblacién de insectos (Chiriboga et al., 2015).

10.3 Colecta de material vegetal e insectos infectados con hongos
Parroquia Pacto, sector Paraiso, al noroccidente de la provincia de Pichincha.

Se colectaron un total de 12 muestras con hongos entomopatdgenos, 6 del género Mahanarva
andigena (salivazo), de igual forma se colectaron 6 muestras de material vegetal de cafia de
azUcar con presencia de hongos. La toma de muestras se realizd en 12 sitios de la finca con una
técnica de la Colecta directa cada 9 metros en forma del zig-zag; 4 muestras tomadas del envés
de la hoja de cafia de azlcar de la zona bajo, 1 muestra tomada de axilar de la zona alta de la
cafia de azucar, 1 muestra tomada de axilar de la zona bajo de la cafia de azucar y 6 muestras

de Insecto salivazo adulto de la zona alta.
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Imagen 3: Mapa de la colecta Pacto.

AU e
VI8 7 1

M} V0

El ciclo vital de estos hongos entomopatdgenos se divide en una fase parasitica, que va desde
la infeccion hasta la muerte del hospedero, que transcurre después de la muerte del insecto. Este
aspecto de su biologia permite a los hongos entomopatégenos actuar como patdégenos
facultativos, es decir, son capaces de sobrevivir a expensas de la materia organica del suelo u

otro sustrato, mientras no haya insectos disponibles para infectar (Sepulveda, 2012).

10.4 Aislamiento de los hongos entomopatogenos
Palo quemado

Se aislaron un total de 40 cajas Petri de las cuales 15 cajas Petri fueron aisladas de insectos, 25

cajas Petri fueron de material vegetal con presencia de hongos
El Corazon

Se aislaron un total de 20 cajas Petri, 16 cajas Petri fueron aisladas de insectos, 4 cajas Petri de

material vegetal con presencia de hongos.
Pacto

Se aislaron un total de 20 cajas Petri, 12 cajas Petri fueron aisladas de insecto, 8 cajas Petri de

material vegetal con presencia de hongos.



Tabla 9: Muestras aisladas por cada sector
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Fechas de aislamiento de los hongos entomopatdgenos
Cantidad de cajas
Provincia| Canton Parroquia Sector Fecha Petri aisladas
Cotopaxi | Sigchos | Palo Quemado |Galapagos | 24/10/2022 40
Cotopaxi | Pangua El Corazon Pucara |09/11/2022 20
Pichincha | Quito Pacto Paraiso |23/11/2022 20

Elaborado por: (Negrete 2023).

Segin (GoOmez-Pereira & Mendoza-Mora, 2014) afirma que los aislamientos se toman las
muestras de insectos o también pueden ser de material vegetal que presenten una esporulacion
y estén libres de contaminantes. Este aislamiento se puede efectuar de dos maneras: En el primer
caso Se prepara una suspension retirando las conidias del cuerpo del insecto y colocandolas. A
partir de esta suspension se hacen siembras en el medio de cultivo con la ayuda de un asa de
siembra de platino. En el otro caso se retiran las conidias del insecto con el asa de siembra y se
siembran directamente utilizando la técnica del rayado sobre el medio de cultivo. El aislamiento
se efectla en cajas Petri conteniendo PDA (papa, dextrosa y agar). Las cajas Petri se sellan con
parafilm y la rotulacion, posteriormente se colocan en una incubadora a 26 °C con luz

permanente.

De acuerdo a (Granda, 2018), para el aislamiento de las muestras de hongos entomopatdgenos,
los materiales tienen que estar desinfectado, raspandolo a las muestras de insectos para la

siembra mediante la técnica de rayado en el medio de cultivo.
10.5 Identificacién del hongo sector (Palo Quemado)
10.5.1 Observacion macroscopica

Observacion macroscopica durante los 7 dias de crecimiento del hongo Metarhizium spp con
una temperatura de 26 °C en la incubadora.

Imagen 4: Crecimiento radial de (Metarhizium spp), en medio de cultivo PDA durante los 7
dias de desarrollo de la colonia Palo Quemado.
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Crecimiento del hongo a 2 dias

A los dos dias de la siembra del hongo se formaron las colonias al 50% de un color blanco

algodonoso siendo el hongo més joven durante su crecimiento inicial en la caja Petri.
Crecimiento del hongo 3 dias

Las colonias se expandieron al 100% en toda la caja Petri de color blanco tornandose a verde
claro en el centro de la caja Petri, de acuerdo a los mencionados por (Garcia-Gutiérrez et al.,
2020) quien menciona que la textura que presentaron las colonias al inicio de su desarrollo es

algodonosa de color blanco, cambiando a verdosa pulverulentas durante el crecimiento micelial.
Crecimiento del hongo 4 dias

Durante esta etapa, todas las colonias se tornaron de un color verde claro, es decir cambia de

color gradualmente debido que se acerca la etapa de esporulacion.
Crecimiento del hongo 7 dias

A los siete dias del crecimiento todas las colonias tornaron de color verde, de acuerdo a lo
mencionado por (Raymundo-Jiménez et al., 2019) quien menciona que la morfologia se
mantiene con una textura algodonosa formando halos de color verde cerca a la etapa de
maduracion de la cepa y al inicio de la etapa esporulacion, presentando hifas cenociticas, lisas,
con conidias de diferentes matices de colores desde el verde oliva hasta verde claro.

De igual manera de acuerdo a lo mencionado por (Torres de la C. et al., 2013) los aislamientos
mostraron colonias inicialmente blancas que al madurar se tornan de color verde olivo,
conidioforos simples o agregados con fialides en forma de botella. Conidios alargados, ovoides
a cilindricos de 5-9 um dispuestos en cadenas compactas paralelas, que en masa presentaron
color verde olivo, confirmando de esta manera que el hongo aislado de las muestras colectadas

es Metarhizium spp.

