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1. Evaluacién del potencial de hongos entomopatégenos para el control de Anastrepha
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2. Resumen

La demanda de productos frescos en sistemas de produccion agricola para lograr la seguridad
alimentaria mundial provoca la degradacion de recursos naturales, lo cual impone la necesidad
de buscar préacticas agroecolégicas amigables que proporcionen sistemas sostenibles de
produccién. El objetivo de este estudio fue determinar el potencial del uso de hongos
entomopatégenos nativos para el control de poblaciones de Anastrepha sp. en la provincia
Peravia, Republica Dominicana. Se muestrearon seis lotes de tres localidades diferentes del
municipio Bani, evaluando el manejo realizado en los lotes y la incidencia de la mosca de la
fruta como factores de seleccion. Luego se realizaron aislamientos directos de
microorganismos de suelo identificando los hongos encontrados en biotipos por sus
caracteristicas de crecimiento en PDA a 26°C para determinar la riqueza biol6gica. Ademas,
se realizaron aislamientos con insectos cebo usando larvas de Galleria mellonella para
colectar hongos entomopatégenos. Los aislamientos de hongos entomopatdgenos
encontrados fueron purificados para realizar ensayos de patogenicidad contra larvas y adultos
de Anastrepha sp. Segun los resultados estadisticos, no se detectaron relaciones significativas
entre los tipos de manejo, incidencia y la cantidad de fruto daflado por Anastrepha. Sin
embargo, se encontré alta diversidad microbiana en las diferentes zonas, encontrando
nameros similares en los lotes con tipo de manejo quimico y tradicional. A partir de 12 muestras
de suelo se aislaron 17 biotipos, dentro de los que se reconocen hongos de los géneros
Trichoderma, Aspergillus y Penicillium, usando medios selectivos. Ademas, obtuvieron 6
aislamientos de Metarhizium y 4 de Paecilomyces, utilizando insecto cebo y nematodos
entomopatogenos de los géneros Rabditis y Heterorabditis. Los hongos entomopatégenos se
extrajeron con mayor proporcion en lotes con manejo tradicional con baja infestacion de
Anastrepha sp. Se observé diferencias significativas (p<0.0001) en los ensayos de
patogenicidad entre los aislamientos evaluados, principalmente debido a la velocidad para
producir mortalidad en el tiempo, aunque al final de los 6 dias de evaluacién para larvas en
transicion a pupas y 4 dias para adultos, todos los aislamientos provocaron mortalidad del 98
al 100 % en larvas en transicion a pupas y adultos de Anastrepha sp. Los resultados indican
gue estos hongos provenientes del suelo de manera natural pueden ser efectivos para control
de este insecto. Durante una validacion con los productores y técnicos de la zona realizada
mediante grupos focales se encontr6 que Anastrepha sp. es percibida una limitante para la
produccion mango las plantaciones del municipio Bani. Sin embargo, los productores y
técnicos del municipio Bani afirman nunca haber utilizado productos caseros o de fabricacion
artesanal de origen biolégico, ni conocer enemigos naturales que puedan ser utilizados para
controlar Anastrepha sp., evidenciando desconocimiento sobre este tema bajo investigacion.

Palabras claves: Agroecologia, diversidad microbiana, patogenicidad plagas, soluciones
amigables.
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3. Abstract

The demand for fresh products in agricultural production systems to achieve global food
security causes the degradation of natural resources, which imposes on us the need to seek
friendly agroecological practices that provide us with sustainable production systems. The
objective of this study was to determine the potential of using native entomopathogenic fungi
to control populations of Anastrepha sp. in the Peravia province, Dominican Republic. Six
batches from three different locations in the Bani municipality were sampled, evaluating the
management carried out in the batches and the incidence of the fruit fly as selection factors.
Then, direct isolations of soil microorganisms were performed, identifying the fungi found in
biotypes by their growth characteristics in PDA at 26°C to determine the biological richness. In
addition, bait insect isolations were performed using Galleria mellonella larvae to collect
entomopathogenic fungi. The isolates of entomopathogenic fungi found were purified to carry
out pathogenicity tests against larvae and adults of Anastrepha sp. According to the statistical
results, no significant relationships were detected between the types of management, incidence
and the amount of fruit damaged by Anastrepha. However, high microbial diversity was found
in the different zones, finding similar numbers in the lots with the type of chemical and traditional
management. From 12 soil samples, 17 biotypes were isolated, within which fungi of the genera
Trichoderma, Aspergillus and Penicillium are recognized, using selective media. In addition,
they obtained 6 isolates of Metarhizium and 4 of Paecilomyces, using bait insect and
entomopathogenic nematodes of the genera Rabditis and Heterorabditis. Entomopathogenic
fungi were extracted with a higher proportion in batches with traditional management with low
infestation of Anastrepha sp. Significant differences (p<0.0001) were observed in the
pathogenicity tests between the isolates evaluated, mainly due to the speed to produce
mortality over time, although at the end of the 6 days of evaluation for larvae in transition to
pupae and 4 days for adults, all isolates caused mortality from 98 to 100 % in larvae in transition
to pupae and adults of Anastrepha sp. The results indicate that these naturally occurring fungi
from the soil can be effective in controlling this insect. During a validation with the producers
and technicians of the area carried out through focus groups, it was found that Anastrepha sp.
a limitation is perceived for mango production in the plantations of the Bani municipality.
However, the producers and technicians of the Bani municipality state that they have never
used homemade or artisanal products of biological origin, nor are they aware of natural
enemies that can be used to control Anastrepha sp., evidencing ignorance on this subject under
investigation.

Keywords: Agroecology, friendly solutions, microbial diversity, pathogenicity, pests.
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4. Introduccidén

El mango (Mangifera indica L.) es una de las frutas producidas en areas tropicales y
subtropicales del mundo, por el interés del consumidor de alimentos mas saludables y frescos.
El mango es considerado una de las 15 frutas mas comercializadas en estado fresco en el
mundo con una produccién mundial de 54,831,104 tm, obtenidas en una superficie cosechada
de 5,522,933 ha (FAO 2014). Segun informacion presentada en FAOSTAT (2020), el
rendimiento promedio estimado es de 9.9t m/ ha. En la Republica Dominicana es considerado
un fruto importante a nivel cultural y econdmico, encontrdndose ampliamente distribuido en las
regiones agropecuarias sur central, suroeste, noroeste (De la Rosa et al. 2013). El cultivo de
mango registra un aumento permanente en el mercado cada dia, con compradores vitales
como Estados Unidos, Unidn europea, Belice, Francia e Inglaterra y en los ultimos afios, han
aumentado el consumo de esta fruta los holandeses y alemanes. Este crecimiento muestra
una expansiéon de este cultivo y el aumento de las exportaciones lo que prevé el incremento
de las fincas productoras, creandose la necesidad de utilizar més tecnologias con la finalidad
de producir mas y comercializar estos frutos (Ministerio de Agricultura 2021).

A pesar de la importancia de este cultivo, en la Republica Dominicana se presenta un historial
de problemas fitosanitarios, siendo Anastrepha sp. considerada el principal problema para las
plantaciones, provocando dafos directos en frutas (Ministerio de Agricultura, 2022). Segun
Gbdmez et al. (2019), los problemas causados por Anastrepha sp. oscilan entre 5y 50%, si no
son manejados adecuadamente y es un factor que resulta en restricciones para el comercio
internacional, lo que ha obligado a los productores al uso excesivo de plaguicidas quimicos —
sistémicos para tratar de controlar los dafios ocasionados por esta plaga. Gdmez et al. (2019),
Serra (2011) y Serra (2011), coinciden en que las moscas de la fruta estan consideradas como
una de las 10 plagas agricolas que afectan la economia del mundo de manera importante por
disminuir la calidad organoléptica y el valor comercial de las frutas de mango.

