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RESUMEN

Para determinar el ciclo de vida, fecundidad, longevidad, proporcion sexual, tabla de vida,
variabilidad genética de poblaciones en distintos pisos altitudinales y ciclos biolégicos de
Oligonychus coffeae, se realizan estudios de laboratorio en la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato.

Los acaros fueron recolectados de diferentes pisos altitudinales localizados en las
provincias de Tungurahua, Pastaza y Morona Santiago. Los estudios de biologia se
realizaron en hojas aisladas de Alnus acuminata y Coffea arabica. El tiempo total de
desarrollo de O. coffeae en hojas de aliso fue de 41,70 + 1,45 dias mientras que en hojas

de café fue 36,48 £ 1,61 dias siendo mas corto en las fases protoninfa y deutocrisalida.

La variabilidad genética de poblaciones se evaluo de crias de acaros en hojas de aliso y
café recolectadas diferentes pisos altitudinales, mediante RAPD-PCR usando los
iniciadores OPAQ01, OPAO03, OPB10, OPB13. En el analisis de O. coffeae se
contabilizaron un total de 112 bandas entre todos los iniciadores y los materiales vegetales
usados, de los cuales un 10, 71% result6 polimérfico.

Debido a la importancia del café y aliso en Ecuador el estudio de plagas que atacan a estos
cultivos es importante por ende el control lo es ain mas. Una de las viables iniciativas
para su control es el uso de extractos vegetales. Con el fin de comprobar el efecto de
extractos etanolicos de hojas de aliso y café, y probarlos complementariamente se aplicd
diferentes dosis a hojas infestadas de acaros para determinar su mortalidad observandolo
alas 24, 48, 72 y 96 horas.

Palabras claves:

Oligonychus coffeae, aliso, café, RAPD, biologia, extractos, acaro.
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SUMMARY

To determine the life cycle, fecundity, longevity, sexual proportion, life table, genetic
variability of populations in different altitudinal levels and biological control of
Oligonychus coffeae, laboratory studies were carried out in the Faculty of Agricultural
Sciences of the Technical University of Ambato.

The mites were collected from different altitudinal floors located in the provinces of
Tungurahua, Pastaza and Morona Santiago. The biology studies were performed on
isolated leaves of Alnus acuminata and Coffea arabica. The total development time of O.
coffeae in alder leaves was 41.70 + 1.45 days whereas in coffee leaves it was 36.48 + 1.61

days being shorter in the protonymph and deutochrysalis phases.

The genetic variability of populations was evaluated from mite hatchlings in alder and
coffee leaves collected different altitudinal floors, by means of RAPD-PCR using primers
OPAO01, OPA03, OPB10, OPB13. In the analysis of O. coffeae, a total of 112 bands were
counted among all the initiators and the used plant materials, of which 10, 71% were
polymorphic.

Due to the importance of coffee and alder in Ecuador, the study of pests that attack these
crops is important, therefore control is even more important. One of the viable initiatives
for their control is the use of plant extracts. In order to check the effect of ethanolic extracts
of leaves and test them in addition, different doses were applied to leaves infested with

mites to determine their mortality, observing it at 24, 48, 72 and 96 hours.

Keywords:

Oligonychus coffeae, alder, coffee, RAPD, biology, extracts, mite.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

El &caro Oligonychus coffeae ha sido reportado en café, es una plaga que ataca durante
prologados periodos de sequia en zonas con altitudes menores a 1500m y con temperaturas
superiores a 22 °C. No obstante, el potencial biologico de la plaga ha mostrado variaciones
dependiendo del cultivar (Giraldo et al. 2011) ha sido encontrado en aliso en zonas con
mayor altitud y bajas temperaturas (Vasquez et al. 2017). El dafio causado por este acaro
es producido en el sitio de alimentacion al romper la superficie de las hojas y destruir las
células del mesofilo Gallardo et al. (2005), ocasionando en la hoja una coloracion café
que se convierte en blanquecina de acuerdo con la severidad del dafio y con el avance de

la plaga, produciendo la senescencia y muerte de la hoja y posteriormente la de la planta.

El Ecuador es integrante de los paises exportadores de café ICO (International Coffee
Organization), el cultivo origina relevancia en el ambito: social al generar empleo directo
e indirecto a varias familias ecuatorianas, econémico al aportar una suma importante de
divisas al pais, y ecoldgico al reconocer la amplia adaptabilidad de los cafetales a lo largo
del territorio continental y peninsular (COFENAC, 2010; Quiliguango, 2013). Los
cafetales de las especies ardbiga y robusta forman parte de variados sistemas
agroforestales (Castillo et al. 2004), componiendo habitats adecuados para la
sobrevivencia de especies de la fauna y flora endémicas por lo tanto cualquier problema
que afecte a los cafetales sigue siendo de especial importancia (Bustillo, 2007).

El aliso es un arbol de rapido crecimiento que se ubica en zonas montafiosas a riveras de
rios, generando una proteccion a las cuencas hidrogréaficas, también actia como un
controlador natural de la erosion del suelo (Marulanda et al. 2006) gracias a sus raices que
opera simbidticamente con el actinomiceto Frankia spp hace que sea un fijador de
nitrégeno atmosférico, ademas de asociarse productivamente con cultivos como pasturas

y café (Budowski y Russo, 1997). Existen diversos planes de gobierno para reforestar con

1



especies nativas para recompensar la pérdida de bosques naturales donde el aliso
representa uno de los arboles con mayor oferta debido a su amplia adaptabilidad y un
aportador natural de materia organica por descomposicién de hojas, utilizado a su vez en
cercas vivas, un sucesor nativo de pinos y eucaliptos agrupado principalmente con

plantaciones silvopastoriles (Portilla, 2012 y Afiazco, 1996).

Para el estudio de variaciones poblacionales, asi como adaptabilidad ecologica se ha
recomendado el uso de estudios morfoldgicos y moleculares (Hillis y Wiens 2000). De
acuerdo con Magalhaes et al. (2007), un cambio en la planta hospedera, podria aislar

reproductivamente a una especie, ocasionando diversidad en la plaga.