10.5.2 Observacion microscopica

Para la identificacion del hongo que fue cultivado y aislado en el laboratorio de la Universidad
Técnica de Cotopaxi el (24/10/2022), se mantuvo en incubacién durante un periodo de 7 dias a

una temperatura de 26 °C.
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Equipos de laboratorio

Marca Modelo Cantidad
e Microscopio OLYMPUS | CX31RBSFA 1
Elaborado por: (Negrete 2023).

Posteriormente se tomaron muestras de los aislados de los hongos con un asa, se coloca en
portaobjetos y se coloca sobre la muestra un cubre objetos; se coloca en el microscopio con el
lente (20x/0.40Ph1.) para observar las estructuras que forman durante su crecimiento en medio

de cultivo.

Las colonias en medio de cultivo PDA son circulares, con borde regular, aspecto aterciopelado

polvoriento, de color verde oscuro. Las estructuras microscopicas (Fotografias 1) Todas las
hifas estan entrelazadas entre ellas y ramificadas, separadas o libres también estan formando
cadenas ya que el hongo Metarhizium spp, llego a su fase final del crecimiento ya esta listo para
ser propagado. Como lo describe (Un et al., 2018) Metarhizium spp, forma al inicio colonias
blancas y algodonosas, posteriormente se tornaron amarillo-verdoso y finalmente verde-olivo
el conididforo presentd verticilos de 2-3 ramas cada uno, conidios subhialinos a verdes,

cilindricos a elipsoidales.

Segun (Alcantara-vargas, 2020) las caracteristicas morfologicas para el género (Metarhizium
spp) son: conidiéforos densamente entrelazados, conidios ovoides de color verde, formados en
cadenas paralelas largas o cortas, los conidiéforos son ramificados, con forma de candelabro y
entrelazados. De acuerdo (ADRIANA GARCIA TAPIA, 2013) las hifas son cenociticas, lisas,
con conidias de diferentes matices de colores desde el verde claro hasta verde oscuro, las
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conidias poseen extremos redondeados, lisas y agrupadas en cadenas regulares debido a la

agregacion por elongacién de las mismas conidias.

De los 40 aislamientos, 10 cajas Petri fueron identificadas con el hongo Metarhizium spp, de
las cuales ocho aislamientos fueron aislados de salivazos adultos (Mahanarva andigena) de la
zona alta de la plantacion y dos aislamientos fueron obtenidos de muestras de material vegetal
y un aislamiento del envés de la hoja de cafia de azlcar colectada de la zona bajo de la plantacion

y una muestra de la zona axilar de la planta de zona, colectada de la zona baja de la plantacion.

Ademas, se logro aislar dos hongos Beauveria spp., y Trichoderma spp., obtenidos de material
vegetal, de acuerdo a lo mencionado por (Manuel et al., 2011) quien indica que de un total de
25 muestras de suelo de areas cultivadas de citricos en el estado de Nuevo Leon, el 60% de las
muestras resultaron positivas con presencia de hongos entomopatégenos y entre los
aislamientos se encontraron los hongos de género Beauveria spp, detectado en el 24% (6
aislados) de las muestras, Metarhizium spp, en el 8% (2 aislados) y Isaria spp, en el 25% (7

aislados).

Tabla 10: Datos con muestras aisladas Palo Quemado

Muestras de los insectos

Tipo de muestra del campo Insecto salivazo adulto (Mahanarva
andigena) de la zona alta

Rotulacion en las cajas Petri Observaciones

M.N.15. (PDA). 24/10/22. C (). (Metarhizium) spp.

M.N.15. (PDA). 24/10/22. C (2). Contaminado

M.N.15. (PDA). 24/10/22. C (3). (Metarhizium) spp.

Tipo de muestra del campo Insecto salivazo adulto (Mahanarva
andigena) de la zona alta

Rotulacion en las cajas Petri Observaciones

M.N.3. (PDA). 24/10/22. C (1). (Metarhizium) spp.

M.N.3. (PDA). 24/10/22. C (2). (Metarhizium) spp.

M.N.3. (PDA). 24/10/22. C (3). Contaminado




Tipo de muestra del campo

Insecto salivazo adulto (Mahanarva
andigena) de la zona alta

Rotulacion en las cajas Petri

Observaciones

M.N.10. (PDA). 24/10/22. C (1).

Contaminado

M.N.10. (PDA). 24/10/22. C (2).

Contaminado

M.N.10. (PDA). 24/10/22. C (3).

(Metarhizium) spp.

Tipo de muestra del campo

Insecto salivazo adulto (Mahanarva
andigena) de la zona alta

Rotulacion en las cajas Petri

Observaciones

M.N.17. (PDA). 24/10/22. C (1).

(Metarhizium) spp.

M.N.17. (PDA). 24/10/22. C (2).

Contaminado

M.N.17. (PDA). 24/10/22. C (3).

Contaminado

Tipo de muestra del campo

Insecto salivazo adulto (Mahanarva
andigena) de la zona alta

Rotulacion en las cajas Petri

Observaciones

M.N.18. (PDA). 24/10/22. C (1).

Contaminado

M.N.18. (PDA). 24/10/22. C (2).

(Metarhizium) spp.

M.N.18. (PDA). 24/10/22. C (3).

(Metarhizium) spp.

Muestras de material vegetal

Tipo de muestra del campo

Axilar de la zona bajo de la cafia de azucar

Rotulacion en las cajas Petri

Observaciones

M.N.1. (PDA). 24/10/22. C (1).

Contaminado

M.N.1. (PDA). 24/10/22. C (2).