Reddy et al. (2018), indican que el cambio climético ha propiciado el surgimiento de nuevas
plagas y la globalizacion de los mercados favorece el movimiento de las plagas entre distintas
regiones productoras. Mientras que Pacheco et al. (2019), aseguran que, en los Ultimos afos,
la agricultura ha dado un cambio drastico en el modo de combatir plagas y enfermedades,
evidenciando el uso indiscriminado de plaguicidas sintéticos, siendo la causa directa del
desarrollo de resistencia de diferentes organismos y, por tanto, de la pérdida de su eficacia.
La proteccion al medio ambiente y el desarrollo humano sustentable debe ser una prioridad
para combatir los problemas que afectan la agricultura a nivel mundial, por lo que resulta
innegable la necesidad de investigar sobre nuevos métodos bioldgicos para la proteccién de
los cultivos. Guédez et al. (2008), indican que el control biolégico de plagas presenta diversas
ventajas entre las que se mencionan, poco o0 ningun efecto nocivo colateral de los enemigos
naturales hacia otros organismos incluido el ser humano, presentar efectividad con frecuencia
a largo plazo (pero permanente), reduce el uso de insecticidas de forma sustancial y genera
una favorable relacién costo-beneficio para el productor. Mientras que Jiménez Acosta (2020),
sefiala que el control biolégico no erradica las plagas, si no que las mantiene a bajas
densidades durante largos periodos.

Rivera (2015) asegura que dentro del control biol6gico se han reportado microorganismos que
infectan diferentes especies de mosca de la fruta. Pucheta et al. (2006), sefiala que dentro de
los principales microrganismos para control de artropodos los hongos entomopatégenos (HE)
son un amplio grupo que proveen mdltiples servicios a los sistemas agroecolégicos como
agentes controladores. Segun Motta et al. (2011), los HE infectan a los artropodos
directamente, a través de la penetracion de la cuticula y ejercen multiples mecanismos de
accion, confiriéndoles una alta capacidad para evitar que el hospedero desarrolle resistencia
y frecuentemente causan epizootias en sus hospedantes. De igual modo, Rodriguez- Lecuona
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(2002) y Elizarraras Lépez (2017), sefialan que los sintomas causados por entomopatdégenos
en adultos infectados pueden ser variables desde reduccién de la movilidad, pérdida de
apetito, disminucion del radio de vuelo, reduccion significativa de la oviposicidbn de hembras
en frutos y hasta provocar que la plaga abandone los lugares de ataque.

Ortiz Villacis (2021) indica que los hongos entomopatégenos se encuentran ampliamente
distribuidos en la naturaleza, pudiéndose encontrar con optimo desarrollo en lugares con poco
sol, frescos y himedos en suelo, asi como en plantas y que para obtener HE el proceso de
aislamiento incluye la coleccion de la muestra, el aislamiento mediante insectos, la aplicacion
de diluciones seriadas, el aislamiento mediante métodos selectivos y el establecimiento de
cultivos puros en el laboratorio. Segun Garcia Cruz et al. (2019), para el uso de estos
microrganismos es necesario basarse en la identificacién del complejo de especies de plaga
y sus patdbgenos nativos para posteriormente seleccionar el microorganismo con mayor
potencial para el control, tomando como criterios de referencia la virulencia, movilidad,
persistencia, especificidad y los costos de produccion del patdgeno. Mientras que Garcia et al.
2015, indican que el éxito de un programa de manejo integrado de plagas basado en hongos
entomopatoégenos depende de la produccion del inéculo, la seleccién de cepas o aislados con
alta virulencia, el buen crecimiento, la esporulacion y la resistencia a condiciones ambientales
adversas.

Vega Reafio (2021), Pacheco et al. (2019) resaltan que entre los géneros mas importantes
para el control de plagas se pueden destacar: Metarhizium, Beauveria, Aschersonia,
Entomophthora, Zoophthora, Erynia, Eryniopsis, Akanthomyces, Fusarium, Hirsutella,
Hymenostilbe, Paecelomyces y Lecanicillium. Destacando que B. bassiana puede infectar mas
de 200 especies de insectos como Spodoptera frugiperda, Hypothenemus hampei mientras
gue M. anisopliae puede controlar al menos a 400 especies. Vega Reafio (2021) confirma la
eficacia de Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Paecilomyces fumosoroseus y
Lecanicillium lecanii, contra moscas de la fruta y agrega que son entomopatégenos de facil
disponibilidad en el mercado y de bajo costo, pero cuya accién no es muy conocida para este
complejo de plagas por falta de estudios y ensayos especificos.

Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin, es la segunda especie de hongos entomopatdégenos
con la que mas se ha trabajado respecto a su produccién masiva y comercializaciébn como
bioplaguicida (Liao et al. 2014 y Liu et al. 2016). Por otro lado, Vazquez (2017), realiz6 estudios
sobre el uso de bioplaguicidas obtenidos de hongos entomopatégenos para el control de
plagas en Cuba, indicando que el uso de HE se ha convertido en una préctica difundida entre
agricultores. Osorio et al. (2011), realizaron estudios similares reportando buenos resultados
con los hongos Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae en larvas de Anastrepha obliqua
(Macquart) y la emergencia de adultos. En estas investigaciones es notorio la importancia de
las especies de los hongos entomopatdégenos como una alternativa amigable para el control
de esta plaga.

En el 2021, Castellanos y Bruno, identificaron microorganismos adecuados para un manejo
integrado sostenible de A. obliqgua, mediante bioprospeccién de los suelos de plantaciones de
mango en doce localidades de la Republica Dominicana, donde evidenciaron la efectividad de
Fusarium spp. contra A. obliqua, registrando mayor mortalidad y grado de infeccion (0-4 dias)
hasta las 144 h en los bioensayos. Sin embargo, recomiendan la evaluacion de nuevas cepas
nativas contra A. obliqua. Ante esta situacion, es necesario seguir investigando sobre
estrategias efectivas que puedan disminuir poblaciones de moscas de la fruta y crear zonas
de disminucion de la prevalencia para poder acceder sin dificultades a los mercados
internacionales de frutas frescas, pues es constante y cada vez mas grave el uso de
insecticidas convencionales y sintéticos generando problemas sociales y medio ambientales.
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A partir de este escenario, es preciso desarrollar métodos de manejo de plagas compatibles
con el medio ambiente. Una de las iniciativas es el control biolégico, el cual puede reducir la
aparicion de poblaciones de moscas resistentes, contribuir a la proteccion del medio ambiente
y disminuir el uso de plaguicidas en las cosechas. Ademas, ofrece grandes beneficios a la
economia de los agricultores y la salud del consumidor. El potencial de los hongos
entomopatodgenos para el control de Anastrepha sp. que afecta la productividad de mangos en
la Republica Dominicana se pretende determinar con el fin de brindar soluciones ecolégicas y
amigables con el medio ambiente que permitan una produccion mas rentable para los
agroecosistemas y elevar la productividad del cultivo. Esta investigacion aporta informacién
sobre alternativas biolégicas meritorias con potencial para ser incorporadas a los esquemas
de manejo de dicha plaga.

5. Materiales y Métodos

5.1. Ubicacién y descripcion de las areas de estudio

La investigacion se realiz6 en Republica Dominicana (Figura 1) dentro del municipio de Bani,
ubicado en la provincia Peravia, perteneciente a la subregién de Valdesia y ubicada a 65 km
al sur de Santo Domingo a una altitud de 64 msnm, temperatura promedio anual de 26.6 °C,
precipitacion 776 mm/afio y humedad relativa promedio de 79.06% (Calderdn, et al. 2007)).
Los suelos presentan topografia accidentada de 60% e irregular con pendiente hasta un 30%,
con una capa fértil que se encuentra entre los 10-30 cm de profundidad, con texturas franco
arcilloso, franco arenoso y franco arcillo- arenoso. Ademas, presenta pH 7.27 a 8.26 y
porcentaje de materia organica de 2.55 a 11.15 con buen drenaje. (Martinez, 2006).
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Figural. Mapa de ubicacion de area de estudio, en el municipio de Bani, Peravia, Republica
Dominicana.