La extraccion de ADN y el uso de marcadores moleculares basados en RAPD-PCR
(Random Amplified Polymorphic DNA- Polymerase Chain Reaction) para facilitar la
inferencia en posibles variaciones a nivel molecular en poblaciones de &caros, ha sido
usada con frecuencia, Balza et al. (2015) en la identificacion molecular de especies de
acaros. Los marcadores moleculares basados en RAPD han sido usados para escanear
amplias regiones de los genomas e inferir la existencia de patrones de dominancia
heredables (Choperena et al. 2012).

Para un estudio global de las poblaciones de acaros se necesitan tablas de vida
desarrolladas en laboratorio con estadisticas de los principales estadios vitales de una
poblacion. Esta informacion constituye una herramienta basica para elaborar estrategias
de control Fernandez y Laurentin, (2015) una de las tacticas méas viables y de uso
sostenible en el control de poblaciones de acaros plaga, ha sido la aplicacién de extractos

etanolicos de plantas (Sarmah et al. 2009).

El objetivo de este trabajo es estudiar el ciclo bioldgico de Oligonychus coffeae en aliso y
en café y el efecto de extractos etandlicos complementarios para su control, ademas de

establecer diferencias poblacionales mediante la técnica de RAPD-PCR.



CAPITULO I

REVISION DE LITERATURA O MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

Estudios sobre la biologia de distintas especies de &caros son escasos en Ecuador, por esta
razon, existe un vacio en cuanto a los parametros biolégicos de acaros plaga tanto en

plantas silvestres como en diferentes cultivos.

2.1.1. Biologia del &caro

Giraldo et al. (2011) sefialaron que existen dafios producidos por el acaro en cafetales
colombianos, reportando que el comportamiento del acaro Oligonychus yothersi ya no se
restringe a temporadas de sequia y su conducta ha variado en afios de extremos climaticos.

El acaro Oligonychus coffeae Nietner (Acari: Tetranychidae) fue reportado en aliso, un
arbol utilizado para la reforestacion en la serrania ecuatoriana, este acaro pertenece a una
de las plagas mas importantes provocando pérdidas en su contenido de clorofila Vasquez
etal. (2017) describieron al acaro de color marrén oscuro y patas de color amarillo naranja.
O. coffeae es una especie cuyas poblaciones se incrementan durante la estacion seca y
como resultado de infecciones severas, causan pudricién de las hojas y defoliacion en la
planta hospedera.

Gallardo et al. (2005), mencionaron que el acaro Tetranychus urticae Koch pertenece a
una familia de especies fitofagas de amplio espectro a nivel mundial siendo sus principales
hospederos frutales, ornamentales y hortalizas. Su dafio a la planta se produce al romper
la superficie de la hoja afectando la transpiracion y la fotosintesis, contrariando el

crecimiento de plantas y su produccién; sefialaron también que en hojas de pimentén el
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tiempo total de desarrollo del &caro T. urticae fue de un méaximo de 8,2 dias a una
temperatura de 27 £2 °C, una humedad relativa de 70£10% y un fotoperiodo de 12h:12h
(D: N).

En Africa, Ben Chaaban et al. (2011) reportaron que el acaro de la palmera, Oligonychus
afrasiaticus es una plaga seria de las frutas de esta especie, determinado que el tipo de

huésped afecta al desarrollo del acaro.

Reyes y Mesa (2011) argumentaron que Oligonychus yothersi es un &caro de héabito
fitofago y polifago. La biologia del &caro se estudié en condiciones controladas (26°C +
3°C y 56% + 3% HR) sobre hojas maduras de aguacate como resultado obtuvieron que el
acaro tiene un alto potencial reproductor y se puede considerar como una plaga en

desarrollo en hojas.

Aguilar et al. (2011) destacaron que Alnus acuminata ssp. una especie nativa de altitudes
elevadas de América tropical, se distribuye desde México hacia el norte de Argentina,
especialmente a lo largo de los rios y que es comunmente empleada en populares
remedios, el uso del tallo de aliso se ha reportado con efectos antiinflamatorios, y como
farmaco de sifilis, condiciones reumaticas y enfermedades infecciosas. Proponiendo una

dosis positiva de 300 mg / kg.

Los cafetales de las especies arabiga y robusta forman parte de variados sistemas
agroforestales silvopastoriles, siendo una fuente principal para el desarrollo econémico y
social ecuatoriano, ayudando a su vez a la sobrevivencia de especies de la fauna y flora
endémicas (Castillo et al. 2004)

Bustillo, (2007) sefial6o que cualquier problema que afecte al café sigue siendo de especial
importancia para su buen manejo y productividad; al no utilizar insecticidas de forma
irracional se fomenta la preservacion de recursos renovables, la proteccion de la

biodiversidad y el mantenimiento del equilibrio biolégico. EI manejo integrado de plagas



facilita una cadena de nociones sobre control de plagas que se integran para crear una
solucion ecoldgica al problema.

Al estudiar el metabolismo de ciertos alcaloides en el desarrollados en las hojas de Coffea
arabica, la relacion con la longitud del dia, la temperatura y la luz, aumenta de manera
significativa el &rea foliar, el peso seco, la tasa de fotosintesis neta siendo més aptas para

la extraccion de aceites (Fournier, 1988).

2.1.2. Estudios moleculares

Para estimar la variacion de poblaciones el procedimiento mas seguro es la caracterizacion
molecular de la poblacion, los marcadores moleculares son un instrumento necesario
ademas de utilizarse para aislar y localizar genes de interés. Los RAPD son marcadores

que amplifican aleatoriamente segmentos de ADN (Rentaria, 2000).

Vasquez et al. (2014), evaluaron la variabilidad genética de poblaciones del 4caro Raoiella
indica colectadas de diferentes localidades de Venezuela y EE.UU. Para su comparacion;
mediante RAPD-PCR usaron los iniciadores OPA10, OPA14, OPL05, OPMOL1, OPO01,
y OPP17. Estos autores concluyeron que las poblaciones de R. indica que fueron
recolectadas sobre Cocos nucifera y Musa sp. fueron mas homogéneas que las colectadas
sobre Adonidia merrillii y Washingtonia sp separandolas mediante el analisis morfologico

y genético del resto de las poblaciones estudiadas.