(Beauveria bassiana)

Tipo de muestra del campo

Envés de la hoja de cafia de la zona bajo

Rotulacion en las cajas Petri

Observaciones

M.N.2. (PDA). 24/10/22. C (1).

Contaminado

M.N.2. (PDA). 24/10/22. C (2).

(Metarhizium) spp.

Tipo de muestra del campo

Axilar de la zona bajo de la cafia de azucar

Rotulacion en las cajas Petri

Observaciones

M.N.4. (PDA). 24/10/22. C (1).

(Beauveria bassiana)

M.N.4. (PDA). 24/10/22. C (2).

Contaminado
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Tipo de muestra del campo

Axilar de la zona bajo de la cafia de azlcar

Rotulacion en las cajas Petri

Observaciones

M.N.5. (PDA). 24/10/22. C (1).

(Trichoderma)

M.N.5. (PDA). 24/10/22. C (2).

Contaminado

Tipo de muestra del campo

Axilar de la zona bajo de la cafia de azucar

Rotulacion en las cajas Petri

Observaciones

M.N.6. (PDA). 24/10/22. C (1).

Contaminado

M.N.6. (PDA). 24/10/22. C (2).

Contaminado

Tipo de muestra del campo

Axilar de la zona bajo de la cafia de azlcar

Rotulacion en las cajas Petri

Observaciones

M.N.7. (PDA). 24/10/22. C (1).

Contaminado

M.N.7. (PDA). 24/10/22. C (2).

Contaminado

Tipo de muestra del campo

Axilar de la zona bajo de la cafia de azucar

Rotulacion en las cajas Petri

Observaciones

M.N.8. (PDA). 24/10/22. C (1).

Contaminado

M.N.8. (PDA). 24/10/22. C (2).

Contaminado

Tipo de muestra del campo

Axilar de la zona bajo de la cafia de azucar

Rotulacion en las cajas Petri

Observaciones

M.N.9. (PDA). 24/10/22. C (1).

Contaminado

M.N.9. (PDA). 24/10/22. C (2).

Contaminado

Tipo de muestra del campo

Axilar de la zona bajo de la cafia de azucar

Rotulacion en las cajas Petri

Observaciones

M.N.11. (PDA). 24/10/22. C (1).

Contaminado

M.N.11. (PDA). 24/10/22. C (2).

(Metarhizium) spp.

Tipo de muestra del campo

Envés de la hoja de cafia de la zona bajo

Rotulacion en las cajas Petri

Observaciones

M.N.12. (PDA). 24/10/22. C (1).

Contaminado

M.N.12. (PDA). 24/10/22. C (2).

Contaminado
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Tipo de muestra del campo Axilar de la zona medio de la cafia de
azucar

Rotulacion en las cajas Petri Observaciones

M.N.13. (PDA). 24/10/22. C (1). Contaminado

M.N.13. (PDA). 24/10/22. C (2). Contaminado

Tipo de muestra del campo Axilar de la zona medio de la cafia de
azucar

Rotulacion en las cajas Petri Observaciones

M.N.14. (PDA). 24/10/22. C (). Contaminado

M.N.14. (PDA). 24/10/22. C (2). Contaminado

Elaborado por: (Negrete 2023).
10.6 Identificacion del hongo sector (El Corazon)

10.6.1 Observacion macroscopica.

Observacion macroscopica durante los 7 dias de crecimiento del hongo Metarhizium spp con
una temperatura de 26 °C en la incubadora.
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Imagen 5: Crecimiento radial de (Metarhizium spp), en medio de cultivo PDA durante los 7
dias de desarrollo de la colonia EI Corazon.

Crecimiento del hongo a 2 dias

A los dos dias, posteriores a la siembra del hongo se formaron las colonias en un 50% de un
color blanco algodonoso siendo el hongo mas joven durante su crecimiento inicial en la caja
Petri.

Crecimiento del hongo 3 dias

Las colonias se expandieron al 100% en toda la caja Petri de color blanco tornandose a verde

claro en el centro de la caja Petri.
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Crecimiento del hongo 4 dias

Todas las colonias se estan tornando de un color verde claro ya que el hongo esta llegando al

punto final de crecimiento para la esporulacion.
Crecimiento del hongo 7 dias

A los siete dias del crecimiento todas las colonias tornaron de color verde, llegando a su punto
de maduracidn de la cepa para su esporulacion.

Cada muestra se incubd 7 dias a temperatura 26 °C hasta observar conidiacion de las colonias.
Los aislados de Metarhizium spp fueron identificados por las caracteristicas morfoldgicas de la
colonia (color verde). De acuerdo (Pifia, 2017) Posteriormente los aislados se incubaron hasta
observar sus colonias para obtener monocolonias, de esta manera se identificd si en el aislado
gue no existen contaminantes de otros hongos y de esta manera tener un cultivo puro de

(Metarhizium spp).

(Valverde-Sanchez et al., 2015) afirma que las colonias de Metarhizium spp, en PDA presentan
un crecimiento de micelio completamente redondo, con borde blanco y con grupos de
conidioforos que se tornan, al multiplicarse las conidias, de colores olivaceo, amarillento,
verdoso, marrén oscuro, dependiendo del aislamiento. El conidiéforo nace del micelio y es
irregularmente ramificado con dos a tres ramas en cada septa, los conidios son unicelulares,

cilindricos y truncados, formados en cadenas muy largas, hialinas a verde olivaceo.

10.6.2 Observacion microscopica

Para la identificacion del hongo que fue cultivado y aislado en el laboratorio de la Universidad
Técnica de Cotopaxi el (09/11/2022), se mantuvo en incubacidn durante un periodo de 7 dias a

una temperatura de 26 °C.