5.2. Muestreo de suelos

Se realiz6 un recorrido por las tres zonas productoras de mango de la variedad mingolo del
municipio de Bani, provincia Peravia para seleccionar dos fincas productoras de mango por
zona: una con manejo tradicional (bajo insumo quimico) y otra con manejo quimico, en cada
una de las zonas. Las fincas de estudio pertenecen a investigaciones de largo plazo, donde
se monitorea la incidencia de Anastrepha sp. en plantaciones de mango certificadas para
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exportacion. La seleccién de parcelas se hizo de acuerdo con el historial de alta incidencia de
moscas de la fruta, basados en los datos de capturas semanales (MTD) del programa
Moscafrut-RD del Ministerio de Agricultura.

En estas parcelas se realizé un muestreo sistematico mediante la remocion de hojarasca,
tomando 10 submuestras de 100 g de los primeros 20 cm de profundidad por cada unidad
experimental para un total de 12 muestras compuestas de las 6 fincas incluidas en el estudio.
Estas muestras fueron evaluadas en los laboratorios control bioldgico, quimica y fisica de
suelos de la Facultad de ciencias agrondmicas y veterinarias perteneciente a la Universidad
Auténoma de Santo Domingo para determinacién de diversidad microbial, andlisis fisico y
quimico para cada repeticion del tratamiento (anexo 1).

5.3. Tratamientos y disefio experimental

Para esta investigacion se tomé en cuenta la combinacion de tres factores para definir los
tratamientos: el tipo de manejo del cultivo realizado en los lotes (quimico o tradicional), la
incidencia de la mosca de la fruta (alta o baja) y la ubicacion del lote (Cuadro 1). Para conocer
la diversidad de hongos entomopatégenos y para conocer la dinamica de los parametros
fisicos, quimicos y biolégicos de los suelos se utilizaron 6 bloques distribuidos en un disefio
de bloques completos al azar con parcelas divididas. Cada tratamiento tuvo 3 repeticiones
(parcelas), cada una con un area de 100 m?. Este disefio ha sido utilizado para otros trabajos
similares para evaluacion de presencia de hongos entomopatdgenos nativos en suelos por el
Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales (IIAF) y la Universidad Autbnoma de
Zacatecas en el del municipio Epitacio Huerta, Michoacan, México por Ramirez et al. (2018) y
para el aislamiento de hongos entomopatégenos en sectores agropecuario y forestal, México
por Pacheco et al. (2019).

Cuadrol.Ubicacion geografica de los sitios de muestreo para analisis de los parametros
fisicos, quimicos, biolégicos de en la presente investigacién en el municipio Bani,
Peravia, Republica Dominicana.

Sitios Manejo Incidencia
Paya Manejo tradicional Alta incidencia
Paya Manejo tradicional Baja incidencia
Paya Manejo quimico Alta incidencia
Paya Manejo quimico Baja incidencia
Sabana Chiquita Manejo tradicional Alta incidencia
Sabana Chiquita Manejo tradicional Baja incidencia
Sabana Chiquita Manejo quimico Alta incidencia
Sabana Chiquita Manejo quimico Baja incidencia
El Llano Manejo tradicional Alta incidencia
El Llano Manejo tradicional Baja incidencia
El Llano Manejo quimico Alta incidencia
El Llano Manejo quimico Baja incidencia

Todos los sitios ubicados en Bani, Provincia Peravia.
5.4. Aislamiento de hongos a partir de suelos muestreados

5.4.1. Aislamientos directos a partir de suelo

Las muestras compuestas de suelo colectadas se colocaron en bolsas de plastico
debidamente etiquetadas. Cada muestra compuesta de suelo tomada de las parcelas
experimentales fue pesada y se tomd una submuestra de 10 g para ser colocada en un
Erlenmeyer con 100 ml de agua destilada estéril + Tween 80 al 0.5%. La suspensién de suelo
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resultante de esta mezcla, se colocé en un ultrasonificador Vortex Benchmarker durante 5 min
y luego, en un agitador orbital para mantener la homogeneidad de la suspension. A partir de
estas suspensiones se tomaron alicuotas de 1ml usando una pipeta Eppendorf y se
transfirieron un tubo de ensayo con 9 ml de agua destilada estéril +Tween 80 al 0.5% (Anexo
2).

Luego, utilizando agua destilada estéril, se prepararon diluciones seriadas de 10! a 10*
sucesivamente. De las diluciones a 10° y 10 se tomaron alicuotas de 0.1ml y se colocaron
en una placa de Petri conteniendo medio de cultivo PDA + cloranfenicol al 0.03%, siendo
esparcida homogéneamente sobre toda la superficie. Este proceso se repitié en cuatro placas
de Petri para cada suspensién de suelo, usando las metodologias de aislamiento de hongos
entomopatdgenos de Moino et al. (2011); Monzon (2021) y Baro et al. (2022). Finalmente, las
placas inoculadas se incubaron durante 7 dias a 26°C, evaluando cada 2 dias la aparicién de
colonias de microorganismos. Transcurrido el tiempo de incubacién, las colonias fueron
clasificadas de acuerdo con su forma, color y tamafio, como una clasificacion basica para
determinar un indice de diversidad, agrupando las colonias en biotipos de acuerdo con sus
caracteristicas. Las colonias de cada biotipo fueron llevadas hasta esporulacion para permitir
la identificacion y registro de hongos entomopatégenos (Anexo 3).

5.4.2. Aislamiento con insecto cebo

Este ensayo se realiz6 mediante la técnica de aislamiento de hongos descrita por
Zimmermann, G. (1986); Realpe et al. (2008) y Cardoso (2007) utilizando larvas de séptimo
instar de Galleria mellonella (Orden Lepidoptera, Familia Pyralidae) obtenidas del pie de cria
del Laboratorio de Control Bioldgico de la Facultad de Ciencias Agronémicas y Veterinarias de
la Universidad Autbnoma de Santo Domingo. La cria de las larvas de G. mellonella se realizé
en un rango de temperatura de 25-32°C hasta que alcanzaron el séptimo instar para ser
utilizadas, colocandolas en las muestras de suelo como insecto cebo para la extraccion de
hongos entomopatdgenos.

Las larvas utilizadas fueron sometidas previamente a tratamiento térmico sumergiéndolas en
agua a 56 °C durante diez segundos y secadas en toallas de papel esterilizadas, para inhibir
las glandulas productoras de cera y asegurar asi el contacto con el suelo y evitar que muden
a pupa. Para este ensayo en laboratorio se utiliz6 una submuestra de 200 cm?® de suelo de
cada parcela para capturar cepas infectivas de hongos entomopatégenos utilizando larvas de
G. mellonella. El suelo fue tamizado con un tamiz de filtrado medio para eliminar grumos,
piedras y materia organica. Luego se coloc6 en frascos con tapa y se agrego6 agua hasta llevar
la muestra a capacidad de campo sobre la superficie del suelo en cada frasco, se colocaron 6
larvas de G. mellonella y se cerr6 el frasco con su tapa. Luego, los frascos se colocaron
invertidos de forma que las larvas quedaran en el fondo. Los frascos se mantuvieron a 26°C y
se evaluaron cada tres dias durante 15 dias.

En las evaluaciones, cada tres dias se encontraron larvas muertas, que fueron sacadas del
frasco, desinfectadas con hipoclorito de sodio al 0.5% y lavadas posteriormente con agua
destilada estéril. Luego, estas larvas limpias se colocaron en trampas White y se incubaron a
26°C durante 7 dias para permitir el desarrollo e identificacion de hongos entomopatdgenos u
otros agentes causales de la mortalidad. La identificacién de los hongos entomopatdgenos se
realizo por caracteristicas morfolégicas de sus estructuras (fialides, conidiéforos y conidios)
mediante la morfologias y claves de especies de hongos descritas en el Atlas pictorico de
hongos de suelo y semillas de Watanabe (2010).