Los métodos mas utilizados en el andlisis molecular son los basados en la reaccion de
amplificacion en cadena de la polimerasa (PCR) Picd y Pérez (2008) describen a los
marcadores RAPD (Ampliacion aleatoria de ADN polimdrfico), también conocidos como
rapids, como uno de los sistemas mas rapidos y sencillos de identificacion de

polimorfismos de ADN mediante PCR.

En el analisis con micro satélites de identificacion de resistencia a Mononychellus tanajoa

(Acari: Tetranychidae) realizado por Choperena et al. (2012), reportaron que en la



busqueda de genes asociados con resistencia a plagas los marcadores facilitan la
identificacion y que su uso para el manejo integrado de plagas es clave para determinar la

resistencia de la planta hospedera.

Guevara et al. (2015) compararon la utilidad de tres métodos de extraccion de ADN a
partir de garrapatas del complejo Rhipicephalus sanguineus, potenciales vectores de
enfermedades y establecieron que se requiere la utilizacion de extractos de ADN de buena
calidad para posteriores analisis de ampliacion de genes de estos patdgenos. En la
investigacion los métodos de extraccion fueron tres: basado en agente caotropico
Tiocianato de Guanidina (método 1), alta concentracién de sales (método 2) y un método

de extraccion establecido en columnas disponible comercialmente (método 3).

Reyes et al. (2015), establecieron que, para la identificacion molecular se extrae el ADN
a partir de &caros hembras. Los especimenes se mantuvieron en placas con agua-agar y la
identificacion morfométrica se realizd utilizando claves taxonOmicas. Para la
identificacion molecular, inicialmente se extrajo el ADN vy se sintetizaron
oligonucle6tidos con base en la secuencia ITS2 de Sancassania mycophaga y se amplificd
mediante la PCR que se purifico utilizando un kit comercial. El fragmento obtenido fue
secuenciado y analizado con la homologia de las secuencias nucleotidicas en la base de
datos del GenBank del NCBI con el programa BLAST.

Matsuda et al. (2014) mencionaron que en la sub-familia de los &caros Tetranychidae
incluye plagas agricolas. La region espaciadora transcrita interna (ITS) de los genes del
ARN ribosémico nuclear y el citocromo coxidasa (ICO) del ADN mitocondrial se han
utilizado para la identificacion de especies y la reconstruccion filogenética en la sub-
familia Tetranychinae, los cuatro géneros (Oligonychus, Tetranychus, Schizotetranychus

y Eotetranychus) fueron determinados como polifiléticos.



2.1.3. Control

En estudios con otro tipo de organismos patégenos a las plantas, se han probado los
extractos vegetales como elementos controladores de los dafios (Fernandez y Laurentin.
2016) destacaron que la alta incidencia del hongo Fusarium en ajonjoli potencia a los
extractos vegetales como su control, que en general los usos de extractos de la raiz de
ajonjoli inhibié el crecimiento y desarrollo del hongo, mientras que los extractos de tallo

tendieron a estimular el crecimiento del mismao.

Eamsobhana et al. (2009) expusieron al acaro Leptotrombidium chiggers (Acari:
Trombiculidae) durante un méaximo de 5 minutos a diferentes aceites de plantas para
probar cudl de ellas da mejor resultado para la repelencia y muerte del acaro. Cuatro de
los 13 aceites esenciales fueron repelentes eficaces contra Niguas imphalum. El aceite de
Syzygium aromaticum (clavo) mostr6 una repelencia al 100% a una concentracion del 5%
(dilucidn con etanol absoluto), mientras que el aceite de Melaleuca alternifolia (arbol de
té) mostr6 un 100% de repelencia al 40% de concentracién demostrando que varios aceites
esenciales aromaticos de estas plantas pueden ser Utiles como repelente. Los aceites no
diluidos de Zingiber cassamunar (plai) y globulos de Eucalyptus (goma azul) exhibieron
100% de repelencia. De los nueve aceites esenciales restantes, solo el 100% de
Pelargonium graveolens (geranio) exhibié una repelencia del 50%. El aceite de Styrax

torkinensis (benzoina) no mostré ninguna repelencia.

Sarmah et al.(2009) evaluaron cuatro extractos acuosos de plantas (EPA): Acorus calamus
(L), Xanthium strumarium (L), Polygonum hydropiper (L) y Clerodendron infortunatum
(Gaertn) a 2,5, 5,0 y 10,0% (p / v ) contra el acaro de la arafia roja del té, O. coffeae
(Nietner). También se estudié el impacto de los EPA sobre la supervivencia y la
alimentacion de Stethorus gilvifrons, un conocido depredador de coccinellida del acaro.
Los parametros evaluados fueron actividad ovicida y actividad acaricida en el caso de
acaros rojos, actividad alimentaria y mortalidad de adultos para el coccinelido. Se observo



una fuerte accion ovicida con X. strumarium (87,09%) y A. calamus (70,62%), mientras
que la menor accién en P. hydropiper (30,86%) y C. infortunatum (20,58%).

2.2. CATEGORIAS FUNDAMENTALES O MARCO CONCEPTUAL
Bilogia del &caro
Taxonomia
O. coffeae fue descrito por vez primera por Nietner en 1861 en plantas de café Coffea
arabica en Sri Lanka (Nietner, 1861). Pertenece al orden Acari y a la familia
Tetranychidae, que esta formada por un elevado numero de especies fitéfagas que se

alimentan del contenido celular de las hojas (Doreste, 1988).

Ciclo Biolégico

Ciclo Biologico de
Oligonychus coffeae

Figura 1. Ciclo bioldgico de O. coffeae
Elaborado por: Paredes, 2017
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Presenta metamorfosis incompleta que incluye estadios de huevo, larva, protoninfa
deutoninfa y adulto; con tres etapas de quiescencia que se identifican porque el &caro no
se alimenta y permanece inmavil entre dos etapas continuas fijas Roy et al.(2014) en el
caso de los acaros el primer instar movil se denomina larva (Giraldo et al.2013)

Figura 2. Acaros de O. coffeae en estadio quiescente
Elaborado: Paredes, 2017

Huevo: redondos y brillantes siendo de color rojo sangre pasando a aclarase antes de la
eclosion, la oviposicion se da en las nervaduras principales.

Larva: eclosionadas con forma de pera y con tres pares de patas.