Equipos de laboratorio

Marca Modelo Cantidad
e Microscopio OLYMPUS CX31RBSFA 1
Elaborado por: (Negrete 2023).
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Posteriormente se tomaron muestras de los aislados de los hongos con un asa, se coloca en
portaobjetos y se coloca sobre la muestra un cubre objetos; se coloca en el microscopio con el

lente (20x/0.40Ph1.) para observar las estructuras que forman durante su crecimiento en medio

de cultivo.

AR

- .

L W x
DA). 16/11/22. M.N.12

Fotografia 2. Identificado al dia 7 del crecimientoto (P

El proceso de aislamiento produjo 20 aislados nativos de Metarhizium spp., de los cuales, cinco
se aislaron de ninfas de Mahanarva andigena y quince de muestras de suelo. De los insectos
infectados se logrd obtener aislamientos viables, lo cual es evidencia de que en el lugar de
estudio se presentan epizootias naturales que suprimen las poblaciones de insectos por este
hongo entomopatogeno (Valle-Ramirez et al., 2021).

De los 20 aislamientos obtenidos, 9 fueron identificados con el hongo Metarhizium spp y 7
fueron aisladas del insecto adulto de salivazo Mahanarva andigena de la zona alta de la
plantacién y dos aislamientos fueron obtenidos de material vegetal de zona axilar de la planta
de cafia de azlcar. Un aislamiento fue identificado con el hongo Trichoderma proveniente de

una muestra material vegetal.

Bajo el microscopio se observan caracteristica tales como hifas entrelazadas entre ellas y
ramificadas, forman una bolsa y estan separadas o libres caracteristicas de Metarhizium spp en
concordancia a lo indicado por (Yohana, 2016) quien menciona que las colonias presentan una
estructura algodonosa, blanca, que se torna verde grisaceo con la esporulacién en halos o anillos
conceéntricos, de color verde grisaceo, mas concentrados en el centro, en estructuras conocidas
como esporodoquios. Colonia con borde regular, algodonoso con abundante micelio aéreo.

Difunde pigmento al medio de color carmelita.

De acuerdo (Johanna et al., 2020) las colonias en PDA de 7,8 cm diametro, algodonosa, blanca

y se torna verde olivo intenso con la esporulacién, de apariencia costrosa, pegada al medio.
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Esporulacion en anillos concéntricos. Colonia con borde regular, algodonoso con abundante

micelio aéreo.

Tabla 11: Datos con muestras aisladas El Corazon

Muestras de los insectos

andigena)de la zona alta

Tipo de muestra del campo Insecto salivazo adulto (Mahanarva
andigena)de la zona alta

Rotulacion en las cajas Petri Observaciones

(PDA). 09/11/22. M.N.1. C (1). EL C. Contaminado

(PDA). 09/11/22. M.N.1. C (2). EL C. Contaminado

Tipo de muestra del campo Insecto salivazo adulto (Mahanarva
andigena)de la zona alta

Rotulacion en las cajas Petri Observaciones

(PDA). 09/11/22. M.N.2. C (1). EL C. (Metarhizium) spp.

(PDA). 09/11/22. M.N.2. C (2). EL C. (Metarhizium) spp.

Tipo de muestra del campo Insecto salivazo adulto (Mahanarva
andigena)de la zona alta

Rotulacion en las cajas Petri Observaciones

(PDA). 09/11/22. M.N.3. C (1). EL C. Contaminado

(PDA). 09/11/22. M.N.3. C (2). EL C. Contaminado

Tipo de muestra del campo Insecto  salivazo adulto (Mahanarva
andigena)de la zona alta

Rotulacion en las cajas Petri Observaciones

(PDA). 09/11/22. M.N.6. C (1). EL C. Contaminado

(PDA). 09/11/22. M.N.6. C (2). EL C. (Metarhizium) spp.

Tipo de muestra del campo Insecto salivazo adulto (Mahanarva

Rotulacién en las cajas Petri

Observaciones

(PDA). 09/11/22. M.N.9. C (1). EL C.

Contaminado

(PDA). 09/11/22. M.N.9. C (2). EL C.

Contaminado




Tipo de muestra del campo

Insecto salivazo adulto (Mahanarva
andigena)de la zona alta

Rotulacion en las cajas Petri

Observaciones

(PDA). 09/11/22. M.N.10. C (1). EL C.

Contaminado

(PDA). 09/11/22. M.N.10. C (2). EL C.

Contaminado

Tipo de muestra del campo

Insecto salivazo adulto (Mahanarva
andigena)de la zona alta

Rotulacion en las cajas Petri

Observaciones

(PDA). 09/11/22. M.N.11. C (1). EL C.

(Metarhizium) spp.

(PDA). 09/11/22. M.N.11. C (2). EL C.

(Metarhizium) spp.

Tipo de muestra del campo

Insecto salivazo adulto (Mahanarva
andigena)de la zona alta

Rotulacion en las cajas Petri

Observaciones

(PDA). 09/11/22. M.N.12. C (1). EL C.

(Metarhizium) spp.

(PDA). 09/11/22. M.N.12. C (2). EL C.

(Metarhizium) spp.

Muestras de material vegetal

Tipo de muestra del campo

Axilar de la zona bajo de la cafia de azlcar

Rotulacion en las cajas Petri

Observaciones

(PDA). 09/11/22. M.N.4. EL C.

(Metarhizium) spp.

Tipo de muestra del campo

Axilar de la zona bajo de la cafia de azlcar

Rotulacion en las cajas Petri

Observaciones

(PDA). 09/11/22. M.N.5. EL C.

(Metarhizium) spp.