5.4.3. Pruebas de patogenicidad con aislamientos

Las pruebas para determinar la capacidad para causar mortalidad a adultos y larvas de
Anastrepha sp. se realizaron con los aislamientos provenientes de los muestreos sisteméaticos,
aislados usando G. mellonella, e identificados morfol6gicamente como entomopatdgenos
(Cuadro 2).

Cuadro 2. Informacion de los aislamientos de los hongos entomopatégenos utilizados en
la presente investigacion provenientes de suelos de plantaciones de mango del municipio
Bani, Peravia, Republica Dominicana.
Género Cédigo de aislado
Metarhizium JV_M-2
JMB-M-1
JMB-M-2
RDS-M-1
RDS-M-2
RV-M-2
Paecilomyces JV_P-2
JMB-P-2
RDS-P-1
RDS-P-2
Hongos aislados de muestras de suelo compuestas de las 6 unidades experimentales,
utilizando G. mellonella como insecto cebo.

Estos aislamientos fueron purificados y multiplicados en placas de Petri con PDA +
cloranfenicol al 0.03%, hasta tener una composicién pura, para obtener el inéculo para las
pruebas de patogenicidad. Los conidios fueron raspados de las cajas de Petri con una espatula
y colocados en agua destilada estéril con Tween 80 al 0.05%, llevandolos a una concentraciéon
de 3x10° conidios/ml. Estas suspensiones de conidios fueron aplicadas tanto a larvas como a
adultos para evaluar su capacidad de control. Para determinar la cantidad de esporas en cada
suspension se colocaron en tubos Eppendorf esporas del hongo en 1 ml de agua destilada
estéril, adicionandole 0.1 ml de Tween 20 al 80% (Anexo 4). Cada tubo se colocé en un
agitador por 5 min, luego se tomé con una micropipeta 10 ul y se colocaron en el
hemacitometro o camara de Neubauer, donde se realizé el conteo de conidios en el
microscopio utilizando un aumento de 40 X y se aplicaron las siguientes ecuaciones:

Ecuacion 1 (para los conteos de conidios):

C= (n/cuadros contados) *400* (profundidad)*1000*dilusién
C: concentracion de la suspension madre

N: numero de conidios observados

Ecuacion 2 (para las concentraciones):
V1X Clz V2 X Cz

V: volumenen 1

C: concentracién en 1

V: Volumen 2

C: Concentracion 2

Para este ensayo en laboratorio bajo condiciones controladas se utiliz6 un disefio
completamente al azar con cinco repeticiones de 10 insectos por cada aislamiento, un testigo
aplicado con agua y un producto comercial a base de B. bassiana. Los insectos para las
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pruebas de patogenicidad fueron obtenidos de un pie de cria mediante frutos infectados
colocados en recipientes con arena esterilizada por un periodo de veintiin dias, donde las
moscas completaron su ciclo de larvas a adultos. Para las obtener las larvas se colectaron
frutos infestados y se extrajeron haciendo diseccion del fruto. Se realizaron evaluaciones cada
dos dias durante siete dias después de la inoculacién. En cada evaluacion se contabilizé el
ndamero de insectos vivos y muertos.

Cada instar de Anastrepha sp. (adulto y larva) fue evaluado en ensayos independientes,
siguiendo metodologias similares a las usadas por Osorio-Fajardo (2011) y Ramirez et al.
(2018). La variable de respuestas fue el porcentaje de mortalidad alcanzado a los 7 dias
después de la inoculacion.

5.4.4. Documentacion del uso previo de bioplaguicidas para control de Anastrepha sp.

En este acapite se presenta la percepciéon y experiencias de los productores de mango de las
localidades de Paya, Sabana Chiquita y El Llano, todas del municipio de Bani, pertenecientes
a la asociacion de productores de mangos del municipio de Bani (ABAPROMANGO) y que
representan los dos sitios por localidad donde se establecieron los experimentos de este
trabajo de investigacién, evaluando dos fincas en cada localidad para un total de seis fincas.
Los participantes fueron seleccionados durante un recorrido realizado por dichas localidades,
invitando veinte productores a patrticipar en un taller de grupos focales con el propoésito de
discutir, comentar y conocer su percepcion desde sus experiencias sobre el uso de
bioplaguicidas para el control de la mosca de la fruta (Anastrepha sp.). De igual forma, se invitd
al taller a técnicos del Ministerio de Agricultura que trabajan como asistentes o encargados
zonales de estas localidades pertenecientes al municipio de Bani.

En el taller de grupos focales participaron 13 productores integrantes de ABAPROMANGO y
15 técnicos del Ministerio de Agricultura, con quienes mediante preguntas orientadoras se
apreciaron las experiencias de tres grupos de productores y un grupo de técnicos en el uso de
bioplaguicidas para control de mosca de la fruta. En este taller, los participantes tuvieron la
posibilidad de presentar sus puntos de vista, tanto dentro de cada grupo focal, como al final
en plenaria. La metodologia de grupos focales utilizada consistié en una sesion de tres h donde
se siguieron los pasos metodoldgicos referidos por Bonilla et al. (2017) y Rodas-Pacheco et
al. (2020) como una técnica de trabajo en equipo entre el moderador y los participantes, con
la finalidad de colectar datos cualitativos y cuantitativos relevantes sobre el tema de
investigacion. Este taller fue organizado previamente y se establecid un programa que se
desarrollé en seis etapas como se muestra en el Anexo 1.

Las preguntas orientadoras realizadas durante el evento de grupos focales son las que se
describen a continuacion y fueron atendidas por 28 participantes (13 productores y 15
técnicos):

1. ¢Consideran ustedes que la mosca de la fruta representa un problema para sus
plantaciones de mango?

2. ¢Cuales métodos de control (caseros, quimicos, etc.) han utilizado en sus plantaciones
de mango para reducir los dafios de la mosca de la fruta?

3. ¢Conocen ustedes a los enemigos naturales que puedan controlar la mosca de la fruta?

4. ¢Si han utilizado productos biol6gicos para controlar la mosca de la fruta, indiquen
cuales ha utilizado y qué tan efectivos han sido?



5. ¢Considera que resulta més barata y efectiva la utilizacion de productos caseros o de
fabricacion artesanal para controlar la mosca de la fruta que los productos quimicos
que se compran en los comercios?

5.5. Analisis estadistico

Debido a que ninguno de los tratamientos presenté diferencia significativa (p>0.05) en los
parametros fisicos, quimicos y bioldgicos, asimismo para las variables de las parcelas
muestreadas, incidencia de capturas, manejo de la plantacién y numero de frutos dafiados por
Anastrepha sp., el comportamiento de los tratamientos fue analizado por medio de estadistica
descriptiva. Sin embargo, se realizé un analisis multivariado exploratorio utilizando andlisis de
correspondencia para descubrir y mostrar la relacion entre categorias. En este analisis se
graficaron las observaciones multivariadas en planos para asi poder identificar las
asociaciones de mayor peso entre las variables, los biotipos de hongos encontrados en funcion
de los tipos de manejo en las parcelas y la incidencia de la plaga.