Figura 3. Larva de O. coffeae
Elaborado: Paredes, 2017
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Dos estados de ninfas donde el acaro presenta cuatro pares de patas (Giraldo et al.2011),
cuerpo oval seguida por la etapa deutoninfa donde ya se puede diferenciar los sexos (Roy
et al.2014)

Adulto: Siendo visibles a simple vista, su color varia entre los de matices de naranja a rojo
con pintas negras. Diferenciandose entre machos y hembras por el tamafio y forma de su

cuerpo (Roy et al.2014)

Figura 4. Acaro hembra de O. coffeae
Elaborado: Paredes, 2017

Segun Das et al. (2012) a una temperatura constante 20 °C en la India el ciclo de vida
Ileg6 a un periodo de hasta a 18,8 dias. Sin embargo, en temperaturas altas no mayores de

35°C se puede llegar a completar un ciclo en tan solo 7-10 dias (Giraldo et al. 2011)
Reproduccion

O. coffeae puede reproducirse sexual o asexualmente. Machos y hembras del &caro son
sexualmente maduros desde que emergen; los machos buscan hembras en la etapa
deutoninfa. Se conoce también que un solo macho puede fertilizar a mas de una hembra

(Das, 1959).
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Figura 5. Copulacion de O. coffeae
Elaborado: Paredes, 2017

La reproduccion asexual se da por medio de partenogenesis, es decir, que la capacidad
reproductiva de esta especie no esta limitada por la presencia de los machos, las hembras
originan progenie sin necesidad de copula donde los huevos no fertilizados dan lugar sélo

a machos (Reis et al. 1997)

Figura 6. Acaro O. coffeae hembra con larva
Elaborado: Paredes, 2017

Habitos de alimentacion

Sintomatologia: En O. yothersi la sintomatologia es la existencia de pequefias punteaduras
en el envés del limbo de la hoja originando una decoloracién plateada y se da en sus

primeras fases (Ledn, 2003).
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El dafio a la planta de O. coffeae es ocasionado por larvas, ninfas y &caros adultos, que se
nutren de la savia de las hojas y ocasionalmente sobre los peciolos (Das, 1959). Su ataque
es principalmente confinado al haz del follaje maduro. Como resultado de la alimentacion,
las hojas maduras se convierten en bronce rojizo y, en consecuencia, puede llegar a
producir la senescencia de dicho 6rgano e incluso llegar a secar la planta por completo
(Giraldo et al. 2011).

Las colonias de Oligonychus se desarrollan en la cara superior de las hojas, junto a
nervaduras. Como resultado de su alimentacion provocan una decoloraciéon del area

afectada la que pierde su coloracion verde para volverse café a bronceada (Lépez, 1991).

Figura 7. Colonias de O. coffeae.
Elaborado: Paredes, 2017

Plantas huésped: O. coffeae se distribuye ampliamente en todo el mundo. Esta registrado
en 48 paises conocida también como una importante plaga en aproximadamente 133
cultivos que incluyen: Camellia sinensis (té), Anacardium occidentale (anacardo),
Cinnamomum camphora (laurel alcanfor), citricos, Elaeis guineensis (palma africana),
Eucalyptus globulus (eucalipto), Gossypium sp. (algoddn), Hevea brasiliensis (caucho),
Magnifera indica (mango), Manihot esculenta (yuca), Morusalba (mora), Vitis vinifera
(vid) (Roy et al.2014). Principalmente reportada en C. arabica (café ardbigo) y

recientemente en A. acuminata (aliso) donde se realiza la investigacion.
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2.2.2. Especies vegetales

2.2.2.1. Aliso (Alnus acuminata) Kunth (1817)

Taxonomia

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Fagales

Familia: Betulaceae
Género: Alnus

Especie: Alnus acuminata

Figura 8. Aliso en Querochaca.
Elaborado: Paredes, 2017.
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Origen

Especie originaria de México y Centroamérica. Se extiende desde el noroeste de México
hasta el norte de Argentina y los Andes de Per(, Ecuador y Bolivia introducido

satisfactoriamente en el sur de Chile y en Nueva Zelanda (Aguilar et al.2011).

Habitat

El género Alnus se puede encontrar en laderas montafiosas muy inclinadas con
condiciones secas creciendo igualmente en las riberas de los rios y en pendientes humedas.
Se desarrolla en areas de nubosidad, con neblina frecuente. Su rango de temperatura va de
4 a 27 °C soportarando precipitaciones de 1,000 a 3,000mm o mas; suelos limosos,

profundos, de textura mediana, rojizo, ricos en materia organica (Gonzalez, 2004).

Descripcion Botanica

Arbol perennifolio, crece hasta 30m. Presenta una copa estrecha y piramidal en
plantaciones, en bosque denso alcanza una mayor proporcion de tronco libre de ramas y
nudos por una poda natural con un sistema radical poco profundo, amplio y extendido; es
una planta monoica. La hoja donde se aloja el acaro es ovalada, margen biserrado de

consistencia aspera (Gonzélez, 1989).

Importancia econdmica

Utilizado como una especie maderable de muy facil aserramiento y modelado para
muebleria fina y artesanias, combustible (lefia) Afazco, (1996), ademas de ser utilizado
en Ecuador como una especie nativa para la reforestacion en zonas andinas Beltran et al.
(2009) y por su composicion de terpenoides utilizado como farmaco antiinflamatorio para
la desinflamacion Aguilar et al. (2011), igualmente para el tratamiento: sifilis, reumatismo

y en la piel enfermedades infecciosas (Martinez, 1984).
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2.2.2.2 Café (Coffeae arabica Linneo 1753)

Taxonomia

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Gentianales
Familia: Rubiaceae
Subfamilia: Ixoroideae
Género: Coffea

Especie: Coffea arabica L.

Origen
Nativo de Africa; es la principal especie cultivada para la produccion de café y la de mayor
antigliedad en agricultura posicionandose como uno de los productos con mayor consumo,

datandose su uso a finales del I milenio en la peninsula ar&biga (Silvarolla et al. 2004).

Figura 9. Planta de café en Palora.
Elaborado: Paredes, 2017
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Habitat

El café arabico es cultivado a altitudes entre los 900-2100 m.s.n.m. a una temperatura
optima entre 15-24 °C. Esta especie tiene un potencial para producir cafés con tazas

limpias, notas dulces, fructuosas, y con mayor acidez (MacVean, 2003).