Tipo de muestra del campo

Envés de la hoja de cafia de la zona baja

Rotulacion en las cajas Petri

Observaciones

(PDA). 09/11/22. M.N.7. EL C.

(Trichoderma)

Tipo de muestra del campo

Axilar de la zona bajo de la cafia de azlucar

Rotulacion en las cajas Petri

Observaciones

(PDA). 09/11/22. M.N.8. EL C.

Contaminado

Elaborado por: (Negrete 2023).
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10.7 Identificacién del hongo sector (Pacto)

10.7.1 Observacion macroscopica

Observacion macroscopica durante los 7 dias de crecimiento del hongo Metarhizium spp con

una temperatura de 26 °C en la incubadora.

—
P

Imagen 6: Crecimiento radial de (Metarhizium spp), en medio de cultivo PDA durante los 7
dias de desarrollo de la colonia Pacto.

La cepa de aislamiento mostro caracteristicas tipicas del género (Metarhizium spp) crecimiento
inicial micelar de color blanco, posteriormente una produccién de conidios de coloracion verde

claro. Ademas, se observd una abundante produccion de conidios (B et al., 2013).
Crecimiento del hongo a 2 dias

A los dos dias de la siembra del hongo se formaron al 50% las colonias de un color blanco

algodonoso siendo el hongo més joven durante su crecimiento inicial en la caja Petri.
Crecimiento del hongo 3 dias

Las colonias se expandieron al 100% en toda la caja Petri de color blanco tornandose a verde

claro en el centro de la caja Petri.
Crecimiento del hongo 4 dias

Todas las colonias se estan tornando de un color verde claro ya que el hongo esta llegando al

punto final de crecimiento para la esporulacion.
Crecimiento del hongo 7 dias

A los siete dias del crecimiento todas las colonias tornaron de color verde, llegando a su punto
de maduracién de la cepa para su esporulacion. De acuerdo (Aguilera-cogley et al., 2020) Los
aislados nativos de Metarhizium spp, provenientes de hongos entomopatogenos mostraron

colonias inicialmente de color blanco, que posteriormente se tornaron de color verde claro.
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(Castro, 2019) afirma que su crecimiento es blanco algodonoso cuando es joven pero conforme
madura toma una coloracién verde oscura se caracteriza por hifas hialinas y septadas,
conidioforos cortos, las fialides pueden encontrarse solas, en pares 0 en manojos, y de ellas se
forman los conidios en cadena. Los conidios son cilindricos unicelulares de 3,5 a 8um de
longitud y 1.5-2.5um de ancho, hialios o ligeramente pigmentados y con estomas carnosos.
(Gutierrez et al., n.d.) (2018) se caracteriza por presentar micelio de color verde oliva e hifas
lisas y septadas conidioforos en monticulos bajos, cubiertos por conidios, erectos, ramificados,

agrupados estrecha o ligeramente, formando una capa esporulante.

10.7.2 Observacion microscopica

Para la identificacion del hongo que fue cultivado y aislado en el laboratorio de la Universidad
Técnica de Cotopaxi el (23/11/2022), se mantuvo en incubacién durante un periodo de 7 dias a

una temperatura de 26 °C.

Equipos de laboratorio

Marca Modelo Cantidad
e Microscopio OLYMPUS CX31RBSFA 1
Elaborado por: (Negrete 2023).

Posteriormente se tomaron muestras de los aislados de los hongos con un asa, se coloca en
portaobjetos y se coloca sobre la muestra un cubre objetos; se coloca en el microscopio con el

lente (20x/0.40Ph1.) para observar las estructuras que forman durante su crecimiento en medio

de cultivo.

Fotografia 3. Identificado al dia 7 del crecimiento la M.N.4. (PDA). 30/11/22

El (Metarhizium spp), las colonias en medio de cultivo PDA son circulares, con borde regular,
aspecto aterciopelado polvoriento, de color verde grisaceo. Las estructuras microscopicas
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(Fotografias 3) presentan hifas septadas, ramificadas, fialides individuales o en pares,
alargadas, cilindricas individuales y formando cadenas largas.

Segun los estudios hecho por (Navarro-barranco et al., 2019) el tamarfio conidial. EI examen
microscopico reveld hifas hialinas, conidios lisos, septados, predominantemente cilindricos,
uninucleares con extremos redondeados que formaban cadenas basipetas caracteristicas de
(Metarhizium spp). Presenta ramificaciones, conidias cilindricas a ovales que se forman en
cadenas. Las conidias son producidos en sucesion basipétala, estando la conidia mas joven en

la base de la cadena (Development et al., 2018).

Segun (Elizabeth & Gallegos, 2015) se realizd con secuencias de 15 aislamientos de hongos
entomopatogenos, 3 aislamientos de Beauveria y 12 aislamientos de Metarhizium spp para su

comparacion.

De las 20 cajas Petri que fueron aisladas 10 cajas Petri fueron identificados con el hongo
Metarhizium spp, de las cuales siete cajas son de Insecto salivazo adulto (Mahanarva andigena)
de la zona alta y tres cajas Petri fueron identificados con el hongo Mtarhizium spp de muestra
vegetal provenientes de Enveés de la hoja de cafia de la zona bajo, dos muestras de cajas fueron
identificados con Beauveria bassiana, de las cuales son de la muestra vegetal. El resto de cajas

esta en proceso de crecimiento mientras que otros estan contaminadas por bacterias.

Tabla 12: Datos con muestras aisladas Pacto

Muestras de los insectos

Tipo de muestra del campo Insecto salivazo adulto (Mahanarva
andigena) de la zona alta
Identificacion cajas Petri Observaciones

M.N.3. (PDA). 23/11/22. C (1). P. Quito. | (Metarhizium) spp.
M.N.3. (PDA). 23/11/22. C (2). P. Quito. | (Metarhizium) spp.