Para las pruebas de patogenicidad, se evalué la mortalidad a través del tiempo ajustando un
modelo generalizado mixto (MGM) con funcién de distribucién binomial y funcién de enlace
logit. Se probd el efecto de los diferentes aislamientos, tiempo y su interaccion, utilizando como
como efecto aleatorio la parcela principal representada con las placas de Petri conteniendo los
estadios de la mosca de Anastrepha sp., como unidad de medidas en el tiempo. Mientras que
para la mortalidad con crecimiento de micelio solo se hizo con los aislamientos. Las pruebas
de patogenicidad para comparacion de efecto de tratamiento y del tiempo, se realizaron
analisis de varianza (Anova), (P<0.05). Ademas, se evaluo el ajuste del modelo a partir de los
cocientes del Deviance dividido entre los grados de libertad. Para seleccionar el mejor de los
modelos se utilizaron los criterios de informacion penalizada (Criterios de Informacion de
Akaike (AIC) y el Criterio de Informacién de Schwarz (BIC)). La comprobacion de los supuestos
distribucionales de los errores se realizé analizando los graficos de diagnéstico del modelo.
Finalmente, para las variables en las que se concluye que existen diferencias estadisticas
entre tratamientos (p<0.05), se realizé la prueba de comparaciones de medias de Di Rienzo,
Guzman y Casanoves (DGC). Todos los andlisis se hicieron utilizando el software Infostat (Di
Rienzo et al. 2019).

El andlisis de la informacién del taller de grupos focales se realiz6 mediante la clasificacion
obtenida de la transcripcion de las discusiones, utilizando las preguntas guias como categorias
iniciales y analisis de las grabaciones. Luego, se proceso la informacién a través de resimenes
y como resultado final se presentaron graficos y cuadros.

6. Resultados y Discusién

6.1. Riqueza microbiolégica de los suelos en las parcelas experimentales

De los aislamientos directos de hongos a partir de suelo se obtuvo un grupo de 18 biotipos
dentro de los que se logré identificar géneros como Trichoderma, Aspergillus, Penicillium,
Fusarium y nematodos entomopatégenos de las familias Rabditidae y Heterorabditidae
(Anexos 7y 8), evidenciando la diversidad microbioldgica de estos suelos. Castellanos y Bruno
(2021) encontraron resultados similares con cepas de hongos, bacterias y nematodos
entomopatdgenos en cuatro zonas de la Republica Dominicana, incluyendo el municipio de
Bani. Por otro lado, Galan, (2012) indica que los factores ambientales como temperatura,
humedad y uso minimo de plaguicidas son determinantes para la presencia de
microorganismos en el suelo. La mayoria de los suelos muestreados representan mono cultivo
con poca cobertura, lo que desfavorece la disponibilidad de nutrientes para los
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microrganismos. Los resultados encontrados se pueden explicar debido a las diferencias
fisicoquimicas de los suelos. Garrido-Jurado et al., (2011) indica que, en los hongos saprofitos,
la sobrevivencia esta influenciada por diversos factores como las propiedades fisicoquimicas
de los suelos, hidrofobicidad de los sustratos y las interacciones electrostaticas.

6.1.1. Relacién entre lariqueza microbial del suelo y laincidencia de frutos dafiados por
Anastrepha sp.

Los resultados obtenidos en cuanto a la posible relacion entre los tipos de manejo, la incidencia
de la plaga y la cantidad de fruto dafiado por Anastrepha sp., nho se detectaron interacciones
estadisticamente significativas, por lo que hay suficiente evidencia estadistica para rechazar
la hipotesis planteada que sugeria diferencias en la composicidn de la diversidad de biotipos
de hongos disponibles en los diferentes suelos de plantaciones de mango, incluidos en este
estudio. Sin embargo, se observé una tendencia positiva hacia la presencia de los biotipos 6,
7, 8,9, 11 y Metarhizium en lotes de manejo tradicional con baja incidencia de plaga y biotipos
10y 14 en lotes de manejo quimico con baja incidencia de plaga (Figura 2).

Los hongos entomopatdgenos se extrajeron en mayor proporcién de lotes con manejo
tradicional y alta infestacion de Anastrepha sp. En cuanto a los frutos dafiados se observaron
en mayor cantidad en las parcelas de manejo tradicional clasificadas como de alta infestacion
de mosca, seguido por parcelas de manejo quimico con alta infestacion (Figura 2). La cantidad
de frutos dafiados no fue muy alta, pues los arboles no se encontraban en su maximo nivel de
produccion. Esto puede explicar la cantidad de frutos dafiados encontrados y los manejos en
finca y la baja incidencia de la mosca.
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Figura 2. Relacién entre el manejo e infestacion de lotes (marcadores rojos) con la distribucion
de los biotipos de hongos encontrados (marcadores azules) en el presente estudio en el
Municipio de Bani, Peravia, Republica Dominicana.

6.2. Aislamiento de hongos entomopatégenos con insecto cebo

El uso de larvas de Galleria mellonella como insecto cebo para capturar hongos con
patogenicidad comprobada contra insectos, dio como resultado el aislamiento de cinco casos
de Paecilomyces sp. y seis de Metarhizium sp., como se muestra en el anexo 3, de las cuales
cuatro Paecilomyces y seis Metarhizium fueron purificados con éxito (Anexos 7). Estos dos
géneros de hongos son ampliamente conocidos como entomopatégenos. Fernandez- Salas et
al (2020); Carbonero et al (2014) y Amala et al (2012) también encontraron presencia de
Metarhizium y Paecilomyces en muestras de suelo utilizando la técnica de aislamiento con
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insecto cebo. Hernandez — Veldzquez et al (2011), indican que en suelos agricolas Beauveria,
Metarhizium y Paecilomyces son los géneros de hongos entomopatégenos méas encontrados
en aislamientos de suelos lo que refuerza los resultados obtenidos en esta investigacion.

6.3. Pruebas de patogenicidad con aislados

6.3.1 Pruebas de mortalidad para larvas y adultos de Anastrepha sp.
Los resultados obtenidos de las pruebas de patogenicidad de aislamientos de
entomopatégenos contra larvas de ultimo instar y adultos de Anastrepha sp., muestran que

todos los aislamientos lograron producir niveles de mortalidad entre 98 y 100% a los 6 dias
después de la inoculacion (DDI) en larvas y entre 94 y 100% a los 4DDI en adultos (Figura 3).

100
90
80
70
60
40 m Larvas
30 m Adultos
20
10
0 O
@.’L @:» \bﬂ, \&,\ \x\ﬁ. @:\, ¥ Q v Q> Q N Jso _\&9

; ¥ Ar R & & 3
§ F F & V&8 T

Porcentaje de mortaidad
u
o

~\ 7 g
R

Tratamiento

Figura 3. Porcentaje de mortalidad acumulada a los 6DDI para larvas y 4 DDI para adultos
de Anastrepha sp. en el municipio de Bani, Peravia, Republica Dominicana.

La alta mortalidad observada en ambos instares en un periodo tan corto de tiempo muestra
que todos los aislamientos probados tienen potencial para controlar la plaga, sin embargo, se
observo una tendencia a obtener mayor mortalidad en menor tiempo con los aislamientos de
Metarhizium JMBM1, JMBM2, RDSM1, RDSM2, JVM2 y el Paecilomyces JMBP2. Los
tratamientos que alcanzaron el 100% de mortalidad (JMB-M-1, JMB-M-2, JMB-P-2, JV_M-2,
RDS-M-1, RDS-M-2, RDS-P-1 y RV-M-2), no mostraron variabilidad entre si. Estos
aislamientos presentan resultados iguales al tratamiento PC-Bb que corresponde a un
producto comercial a base de B. bassiana (cuadros 3 y 4). Estos resultados prueban la
hipdtesis planteada pues todos los géneros de hongos encontrados e identificados como
hongos entomopatégenos presentan patogenicidad contra los dos estadios de Anastrepha sp.
evaluados.
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Cuadro 3. Mortalidad de adultos de Anastrepha sp. con 10 aislados de hongos
entomopatdgenos en ensayos de ambiente controlado en la presente investigacion en el
municipio Bani, Peravia, Republica Dominicana.