Descripcion Botanica

Monroy, (2015) sefial6 que la especie Arébica bajo libre crecimiento puede llegar a medir
hasta 6m de alto, con ramas de crecimiento vertical con hojas onduladas, las plantas
jévenes pueden comenzar a tener floracion entre los 12-15 meses y producir su primera
cosecha en 2 afnos. Los frutos del cafeto tardan entre 7 a 9 meses en alcanzar su estado

Optimo de madurez.

Importancia Economica en Ecuador:

El cultivo de café, en Ecuador, es de gran importacia en lo econdmico, social y ambiental.
En Ecuador existen 105.271 Unidades de Produccion Cafetalera donde se ocupan similar
namero de familias en las actividades de produccién y varios miles adicionales, en las
labores de transportacién, comercializacion, procesamiento, industrializacion vy

exportacién del grano (Censo Agropecuario, 2000).

2.2.3 Marcadores Moleculares

Los marcadores moleculares nos permiten conocer como se encuentran las proporciones
de genes en las poblaciones naturales de manera indirecta, o directa con estudios de ADN.
Los diferentes tipos de marcadores se distinguen por su capacidad de detectar
polimorfismos en loci Unicos o multiples que pueden ser de tipo dominante o co-

dominante (Pic6 y Pérez 2008).
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Los analisis genéticos usando marcadores moleculares proporcionan una poderosa
herramienta para entender la distribucion de las fuentes genéticas en poblaciones (Picé y
Pérez 2008).

Los marcadores moleculares son una herramienta necesaria, los de tipo RAPD (Random
amplified polymorphic ADN), que consisten en un método de deteccion de polimorfismos

en la secuencia de ADN, basado en la reaccion en cadena de la polimerasa (Mullis, 1990).

Los RAPDS basan su concepto en la probabilidad estadistica de que se presentan sitios
complementarios al oligonucleétido de 10 paredes de bases a lo largo del genoma,

revelando niveles de variacion de ADN (Rentaria, 2000).

Los polimorfismos RAPD se heredan de manera mendeliana y pueden aprovecharse para
construir mapas genéticos, al mismo tiempo utilizarse para deteccion de variabilidad. Al
no requerir ningln conocimiento previo de la secuencia del organismo con el que se esta
trabajando los convertia en una alternativa econdémica y rapida para muchas aplicaciones.
(Picd y Pérez 2008).

2.2.4 Extractos Etandlicos

Los aceites esenciales por ser liquidos volatiles y encontrarse distribuidos en las plantas,
pueden ser retirados por destilacion con arrastre de vapor de agua; este procedimiento
puede ser implementado en la region del Amazonas, por no requerir tecnologia sofisticada,

pues requiere implementar equipos econémicos (Génzalez, 2004).

Las defensas naturales de las plantas contra plagas que atacan al follaje consisten la
mayoria de veces en mezclas de compuestos relacionados estrechamente con el agente
toxico este fendmeno es una muestra clara de la eficacia de los insecticidas botanicos

como los extractos etandlicos (Isman, 1995).
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La reproduccion de Oligonychus ilicis va muy ligada a la aplicacién de insecticidas de
amplio espectro, a los cuales presenta cierta resistencia y que eliminan la mayor parte de
sus depredadores naturales. Asi, la aplicacion de insecticidas de base piretroides, no

acabara con la plaga, por el contrario, producira un dafio generalizado (Reis et al. 1974).

Para aprovechar las sustancias activas de una planta, se recurre frecuentemente a los
extractos. El proceso de extraccion consiste en incorporar las sustancias activas de una
planta a un solvente, que generalmente suele ser agua o alcohol; se puede realizar en frio
o0 en caliente, y el producto resultante puede ser una solucidén concentrada o espesa en
funcion de la sustancia de origen, o expresarse por propio interés en base a la aplicacion

que se le vaya a dar (Gonzalez, 2004).

La utilizacion de extractos etandlicos de plantas para disminuir la incidencia de
microorganismos es una estrategia que ha tenido apogeo en los ultimos afios, sin embargo,
se requiere estudios sobre el patdgeno o plaga para determinar su efecto. Los estudios del
efecto de extractos de plantas sobre microorganismos son un punto de partida de nuevas
destrezas de control y de caracterizacion de genotipos de plantas que posean moléculas
con actividad antimicrobiana, de manera que puedan ser agregados en programas de

mejoramiento genético (Fernandez y Laurentin, 2016).

18



CAPITULO Il

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. HIPOTESIS

Las especies de plantas hospederas (aliso y café) asi como los extractos vegetales de las

mismas inciden sobre el ciclo bioldgico de O. coffeae.

3.2. OBJETIVOS
3.2.1. Objetivo general

Estudiar el ciclo bioldgico de O. coffeae en A. acuminata y en C. arabica y el efecto de

sus extractos vegetales sobre su biologia.

3.2.2. Objetivos especificos

Determinar la duracién del ciclo de vida (huevo-adulto) de O. coffeae cuando se cria en
hojas de aliso y café.

Determinar la longevidad de hembras de O. coffeae criadas en hojas de aliso y café.

Calcular la fecundidad de hembras de O. coffeae criado en hojas de aliso y café.

Evaluar la mortalidad producida por diferentes dosis del extracto etandlico de hojas de

aliso y café, sobre hembras adultas de O. coffeae.

Determinar la variabilidad genética de O. coffeae mediante marcadores RAPD.
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

4.1. UBICACION DEL EXPERIMENTO

4.1.1. Investigacion

La investigacion se realizd en el laboratorio de Biotecnologia ubicado en la Granja
Experimental Docente “Querochaca”, de la Facultad de Ciencias Agropecuarias, en el

canton Cevallos, provincia de Tungurahua.

4.1.2. Material vegetal

Alnus acuminata
Se tom6 muestra de aliso de dos pisos altitudinales en Querochaca, canton Cevallos,

provincia de Tungurahua y en Pasa canton Ambato, provincia de Tungurahua.

Coffea arabica
Las muestras de café se tomaron en Sangay canton Palora, provincia de Morona Santiago

y en Moravia canton Mera, provincia de Pastaza.