Tipo de muestra del campo Insecto salivazo adulto (Mahanarva
andigena) de la zona alta
Rotulacién en las cajas Petri Observaciones

M.N.4. (PDA). 23/11/22. C (1). P. Quito. | (Metarhizium) spp.
M.N.4. (PDA). 23/11/22. C (2). P. Quito. | (Metarhizium) spp.




Tipo de muestra del campo Insecto salivazo adulto (Mahanarva
andigena) de la zona alta

Rotulacion en las cajas Petri Observaciones

M.N.5. (PDA). 23/11/22. C (1). P. Quito. | En proceso de crecimiento

M.N.5. (PDA). 23/11/22. C (2). P. Quito. | (Metarhizium) spp.

Tipo de muestra del campo Insecto salivazo adulto (Mahanarva
andigena) de la zona alta

Rotulacion en las cajas Petri Observaciones

M.N.7. (PDA). 23/11/22. C (1). P. Quito. | Contaminado

M.N.7. (PDA). 23/11/22. C (2). P. Quito. | Contaminado

Tipo de muestra del campo Insecto salivazo adulto (Mahanarva
andigena) de la zona alta

Rotulacion en las cajas Petri Observaciones

M.N.10. (PDA). 23/11/22. C (1). P. Quito. | Contaminado

M.N.10. (PDA). 23/11/22. C (1). P. Quito. | Contaminado

Tipo de muestra del campo Insecto salivazo adulto (Mahanarva

andigena) de la zona alta

Rotulacion en las cajas Petri

Observaciones

M.N.12. (PDA). 23/11/22. C (1). P. Quito.

(Metarhizium) spp.

M.N.12. (PDA). 23/11/22. C (2). P. Quito.

(Metarhizium) spp.

Muestras de material vegetal

Tipo de muestra del campo

Envés de la hoja de cafia de la zona bajo

Rotulacion en las cajas Petri

Observaciones

M.N.1. (PDA). 23/11/22. C (1). P. Quito.

(Metarhizium) spp.

M.N.1. (PDA). 23/11/22. C (2). P. Quito.

Contaminado

Tipo de muestra del campo

Envés de la hoja de cafia de la zona bajo

Rotulacién en las cajas Petri

Observaciones

M.N.2. (PDA). 23/11/22. C (1). P. Quito.

(Metarhizium) spp.

M.N.2. (PDA). 23/11/22. C (2). P. Quito.

(Metarhizium) spp.

37



38

Tipo de muestra del campo Axilar de la zona alta de la cafia de azucar
Rotulacion en las cajas Petri Observaciones

M.N.6. (PDA). 23/11/22. P. Quito. Contaminado

Tipo de muestra del campo Envés de la hoja de cafia de la zona bajo.
Rotulacion en las cajas Petri Observaciones

M.N.8. (PDA). 23/11/22. P. Quito. (Beauveria bassiana)

Tipo de muestra del campo Envés de la hoja de cafia de la zona bajo.
Rotulacion en las cajas Petri Observaciones

M.N.9. (PDA). 23/11/22. P. Quito. Contaminado

Tipo de muestra del campo Axilar de la zona bajo de la cafia de azucar.
Rotulacion en las cajas Petri Observaciones

M.N.11. (PDA). 23/11/22. P. Quito. (Beauveria bassiana)

Elaborado por: (Negrete 2023).
11. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O ECONOMICOS)

11.1 Impacto social

El presente proyecto de investigacion busca una alternativa viable y econémica para el control
de la plaga, sin causar dafios al medio ambiente y la salud humana, la identificacion de
Metarhizium spp ayudara a buscar alternativas de control del salivazo en el cultivo de la cafa

de azUcar.

11.2 Impacto ambiental

El monocultivo de la cafia de azlcar causa grandes dafios como la degradacién de suelo por la
guema de los residuos durante su cosecha, debido a plagas y enfermedades que presenta, entre
ellas, el salivazo (Mahanarva andigena). La aplicacion de productos quimicos para el control
de la plaga, causa problemas medioambientales, por ello si busca una alternativa de control
biolégico como el hongo Metarhizium spp que no causa ningun dafio y puede controlar dicha

plaga sin ningln problema.
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11.3 Impacto econdmico

El uso Metarhizium spp, como posible controlador dara una gran ventaja a los caficultores, el
manejo del cultivo de cafia de azucar sera completamente organico, el agricultor tendra mas

oportunidad de comercio de productos organicos para la industria.

12. PRESUPUESTO DEL PROYECTO

Tabla 13: Costo del proyecto de investigacion

Materiales de colecta Cantidad Precio Total
Frasco recolector de insecto 41 $ 050 | $ 20,50
Tijeras 1 $ 050 | $ 0,50
Pinzas 1 $ 050 | $ 0,50
Agua embotellada 1 $ 050 | $ 0,50
Rociador de agua 1 $ 050 | $ 0,50
Cooler 1 $ 30,00 | $ 30,00
Etiqueta 41 $ 010 | $ 4,10
Marcador 1 $ 1,00 | $ 1,00

Total $ 57,60

Materiales Cantidad Precio Total

Cajas Petri plastico pequefios 120 $ 0,40 | $ 48,00
Medio de cultivo (PDA). 3 $ 90,00 | $ 270,00
Mechero de alcohol. 1 $ 500 | $ 5,00
Papel absorbente. unrollo | $ 275 | $ 2,75
Guantes quirdrgicos. unacaja | $ 300 | $ 3,00
Para film. unacaja | $ 70,00 | $ 70,00
Alcohol 70% 1 $ 10,00 | $ 10,00
Alcohol 96% 1 $ 10,00 | $ 10,00
Agua destilada 2 galones | $ 500 | $ 10,00
Papel aluminio unrollo | $ 275 | $ 2,75
Cajas Petri cristal grande 30 $ 250 | $ 75,00
Refrigerador 1 $ 300,00 | $ 300,00
Estuche de decision 2 $ 16,00 | $ 32,00