Aislamientos Hongos % mortalidad Media E.E.
acumulada diaria

JMB-M-1 Metarhizium 99 0.99 0.19 A
PC-Bb Beauveria 71 0.71 0.07 A
JMB-M-2 Metarhizium 66 0.66 0.08 A
RDS-P-2 Paecilomyces 63 0.63 0.07 A
RDS-M-1 Metarhizium 63 0.63 0.08 A
RDS-M-2 Metarhizium 54 0.54 0.09 A
JMB-P-2 Paecilomyces 50 0.50 0.10 A
RV-M-2 Metarhizium 49 0.49 0.10 A
JV_M-2 Metarhizium 48 0.48 0.10 A
RDS-P-1 Paecilomyces 47 0.47 0.10 A
JV_P-2 Paecilomyces 44 0.44 0.08 A
Testigo 3 0.03 0.01 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).

Cuadro 4. Mortalidad de larvas de Anastrepha sp. con 10 aislados de hogos
entomopatdgenos en ensayos de ambiente controlado en la presente investigacion en el
municipio Bani, Peravia, Republica Dominicana.

Aislamientos Hongos % mortalidad Media E.E.
acumulada diaria

RDS-P-2 Paecilomyces 70 0.70 0.07 A
JMB-M-1 Metarhizium 67 0.67 0.07 A
RDS-M-1 Metarhizium 65 0.65 0.07 A
RDS-M-2 Metarhizium 63 0.63 0.07 A
JMB-P-2 Paecilomyces 63 0.63 0.07 A
JMB-M-2 Metarhizium 61 0.61 0.07 A
RDS-P-1 Paecilomyces 61 0.61 0.07 A
JV_M-2 Metarhizium 60 0.60 0.07 A
JV_P-2 Paecilomyces 56 0.56 0.07 A
PC-Bb Beauveria 52 0.52 0.07 A
RV-M-2 Metarhizium 47 0.47 0.07 A
Testigo 2 0.02 0.01 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05).

Las larvas de Anastrepha sp. usadas en el ensayo fueron inoculadas en su dltimo instar larval,
cerca a su paso a pupa. Esto debido a que es el estadio en el cual las larvas salen de los frutos
para pupar en el suelo y es el momento en el que los hongos entomopatégenos pueden
infectarlas en forma natural. La mortalidad registrada en el ensayo incluye ambos, larvas y
pupas. La mortalidad en ambos estadios se confirmé por cambios de color y crecimiento de
micelio sobre los cadaveres. Todos los aislamientos presentaron mortalidad similar y diferente
al testigo estadisticamente. Hernandez Diaz-Ordaz, et al. (2010), obtuvieron resultados
similares en patogenicidad de tres cepas de hongos entomopatdégenos en adultos de
Anastrepha obliqua, coincidiendo con Vega Reafio (2021) quien obtuvo mortalidad de estados
inmaduros de moscas de la fruta Anastrepha fraterculus y Ceratitis capitata con hongos
entomopatdgenos provenientes de muestreos de suelos.

Se encontro diferencia significativa (p<0.0001) entre los aislamientos y el testigo, tanto para
larvas como para adultos. Mientras que la interaccidbn mortalidad- tiempo no fue significativa

11



para ninguno de los estadios de Anastrepha sp. (Cuadro 5). Debido a la rapidez para causar
la mortalidad total a larvas y adultos de la plaga, todos los aislamientos probados tienen buen
potencial para el desarrollo de bioplagicidas para el control de Anastrepha sp. En este estudio,
Anastrepha sp. mostré ser muy susceptible a los géneros de hongos entomopatégenos
Metarhizium, Paecelomyces y Beauveria. Otros tefritidos han mostrado susceptibilidad a los
mismos géneros de acuerdo con investigaciones realizadas por Quesada et al. (2006); Sookar
et al. (2008) y Osorio-Fajardo (2011).

Cuadro 5. Mortalidad de larvas y adulto y sus interacciones segun el tiempo con estadistico
F y valor de p-valor (p)

Términos del modelo

Mortalidad Aislamientos  Tiempo Interaccién Aislamientos: Tiempo
F F F
p-valor p-valor p-valor
Larvas 9.95 101.71 1.31
<0.0001 <0.0001 0.0834
Adultos 6.30 72.37 1.06
<0.0001 <0.0001 0.3923

Valores en negrita indican diferencias estadisticas (p <0,05).

6.3.2 Mortalidad de larvas y adultos de Anastrepha sp. con crecimiento de micelio

Se observé diferencia significativa (p<0.0001) (Cuadro 5) en la produccion de micelio sobre
los insectos adultos muertos por los tratamientos, mostrando los signos en un 54 a 88% para
los aislamientos de Metarhizium, 48-76 % para los aislamientos de Paecilomyces y un 92 %
para el producto comercial a base de B. bassiana PC-Bb (Figura 4y Cuadro 6). En el caso del
crecimiento de micelio sobre las larvas muertas de Anastrepha sp., fue observado para todos
los aislamientos con diferencias significativas (p<0.0001) entre los tratamientos JMB-P-2
(Paecilomyces) y RDS-M-2 (Metarhizium) con respecto a los otros tratamientos, con un 92 y
86% de casos respectivamente. (Cuadros 7).

Cuadro 6. Porcentajes de produccién de micelio en aislados de hongos entomopatégenos
con adultos de Anastrepha sp. encontrados en la presente investigacién en el municipio
Bani, Peravia, Republica Dominicana.

Aislamientos Hongo %Micelio Media E.E.

PC-Bb Beauveria 92 0.92 0.04 A

JMB-M-2 Metarhizium 88 0.88 0.05 A

JMB-M-1 Metarhizium 88 0.88 0.05 A

RDS-M-2 Metarhizium 78 0.78 0.06 A

JV_M-2 Metarhizium 76 0.76 0.06 A

JMB-P-2 Paecilomyces 72 0.72 0.06 A

RDS-P-2 Paecilomyces 68 0.68 0.07 A

RDS-M-1 Metarhizium 66 0.66 0.07 A

RV-M-2 Metarhizium 54 0.54 0.07 B
RDS-P-1 Paecilomyces 52 0.52 0.07 B
JV_P-2 Paecilomyces 48 0.48 0.07 B
Testigo 2 0.02 0.02 C

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05).
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Cuadro 7. Porcentajes de produccion de micelio en aislados de hongos entomopatégenos
con larvas de Anastrepha sp. encontrados en la presente investigacion en el municipio

Bani, Peravia, Republica Dominicana.

Aislamientos Hongo % micelio  Media E.E.

JMB-P-2 Paecilomyces 92 0.92 0.04

RDS-M-2 Metarhizium 86 0.86 0.05

JMB-M-1 Metarhizium 80 0.80 0.06 B
PC-Bb Beauveria 76 0.76 0.06 B
JMB-M-2 Metarhizium 72 0.72 0.06 B
RV-M-2 Metarhizium 70 0.70 0.06 B
JV_M-2 Metarhizium 68 0.68 0.07 B
RDS-P-1 Paecilomyces 68 0.68 0.07 B
RDS-M-1 Metarhizium 66 0.66 0.07 B
JV_P-2 Paecilomyces 60 0.60 0.07 B
RDS-P-2 Paecilomyces 56 0.56 0.07 B
Testigo 2 0.02 0.02 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Figura 4. Porcentaje de larvas y adultos de Anastrepha sp. que presentaron crecimiento de
micelio al ser incubados en camara hiumeda después de morir en el ensayo de patogenicidad
con hongos entomopatdgenos en la presente investigacion en el municipio Bani, Peravia,
Republica Dominicana.
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El proceso de esporulacion del patégeno sobre los insectos infectados varia de acuerdo con
el hospedero de donde se obtuvo la cepa y es un factor importante en la diseminacion y
ocurrencia de la enfermedad en la poblaciéon de insectos hospederos bajo condiciones de
campo (Garcia—Gutiérrez et al.2007). En el caso de Anastrepha sp., los insectos presentaron
mortalidad y presentaron crecimiento micelial en 6rganos y tejidos. Esta sintomatologia ya ha
sido descrita en otros hospederos muertos e infectados de la familia de los tefritidos por
diversas cepas de estos hongos en trabajos realizados por De la Rosa et al. (2002); Feris-M
et al. (2002); Muiioz et al. (2009).