4.2. CARACTERIZACION DEL LUGAR

4.2.1. Investigacion

Para el experimento se utilizé el laboratorio de Biotecnologia que esta ubicado en la

Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato en el sector El

Tambo, parroquia la Matriz perteneciente del Cantén Cevallos, provincia de Tungurahua.
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La localidad se halla a 2850 msnm sus coordenadas geograficas son: 01° 2427’ de latitud
Sur y a 78° 35' 00 de longitud Oeste, ubicado a 19,31 km, al Sureste de Ambato.

4.2.2. Material vegetal

Se trabajo con las especies Alnus acuminata obtenidas en Querochaca, cantén Cevallos,
provincia de Tungurahua ubicada a una altura de 2850 msnm sus coordenadas geograficas
son: 01°27'00°” de latitud Sur y a 78° 35' 00 de longitud Oeste y en Pasa canton Ambato,
provincia de Tungurahua, hallada a una altura de 3100 msnm cuyas coordenadas
geogréficas son: 01° 16' 00’ latitud Sur y longitud: 78° 43" 50" Oeste.

Coffea arabica recolectado en Sangay canton Palora, provincia de Morona Santiago
localizado a una altura de 880 msnm a una latitud Sur de 1° 48" 00" y una longitud Oeste
de 77° 55" 50"" y en Moravia cantén Mera, provincia de Pastaza situado a una altura de
1100 msnm, coordenadas geograficas: latitud Sur de 1° 28" 50"" y una longitud Oeste de
78°04° 017,

4.3. EQUIPOSY MATERIALES

4.3.1. Equipos
Estereoscopio con camara
Incubadora
Microscopio con camara
Bafio Maria
Céamara de flujo laminar
Estufa
Autoclave
Microondas
Refrigerador
Destilador de agua
Vortex

Balanza digital
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Camara de electroforesis
Termociclador

Centrifuga

Agitador magnético
Multiparamétrico de mesa
GPS

Camara digital

4.3.2. Materiales
Hoja de aliso
Hoja de Café
Colonia de O. coffeae
Recipientes plasticos
Bolsas plasticas con cierre hermético
Papel absorbente
Capsulas plésticas
Pincel 000
Tijera
Marcador de tinta indeleble
Etiquetas
Lupa
Mortero y pistilo
Pinzas
Almohadilla de poliuretano de 1cm de espesor
Algodén
Piseta con agua destilada
Vasos plasticos
Mortero
Liquido de Hoyer
Porta y cubre objetos

Esferos de distintos colores
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Cuaderno grapado de 100 hojas

Tubos eppendorf

Tris-HCL

NaCl

EDTA

SDS

Aguja de diseccion

Varilla de vidrio

Proteinasa K

RNasa K

Fenol

Cloroformo

Alcohol isoamilico

Etanol

CTAB

Pellet

Cyber

Ladder

Loading

Buffer TE (25 Mm KCL, 10 Mm Tris-HCL, pH 8.3)
Bromuro de etilo (BrEth) 1 %.

Buffer TE (Tris HCI 100mM; EDTA 1mM) pH 7
Erlenmeyer (125, 250, 500) ml

Probeta de (10, 50, 100) ml

Vaso de precipitacion (50, 500,100) ml

Aguja de diseccion

Alfileres con cabeza de colores

Caja de guantes de latex

Bolsa con 1000 tubos eppendorf de 1,5 ml y de 0,2ml
Puntas amarillas

Imanes
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Papel filtro

Funda de ligas

Papel aluminio

Hidrometro

Set de micro pipetas desde 0,2 mla 1,5 ml
Agar pure

Cinta masking

Cépsulas de porcelana
Frascos &mbar

Espatula

Papel parafilm

Tubos para PCR

Gradilla para tubos eppendorf
Cubeta

Iniciadores

Nombre del iniciador = Secuencia (5" - 3")

OPA-01 CAGGCCCTTC
OPA-03 AGTCAGCCAC
OPB-10 CTGCTGGGAC
OPB-13 TTCCCCCGCT

Tabla 1. Iniciadores moleculares PCR
Elaborado: Paredes, 2017

4.4, FACTORES EN ESTUDIO
Los factores de estudio sobre la biologia del acaro O. coffeae fueron:
1. Ciclo biologico
2. Longevidad
3. Fecundidad
4. Proporcion sexual
5. Variabilidad genética
6

Mortalidad después de control
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45. TRATAMIENTOS

Los tratamientos constituyen la combinacion de los factores en estudio.

4.5.1. Biologia del &caro

CULTIVO  REPETICION H L PC PN DC DN  TC|TOTAL
1 130 # # # # # # # | Suma
2 130 # # # # # # # | Suma

Tabla 2. Tratamientos de biologia del acaro
Elaborado: Paredes, 2017

Estadio en dias
H= Huevo
L= Larva
PC= Protocrisélida
PN= Protoninfa
DC-= Deutocrisalida
DN= Deutoninfa
TC= Teliocrisélida
A= Adulto

Especies vegetales
C1 = Aliso
C2 = Café

4.5.2. Marcadores moleculares
CULTIVO LOCALIDAD LOCALIDAD

1 2
1 | C1Q1R1 C1A1R1
2 | C2P1R1 C2M1R1

Tabla 3. Tratamientos de marcadores moleculares
Elaborado: Paredes, 2017
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Cultivo
C1l=Aliso
C2 = Café

Localidad
Q1 = Querochaca
P1 = Pastaza
Al = Ambato
M1 = Morona

45.3. Control
Tiempo de observacion
T1=24h
T2=48h
T3=72h
T3=96h

Dosis de aplicacion
D1 = Acaricida 5%
D2 = Extracto 5%
D3 = Extracto 10%
D4 = Extracto 20%

Los tratamientos constituyen la combinacion de los factores en estudio:

N° SIMBOLO TRATAMIENTO
1 T: D1 24 horas con acaricida al 5%
2 T. D2 24 horas con extracto al 5%

3 T:Ds 24 horas con extracto al 10%
4 Ty Da 24 horas con extracto de 20 %
5 T, D1 48 horas con acaricida al 5%
6 T.D; 48 horas con extracto al 5%
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T2 D3 48 horas con extracto al 10%