Plastico film.

unrollo | $

5,00

$

5,00

Total

$

843,50

PRESUPUESTO COMIDA 'Y TRASPORTE PALO QUEMADO

Actividades |Dias Ida Vuelta | Cantidad. P Total
Recoleccion 1 5 5 2 20
Dias| Café [Almuerzo| Cantidad.P
Comida 1 5 5 2 20
Total 40
PRESUPUESTO COMIDA'Y TRASPORTE EL CORAZON
Actividades |Dias lda Vuelta | Cantidad. P Total
Recoleccion 1 5 5 2 20
Dias| Café [Almuerzo| Cantidad.P
Comida 1 5 5 2 20
Total 40

PRESUPUESTO COMIDA'Y TRASPORTE PACTO

Actividades |Dias Ida Vuelta | Cantidad. P Total
Recoleccion 1 5 5 2 20
Dias| Café |Almuerzo| Cantidad. P
Comida 1 5 5 2 20
Total 40
ANALESIS DE LOS HONGOS
SITIOS UNIDAD PRECIO TOTAL
PALO QUEMADO 1 $ 36,00 $ 36,00
EL CORAZON 1 $ 36,00 $ 36,00
PACTO 1 $ 36,00 $ 36,00
Total $ 108,00
Presupuesto total de la investigacion |$ 1.129,10
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13. CONCLUSIONES

Se obtuvo un total de 41 muestras de insectos infectados con hongos entomopatdgenos
y material vegetal, 17 muestras pertenecen a Palo Quemado, 12 muestras del sector de

El Corazdn y un total de 12 muestras de la localidad de Pacto.

Se obtuvieron un total de 29 aislamientos de hongos entomopat6genos, de las tres zonas
donde se realizaron los muestreos, 10 aislamientos de “Palo Quemado”, 9 aislamientos

del “El Corazon” y 10 aislamientos de “Pacto”.

Se logro identificar morfoldégicamente al hongo (Metarhizium spp), basandose en sus
caracteristicas tales como: colonias con borde regular, de aspecto polvoriento, de color
verde grisaceo, hifas septadas, ramificadas, hialinas; conidias elipsoidales a cilindricas,
también fueron identificados 4 cajas con el hongo (Beauveria bassiana) una caja fue

identificado con el hongo (Trichoderma).
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14. RECOMENDACIONES

Realizar nuevas investigaciones acerca del hongo (Metarhizium spp), de como nos

ayudaria en el control de plagas tanto al nivel econdémico, ambiental.

Estudiar nuevos hongos entomopatdégenos como una alternativa para el control

biologico.

Dar charlas de los resultados obtenidos de como se realiza la colecta y aislamiento de

los hongos entomopatogenos.
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Anexo.-1 Aval del Traductor
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Anexo.- 2 Anélisis micoldgica de Metarhizium spp, de tres muestras del subtropico provincia

de Cotopaxi (Palo Quemado, El corazon) y Provincia de Pichincha (Pacto).
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Observaciones:
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Fotografia 1. Estructuras Metarhizium spp., M-001 (Puerto Quito), M-002 (El Corazén), M-003
(Palo Quemado), microscopia 40X.
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Anexo.-3 Recoleccion de campo de las muestras de hongos entomopatdgenos (Palo Quemado,

El Corazon y Pacto)

Figura.-1 Presencia del hongo en el
axilar zona bajo de la cafa de azlcar

E. N
Figura.-2 Presencia del hongo en el

envés de la hoja de cafia de la zona bajo
(Palo Quemado).

Figura.-3 Presencia del hongo en el
axilar zona bajo de la cafia de aztcar (El
Corazén).

— — = —

Figura.-4 Presencia del hongo en el
envés de la hoja de cafia de la zona bajo

Figura.-5 Presencia del hongo en el
axilar zona alta de la cafia de azUcar
(Pacto).

(El Corazon).

Figura.-6 Presencia del hongo en el
envés de la hoja de cafia de la zona bajo

(Pacto).




Figura.-7 Colocar la muestra del hongo
en frasco.

S
insecto

Buscando el
infectado del hongo entomopatogeno.

igura.-8

Figur.- Buscando el insecto infectado
del hongo entomopatogeno  (El
Corazon).

(Palo Quemado).

Figura.-10 Buscando el insecto
infectado del hongo entomopatogeno

Presencia del

Figura.-10
entomopatogeno insecto salivazo adulto
(Mahanarva andigena) de la zona alta
(Palo Quemado).

hongo

Figura.-10 Presencia del

hongo
entomopatogeno  insecto  salivazo
adulto (Mahanarva andigena) de la
zona alta (Palo Quemado).
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del
entomopatogeno insecto salivazo adulto
(Mahanarva andigena) de la zona alta
(El Corazon).

Figura.-11 Presencia hongo

Figura.-12 Presencia del hongo
entomopatogeno  insecto  salivazo
adulto (Mahanarva andigena) de la
zona alta (El Corazdn).

del
entomopatogeno insecto salivazo adulto
(Mahanarva andigena) de la zona alta
(Pacto).

Figura.-13  Presencia hongo

Figura.-14 Presencia del hongo
entomopatogeno  insecto  salivazo
adulto (Mahanarva andigena) de la
zona alta (Pacto).

54

Anexo.-4 Toma de fotos en el laboratorio con estereoscopio (Palo Quemado, El Corazon y

Pacto)

del
entomopatogeno en el insecto salivazo
(Mahanarva andigena) Palo Quemado.