6.4. Documentacion del uso previo de bioplaguicidas para control de Anastrepha sp.
mediante grupos focales

Segun la dinamica de grupos focales, se pudo recolectar las percepciones de los participantes
de forma efectiva mediante tres grupos conformados: dos de productores y uno de técnicos.
para cada pregunta se cuantificdé las respuestas negativas o positivas de los participantes
(Cuadro 7). Para cada participante pudo hacer su aporte oral y escrito de cada pregunta
planteada. En el cuadro 7 se muestra en una forma cuantificada cuél fue la percepcion de los
productores en cada pregunta orientadora planteada.

Cuadro 8. Cuantificaciéon de respuestas a las preguntas orientadoras utilizadas durante el
taller de grupos focales realizado en el salén de actos de la Regional Agropecuaria Central
del Ministerio de Agricultura, en el municipio de Bani, Peravia, Republica Dominicana.

Preguntas orientadoras Grupos
Llano Paya Sabana chiquita Técnicos

Si No Si No Si No Si No
1 4 0 4 0 4 0 15 0
2 4 0 4 0 4 0 15 0
3 1 3 0 4 0 4 3 12
4 0 4 0 4 0 4 13
5 3 1 4 0 4 0 10 5

Ademas de cuantificar las respuestas de los participantes, se les asigné un valor ponderado
de 1 a5 segun los siguientes criterios: “1” cuando el participante desconoce o no tiene ninguna
respuesta; “2” cuando la percepcion del participante es baja; “3” cuando el participante esta
moderadamente de acuerdo pero plantea otras opciones; “4” alta cuando los participantes
presentan una percepcion firme y positiva a la pregunta planteada; y “5” muy alta cuando el
participante presenta un conocimiento positivo a la repuesta. Los detalles de estas respuestas
de muestran en el Cuadro 8 y Figura 1.
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Cuadro 9. Valor ponderado de las preguntas orientadoras utilizadas durante el taller de
grupos focales realizado en el salén de actos de la Regional Agropecuaria Central del
Ministerio de Agricultura, en el municipio de Bani, Peravia, Republica Dominicana.

Grupos
Preguntas orientadoras P-P  P-Sc  P-EL Técnicos

1. ¢ Consideran ustedes que la mosca de la fruta representa un

problema para sus plantaciones de mango? 5 5 5 5

2. ¢Cuales métodos de control han utilizado en sus

plantaciones de mango para reducir los dafios de la mosca de 5 5 5 5

la fruta?

3. ¢Conocen ustedes a los enemigos naturales que puedan 1 1 1 2

controlar la mosca de la fruta?

4. ¢ Si han utilizado productos bioldgico para controlar la mosca

de la fruta, indiquen cuales han sido utilizados y qué tan 1 1 1 1
efectivos han sido?

5. ¢Resultara mas barata y efectiva la utilizacion de productos

biolégicos para controlar la mosca fruta? 3 4 4 4

Valoracion: 1. Ninguna, 2. baja, 3. media 4. Alta 5. Muy alta
Grupos: P-P productores paya; P-SC productores Sabana chiquita; P-EL Productores el Llano;
Técnicos Ministerio de agricultura de Republica Dominicana

1. éConsideran ustedes
que la mosca de la fruta
representa un
problema para sus
plantaciones de

mango?
5
’/
5. éResultara més 2. éCudles métodos de
barata y efectiva la control han utilizado
utilizacién de productos en sus plantaciones de
caseros o de fabricacion mango para reducir los
artesanal para controlar dafios de la mosca de la
la mosca fruta? fruta?
4. ¢Han utilizado e[| Llano
productos bioldgicos 3. dConOf:en ustedes a Sabana Chiquita
para controlar la mosca los enemigos naturales
de la fruta, indiquen que puedan controlar la Tecnicos
cudles han sido mosca de la fruta?

» ; e P
utilizados y qué tan... aya

Valor del indice: = 4 indica un valor positivo a la pregunta. Un valor del indice < 4 indica
una repuesta negativa o ninguna respuesta a la pregunta realizada.

Figura 5. Valoracion de las preguntas orientadoras realizadas a los productores de mangos y
técnicos del municipio Bani.

15



La percepcion de los productores y técnicos sobre la importancia de la mosca de la fruta en
las plantaciones de mango del municipio de Bani coincide en que Anastrepha sp. es una plaga
de importancia econémica para sus plantaciones, representando un problema fitosanitario que
limita la economia de las familias de este municipio. Segun lo expresado en el taller por los
participantes, esta mosca causa dafios en los frutos que provocan restricciones para el
comercio nacional e internacional, lo que resulta en pérdidas econémicas para el productor.

En cuanto a la identificacion de los métodos de control utilizados por los productores en sus
plantaciones para reducir los dafios de la mosca de la fruta, se pudo comprobar que todos los
productores utilizan métodos de control. Los productores manifestaron que principalmente
control quimico y control cultural, incluyendo control de malezas, podas de formacion y
practicas sanitarias postcosecha. Ademas, hacen recoleccion y destruccién de frutos dafiados
durante y después de la cosecha. Estos métodos de control son asistidos por los técnicos del
ministerio de agricultura. Este conjunto de métodos de control los ayuda a mantener niveles
bajos de infestacion de Anastrepha sp. en sus plantaciones permitiéndoles vender sus frutos
para exportacion y en el mercado local.

Casi todos participantes manifiestan desconocimiento sobre los enemigos naturales que
pueden controlar a la mosca de la fruta. Solo algunos técnicos que anteriormente han trabajado
en programas de investigacion pudieron hablar sobre estos enemigos naturales. Los
productores presentan un desconocimiento total de los enemigos naturales y el efecto como
controladores de mosca de la fruta. De igual modo, tanto productores como técnicos sefialan
gue nunca han utilizado productos biolégicos para controlar la mosca de la fruta. Anastrepha
sp. son de origen quimico - sintético. Tanto productores como técnicos coinciden que el control
quimico hasta el momento ha dado buenos resultados, pero consideran inevitable buscar otras
alternativas que mejoren el medio ambiente.

A pesar del uso de productos quimicos, los participantes perciben una buena valoraciéon
econdmica sobre la utilizacion de productos artesanales con agentes biol6gicos en
comparacion con los productos quimicos que se compran en el comercio para controlar la
mosca de la fruta. Ademas, presentaron mucho interés en seguir conociendo las practicas
amigables que puedan realizar en sus plantaciones. Este andlisis a las repuestas orientadoras
se presenta de manera resumida en el Anexo 9.

7. Conclusiones

Los resultados de esta investigacion aportan informacion técnica sobre nuevas herramientas
para adopcién de manejo agroecoldgico de Anastrepha sp. en estos sistemas de produccion
en monocultivo.

No se detectaron relaciones significativas entre los tipos de manejo, incidencia y la cantidad
de fruto dafiado por Anastrepha sp.

Se observé una tendencia hacia la presencia de los biotipos de hongos 6, 7, 8, 9, 11 vy
Metarhizium en lotes de manejo tradicional con baja incidencia de plaga y biotipos 10y 14 en
lotes de manejo quimico con baja incidencia de plaga.