T2 Da 48 horas con extracto de 20 %
9 Ts D: 72 horas con acaricida al 5%
10 Ts D; 72 horas con extracto al 5%
11 Ts: D3 72 horas con extracto al 10%
12 T3 Da 72 horas con extracto de 20 %
13 Ta D1 96 horas con acaricida al 5%
14 T4 D2 96 horas con extracto al 5%
15 Ta D3 96 horas con extracto al 10%
16 TaDa 96 horas con extracto de 20 %

Tabla 4. Tratamientos de control con extractos
Elaborado: Paredes, 2017

4.6. DISENO EXPERIMENTAL

Los resultados de duracion de ciclo bioldgico, longevidad, fecundidad de O. coffeae
conseguidos fueron procesados mediante un disefio completamente al azar contabilizando

individuos obtenidos de cada unidad experimental.
El ensayo fue conducido en un disefio experimental completamente al azar con un arreglo
de tratamientos en parcelas divididas, siendo la parcela principal representada por el
tiempo de exposicion y la sub-parcela por las diferentes dosis de aplicacion con cuatro
repeticiones.
4.7. VARIABLES RESPUESTA

4.7.1. ldentificacién de las poblaciones de O. coffeae:
Se llevo la muestra bajo el aumento del microscopio estereoscépico, las hojas fueron

examinadas para seleccionar los acaros. Segun la clave taxondmica de Gutiérrez (1985) y

la especie fue determinada por comparacion con la morfologia del aedeago.
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4.7.2. Determinacion del ciclo de vida de O. coffeae en hojas de aliso y café:

La unidad de cria o arena consistio en una capsula de Petri (9 cm de diametro x 1,5 cm de
altura), dentro de la cual se ajusté una almohadilla circular de poliuretano de 1cm de
espesor. Seguidamente, se coloco una hoja sana de aliso y café con el haz hacia arriba
sobre la almohadilla y fijada con una banda de algodon humedecida de 1 cm de ancho,
con el fin de evitar el escape de los acaros y mantener la turgencia de la hoja. Se prepararon
10 arenas con dos discos de hoja de 4 cm en cada una y sobre cada disco se coloco cinco

hembras y dos machos de O. coffeae.

Figura 10. Arenas de hojas de aliso y café para observacion de ciclo biolégico de O.
coffeae
Elaborado: Paredes, 2017

Diariamente, las arenas fueron humedecidas dos veces con agua destilada. La toma de
datos fue dos veces al dia donde se registré el nimero de huevos depositados por arena.
Una vez obtenido un total de 60 huevos, los &caros, machos y hembras, fueron descartados
(Vésquez et al. 2014)

Figura 11. Huevos de O. coffeae en arenas
Elaborado: Paredes, 2017
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Cada 12 horas, cada una de las arenas fue observada bajo aumento del microscopio
estereoscopico para determinar el tiempo de incubacion de la fase de huevo. Una vez
emergidas las larvas, estas fueron individualizadas en arenas para determinar el tiempo de

desarrollo de las fases subsiguientes hasta la emergencia del adulto.

Figura 12. Tesista observando el ciclo en las arenas de O. coffeae
Elaborado: Paredes, 2017

4.7.3. Determinacion de la proporcion sexual de O. coffeae en hojas de aliso y café:

La proporcion sexual de la descendencia (PSD) del acaro fue medida con los datos
obtenidos durante el estudio de fecundidad. Se registro la progenie producida por hembra
en cada una de las arenas. Seguidamente, la descendencia fue separada por dimorfismo

sexual y la PSD se expresa en relacion hembra: macho.

Figura 13. Cria de acaros

Elaborado: Paredes, 2017.
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4.7.4. Determinacion del tiempo de preoviposicion, oviposicion, postoviposicion,
fecundidad y longevidad de O. coffeae:

Para el estudio de los periodos de preoviposicion, oviposicion y postoviposicion se colocd
una hembra y un macho recién emergidos en una arena preparada. EI macho fue colocado
junto a la hembra durante dos dias para promover la copula y después descartarlo. El

numero de arenas fue replicado 10 veces.

Diariamente, se registrd el nimero de huevos hembra-1 arena-1 durante su ciclo de vida.
La longevidad de la hembra fue graficada con relacién al nGmero de huevos puestos

diariamente para mostrar la relacion existente entre la fecundidad y la edad de la hembra.

4.7.5. Evaluacion de la mortalidad producida por diferentes dosis del extracto
etandlico de hojas de Aliso y Café, sobre hembras adultas de O. coffeae.

Las hojas maduras obtenidas de plantas de aliso y café usadas para la preparacion del
extracto crudo fueron colectadas de Pastaza y Tungurahua. Para la preparacion de los
extractos las hojas fueron secadas en estufa (40 °C durante 72 horas) y posteriormente
molidas con un mortero hasta obtener un polvo, se pesé la muestra vegetal himeda y la

muestra seca.
Los extractos organicos fueron preparados a partir del polvo de hoja, en etanol 96% (en

proporcion 1:5 p/v). Esta mezcla fue mantenida en maceracion durante 3 dias y finalmente

fue filtrada usando papel de filtro.

30



Figura 14. Extractos de aliso y café destilado con papel filtro en Erlenmeyer de 125ml
Elaborado: Paredes, 2017.

El solvente remanente de la solucion filtrada fue sometido a eliminacion en un Bafio Maria
a65°C. Las dosis finales fueron de 5, 10 y 20 % de la solucion original en agua destilada.
Los discos de hoja fueron expuestos por 20 segundos las respectivas dosis. Se hicieron 4
repeticiones de cada una con 5 acaros hembras en cada repeticion. Se uso el acaricida
OMITE al 5% de concentracién como control positivo.

L1

Figura 15. Hojas sumergidas 20 segundos para ensayo.
Elaborado: Paredes, 2017.

4.7.6. Determinacion la variabilidad genética de O. coffeae mediante marcadores
RAPD.

En la extraccion de ADN se utiliz6 el método descrito por Doyle y Doyle, (1990) con

modificaciones menores, consistentes en aumentar la cantidad de buffer de extraccion y
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usar isopropanol para la precipitacion. Se pulverizd la muestra de dcaros hembra en un
mortero y se coloco en un tubo para micro centrifuga, se le agregaron 800 pl de solucion

de extraccion recién preparado y se incub0 a 65°C en bafio Maria.