Figura.-1  Presencia hongo

del

Figura.-2  Presencia hongo
entomopatogeno en el insecto salivazo

(Mahanarva andigena) Palo Quemado.




Figura.3  Presencia  del  hongo
entomopatogeno en el insecto salivazo
(Mahanarva andigena) EI Corazon.

Figura.-4  Presencia  del  hongo
entomopatogeno en el insecto salivazo
(Mahanarva andigena) EI Corazoén.

Figura.-5 Presencia del hongo
entomopatogeno en el insecto salivazo
(Mahanarva andigena) Pacto.

Figura.-6  Presencia del  hongo
entomopatogeno en el insecto salivazo
(Mahanarva andigena) Pacto.

Figura.-7 Muestras de los hongos.

Figura.-8 Ver los
estereoscopio.

hongos en el
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Figura.-9 Muestras de los hongos en
material vegetal (Palo Quemado).

Figura.-10 Presencia del
material vegetal (El Corazon).

hongo en

Figura.-11 Presencia del hongo en
material vegetal (Pacto).

hongo en

Figura.-12 Presencia del
material vegetal (El Corazon).

Anexo.-5 Toma de fotos de proceso de aislamiento (Palo Quemado, EI Corazén y Pacto)

Figura.-1 Agua destilada.

»y’r‘@f: o : » -: — 7
Figura.-2 Medio de cultivo a utilizar
(PDA) para 20 cajas Petri pequefas.
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A \
Figura.-3 Colocar medio de cultivo y
materiales en el autoclave.

Figura.-4 Desinfeccion de la cadmara

Figura.-5 Preparar los materiales.

laminar.

Figura.-6 Poner el medio de cultivo
(PDA) en cajas Petri

Figura.-8 Proceso de siembra en medio
de cultivo (PDA).
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Figura.-9 Sellar con el papel film.

Figura.-10 Rotulacion en la caja Petri.

Anexo.-6 Toma de fotos de proceso de identificacion macroscépica (Palo Quemado, El

Corazon y Pacto)

Figura.-1 Macro. Identificacion a dos
dias de crecimiento del hongo

N T e S
- 'ﬁt’ - — u'-‘. e c 2
BT 0P vy W@{‘

Sl g
Figura.-2 Macro. ldentificacion a tre
dias de crecimiento del hongo
(Metarhizium spp) Palo Quemado.

(Metarhizium spp) Palo Quemado.
TS AT BT N,

1

SRR 3
3

Eigdra.-s Macro. Identificacion a
cuatro dias de crecimiento del hongo

(Metarhizium spp) Palo Quemado.

al'

< £ ) . “;}’ k. "%
Figura.4 Macro. Identificacion a siete
dias de crecimiento del hongo
(Metarhizium spp) Palo Quemado.
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dias de crecimiento del

Figura.-5 Macro. Identificacion a dos

hongo

Figura.-6 Macro. ldentificacion a tres
dias de crecimiento del hongo

(Metarhizium spp) EI Corazon.

; ' ‘};9  —y
Figura.-7 Macro.
cuatro dias de crecimiento del

F LT S

Identificacion a

hongo

(Metarhizium spp) EIl Corazon.

G

- ek ' ki B
Figura.-8 Macro. Identificacion a siete
dias de crecimiento del hongo
(Metarhizium spp) Palo Quemado.

e
- LA

(Metarhizium spp) Palo Quemado.

o

dias de crecimiento del
(Metarhizium spp) Pacto.

Figura.-9 Macro. Identificacion a dos

hongo

: -, d
Figura.-10Macro. Identificacion a tres
dias de crecimiento del hongo
(Metarhizium spp) Pacto.
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Figura.-11 Macro. ldentificacion a
cuatro dias de crecimiento del hongo
(Metarhizium spp) Pacto.

-

Figura.-12 Macro. Identificacion a siete
dias de crecimiento del hongo
(Metarhizium spp) Pacto.

Anexo.-7 Lente usado para identificar es 20x/0.40Ph1
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Anexo.-8 Toma de fotos de proceso de identificacion microscopica (Palo Quemado, El

Corazon y Pacto)

Figura.-7 Micro. ldentificacion a dos
dias de crecimiento del hongo
(Metarhizium spp). Palo Quemado.

Figura.-8 Micro. ldentificacion a tres
dias de crecimiento del hongo
(Metarhizium spp). Palo Quemado.




Figura.-9 Micro. Identificacion a
cuatro dias de crecimiento del hongo
(Metarhizium spp). Palo Quemado.

Figura.-10 Micro. Identificacion a siete
dias de crecimiento del hongo
(Metarhizium spp). Palo Quemado.

Figura.-11 Micro. Identificacion a dos
dias de crecimiento del hongo
(Metarhizium spp) EI Corazon.

Figura.-12 Micro. Identificacion a tres
dias de crecimiento del hongo
(Metarhizium spp) EI Corazon.

Figura.-13 Micro. Identificacion a
cuatro dias de crecimiento del hongo
(Metarhizium spp) El Corazon.

Figura.-14 Micro. Identificacion a dos
siete de crecimiento del hongo
(Metarhizium spp) El Corazon.
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Figura.-15 Micro. Identificacion a dos
dias de crecimiento del hongo
(Metarhizium spp) Pacto.

Figura.-16 Micro. Identificacion a tres
dias de crecimiento del hongo
(Metarhizium spp) Pacto.

Figura.-17 Micro. ldentificacion a
cuatro dias de crecimiento del hongo
(Metarhizium spp) Pacto.

Figura.-18 Micro. Identificacion a siete
dias de crecimiento del hongo
(Metarhizium spp) Pacto.
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