La mayor proporcion de hongos entomopatégenos se extrajeron de lotes con manejo
tradicional con baja infestacion de Anastrepha sp. presentando presencia de
entomopatégenos en las tres zonas muestreadas, encontrandose en Paya la mayor
proporcion.
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Los ensayos de patogenicidad con los aislamientos de hongos entomopatdgenos contra
estadios de Anastrepha sp. presentan diferencias significativas en mortalidad en larvas y
adultos en el tiempo, aunque todos los aislamientos causaron mortalidad por encima del 98%
a los 6 dias después de la inoculacion. Entre un 56 y 100% de las larvas y adultos muertos
con todos los aislamientos utilizados en las pruebas de patogenicidad, desarrollaron micelio,
mostrando la capacidad de los hongos de reproducirse sobre los insectos infectados. Los
resultados indican que estos hongos provenientes del suelo de manera natural pueden ser
muy efectivos para control de este insecto.

La mosca de la fruta (Anastrepha sp.) es percibida, por los productores y técnicos, como una
limitante para la produccion mango las plantaciones del municipio Bani. Los productores
utilizan un conjunto de métodos de control para reducir dafios de Anastrepha sp. en las
plantaciones de mango.

Sin embargo, existe desconocimiento de los participantes sobre los enemigos naturales y
productos biolégicos para controlar Anastrepha sp. Evidenciando que ninguno de los
participantes ha utilizado productos bioldgicos para controlar Anastrepha sp. Los participantes
coinciden en que es necesario buscar alternativas amigables para el control de Anastrepha sp.
que mejoren el medio ambiente.

8.Recomendaciones

e Establecer un ensayo a largo plazo para profundizar en el conocimiento de posibles
interacciones entre el tipo de manejo, suelo y la riqueza microbial, y su correlacion con
la incidencia de Anastrepha sp. y el nimero de frutos dafiados.

e Utilizar técnicas moleculares como analisis de metagendmica, para la identificacion
precisa de la diversidad microbial de los suelos de parcelas con alta y baja incidencia
de Anastrepha sp.

e Estos resultados han mostrado que los hongos encontrados tienen potencial para el
control de Anastrepha sp., por lo que seria importante desarrollar protocolos para
pruebas semi-campo y campo para evaluar su efectividad para el control de la plaga.
Ademas, desarrollar formulaciones para aplicacion a suelo para el control de larvas y
follaje para adultos, asi como la evaluacion de posibles sinergias en mezclas de los
aislamientos seleccionados.

e Se recomienda establecer parcelas demostrativas como escuela de campo, donde los
productores puedan observar el efecto a largo plazo de estos hongos
entomopatodgenos y su efectividad para reducir las poblaciones de Anastrepha sp. sin
uso de insecticidas quimicos.
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10. Anexos

Anexol. Muestreos de suelos en lotes del municipio de Bani, Peravia, Republica Dominicana
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Anexo 2. Aislamiento Aislamientos directos a partir de suelo
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Anexo 4. Preparacion de suspensiones de conidios para ser aplicadas en larvas y adultos de Anastrepha sp. para evaluar su capacidad de
control
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Anexo 5. Programa del taller de grupos focales realizado en el municipio de Bani, Peravia, Republica Dominicana

Temas / Actividades Responsable Inicio Final Minutos  Observacion

| Apertura

Registro de participantes Personal de apoyo 9:00 a. m. 9:10 a. m. 10 min

Palabras de motivacion Director Regional 9:10 am 09:20 10min

Palabras de orientacion Ingrid Franco 9:20 a. m. 09:35 15min

Refrigerio Todos los participantes  9:35 a. m. 10:00 25min

ILIntroduccion

Autopresentacion Cada participante 10:00a.m.  10:25a.m.  25min Personal de apoyo
Objetivos Ingrid Franco 10:25a. m. 10:35 10min

IIl. Aplicacion de Encuestas

Generalidades e importancia de Anastrepha Ingrid Franco / Pa 10:35a. m. 10:45 10min Personal de apoyo
Métodos de control utilizados para Anastrepha  Ingrid Franco / Pa 10:45a. m. 10:55 10min Personal de apoyo
Control bioldgico de plagas Ingrid Franco / Pa 10:55am 11:05 10min Personal de apoyo
Experiencias con Bioplagicidas Ingrid Franco / Pa 11:.05 11:15a.m.  10min Personal de apoyo
IV. Andlisis e Interpretacion de los resultados

Analisis de las respuestas Ingrid Franco / Pa 11:15a.m.  11:35a.m.  20min Personal de apoyo
Comparacion con hallazgos de la investigacion  Ingrid Franco 11:35a. m. 11:50 15min

V. Concluciones Ingrid Franco 11:50a.m.  11:55a.m.  Smin

VI. Clausura Ingrid Franco 11:55a.m.  12:00p.m.  Smin
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Anexo 6. Biotipos de hongos encontrados de los lotes muestreados mediante aislamientos directos de suelo

Vista Microscopica '
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Anexo 7. Hongos entomopatdégenos encontrados en los lotes muestreados mediante aislamientos de suelos con insecto cebo.

Paecelomyces

Rafael-1

Rafael-2

* paecelomyces creciendo en conjuto con metrarizum

Jorge -2

Rafael -1
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Anexo 8. Biotipos de nematodos entomopatdgenos encontrados de los lotes muestreados mediante aislamientos directos de suelo

Larva infectada |Solucién madre - Vista microscépica
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Anexo 9. Interpretacion de las respuestas puntuales brindadas por los productores y técnicos que participaron en el taller de grupos focales

realizado en el salon de actos de la Regional Agropecuaria Central del Ministerio de Agricultura, Peravia, Republica Dominicana.

Preguntas

Repuestas productores

Repuestas técnicos

1- ¢Consideran ustedes que la
mosca de la fruta representa un
problema para sus plantaciones de
mango?

-Es una limitante en la produccion.
-Causa danos en frutos

Limita la produccién

- Con las limitantes de exportacion
pone en riesgos la economia
familiar

-Pérdidas que afectan la economia del
productor

-Provoca restricciones a mercados
nacionales e internacionales

-Reduce la calidad de la fruta para fines de
exportacion

2- ;Cudles métodos de control
(caseros, quimicos, etc.) han
utilizado en sus plantaciones de
mango para reducir los dafios de la
mosca de la fruta?

- Se utiliza una mezcla de métodos
de control con colocacion de
trampas de monitoreo, recogida de
frutos durante, reduccion de
malezas y después de la cosecha
- Podas de formacion y limpieza
después de la cosecha

-Control etolégico (colocacion de trampas
de monitoreo)

-Control etolégico (colocacion de trampas
para captura masiva de mosca de la fruta)
-Control cultural (recogida y enterrado de
frutos postcosecha)

-Control mecanico mediante podas
postcosecha

3- ¢Conocen wustedes a los
enemigos naturales que puedan
controlar la mosca de la fruta?

Las aves y reptiles pueden ser
enemigos naturales por que se
comen los frutos dafiados

-Se han realizado ensayos con
depredadores como Doyctobracon
areolatus con buenos resultados, Crisopas
y hongos como Beauveria

4- ;Si han utilizado productos
Productos bioldgicos para controlar
la mosca de la fruta, indiquen
cuales han sido utilizados y qué tan
efectivos han sido?

-En la actualidad solo se basan en
la aplicacion de productos quimicos
como Ceratrap, GF-120, fosfato
diamonico

-Los productos quimicos han dado
bueno resultados hasta el
momento

El MA solo utiliza productos de origen
quimico y sintético como Ceratrap, GF-120
y proteinas hidrolizadas (torula)

En la actualidad se hacen ensayos con
estratos vegetales de uva, maracuya,
papaya y melaza para control del insecto.
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5- ¢ Resultara mas barata y efectiva
la utilizacién de productos caseros
o de fabricacion artesanal para
controlar la mosca fruta que los
productos quimicos que se
compran en el comercio?

Existe desconocimiento sobre qué
productos bioldgicos utilizar, pero
es eminente adaptarse a los
cambios y buscar alternativas
amigables para el medio ambiente

-La utilizacién de productos caseros saldria
mas cara

-No necesariamente el biolégico es mas
barato, Pero es mas efectivo a largo plazo
- Es necesario buscar alternativas que
mejoren el medio ambiente
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