Se centrifug6 a 10,000 rpm durante 10 min, y se transfirid la fase acuosa (superior) a un
tubo nuevo. Inmediatamente se agregé un volumen igual de cloroformo—alcohol
isoamilico y se mezcld por inversiones suaves. Se volvié a centrifugar a 10,000 rpm por

10 min y se separd nuevamente la fase superior en un tubo nuevo.

Para la eliminacion de ARN se traté con ARNasa (10 mg/ml) incubando durante 30 min.
a 37°C. En seguida se agregaron 800 pl de isopropanol a -20°C, y se coloco una hora en
el congelador para precipitar el ADN. Para formar la pastilla de ADN, se centrifugd
nuevamente a 10,000 rpm por 10 min. Se tir el sobrenadante, se lavo la pastilla con 400
ul de solucion de lavado una y otra vez, con 400 ul de alcohol al 70%. Se dejé secar a

temperatura ambiente y se re suspendio en una cantidad 1:1 de solucion TE 1X.

Para la amplificacion de ADN se utiliz6 el método descrito por Véasquez et al. (2011), el
ADN se estim6 en 10 ng por métodos de comparacién y amplificado usando PCR,
siguiendo la metodologia sefialada por Osakabe et al. (2000), usando 2 ng de los
iniciadores OPA 01, OPA 03, OPB 10, OPB 13 (0,1mM) (Operon Technologies) con las
secuencias que se muestra en la tabla 1 en 1,5 pl de buffer (25 mM MgCI2, 50mM, KClI,
10mM Tris-HCI, pH 8,3), conteniendo desoxinucledtidos (dNTPs) (10mM), Taq
polimerasa (5u/pL), gelatina a 0,025 % y el ADN de la muestra.

La PCR fue realizada en un termociclador (Perkin EImer Gene Amp PCR System 2400),
bajo las siguientes condiciones: pre-desnaturalizacién a 93 °C por 1 min, seguido de 45
ciclos, de desnaturalizacion 92 °C 1 min, alineacion 36 °C por 1 min y acoplamiento 72
°C por 1 min, post acoplamiento 72 °C por 5 min y preservacion a 4 °C hasta su utilizacion.
La separacion del ADN amplificado de cada muestra se realiz6 mediante electroforesis en

geles de agarosa 1,5 %, con solucion TAE (Tris base 40 mM; acetato de sodio 5mM;
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EDTA 7,7 mM) (1X, pH 8). Se utilizé un marcador de 100 pb, y los geles fueron sometidos
a 80 volt/1,25 horas. Posteriormente, fueron tefiidos en Bromuro de etiidio (BrEth) 1 %.

Las bandas obtenidas fueron codificadas en una matriz binaria presencia ausencia.

[ it W=

Figura 16. Camara de electroforesis con gel de muestra de ADN de aliso y café.
Elaborado: Paredes, 2017

4.8. PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION

Los extractos tuvieron dosis de (5, 10, 20) % y un control que es el acaricida OMITE; con
parcelas divididas. La parcela principal fue la especie de planta Alnus acuminata y Coffea

arabica por la sub-parcela que es la dosis.

La utilizacion de marcadores moleculares ADN: se usaron entre 15 y 20 &caros hembras
por especie y localidad. Cada muestra de ADN se amplifico con cuatro iniciadores al azar.
Los datos se reportaron en relacion al porcentaje de polimorfismos del total de bandas

amplificadas.
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Ciclo bioldgico de Oligonychus coffeae criado en hojas de aliso y cafe

El ciclo bioldgico (huevo-adulto) de O. coffeae mostro diferencias por efecto del sustrato

de cria, siendo significativamente mas corto cuando fue criado sobre discos de hoja de

Coffea arabica (Tabla 5). Estas diferencias fueron principalmente debidas al efecto sobre

el tiempo de duracion de todas las fases de desarrollo del &caro, excepto en las fases de

protoninfa y deutocrisalida, en las cuales no se detectaron diferencias.

Huevo

Larva

Protocrisalida

Protoninfa

Deutocrisalida

Deutoninfa

Teliocrisalida

Total

Aliso
1440+152hb

(11,00 - 17,00)

4,15+0,68 b
(3,00 — 5,50)
2,97+ 0,56 b
(2,00 — 4,00)
3,27 +047 b
(2,50 — 4,00)
2,07+021b
(2,00 — 3,00)
3,02+053b
(2,00 — 4,00)
2,08+0,23b
(1,50 — 2,50)
41,70+ 1,45 b

(39,00 — 45,00)

Café

12,80 +1,51 a
(11,00 — 16,00)
3,22+0,48 a
(2,50 — 4,50)
2,23+0,47 a
(1,50 - 3,00)
3,13+0,41b
(2,50 - 4,00)
1,80+0,28b
(1,50 - 3,00)
3,70+ 0,45 a
(3,00 - 4,00)
1,87 +0,22 a
(1,50 - 2,00)
36,48+ 1,61a
(32,00 - 39,00)

Valores seguidos de la misma letra no mostraron diferencias significativas de acuerdo a prueba de medias segun Tukey (p< 0,001).

Los valores son presentados como el promedio proveniente de XX repeticiones seguidos de su desviacion estandar. Nimero entre

paréntesis representan los valores minimos y maximos de cada pardmetro

Tabla 5. Duracion en dias (xD.E.) del ciclo biolégico (huevo-adulto) de O.
coffeae criado en hojas de A. acuminata y C. arabica.
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De acuerdo con Beckerman et al. (2006), las variaciones en el tiempo de incubacion
podrian ser atribuibles a efectos ambientales de la madre, tales como edad de la madre,

densidad de cria y la disponibilidad como calidad del alimento donde fue criada.

De estos factores, solo la densidad de cria pudo haber ejercido algin efecto, puesto que
en este estudio todas las madres fueron colectadas aleatoriamente en la misma localidad y
planta hospedera por lo que estos factores no parecen explicar las variaciones observadas

en el tiempo de incubacién del huevo en ambas especies de plantas.

Con relacion a la duracion del ciclo bioldgico (huevo-adulto) de los acaros fitéfagos,
estudios previos han determinado que puede ser influenciado por varios factores,
incluyendo la planta hospedera, temperatura (Das et al. 2012). Sin embargo, existe poca
informacion disponible sobre el efecto de estos factores sobre la biologia de O. coffeae.
Podder et al. (2014) determinaron que O. coffeae alcanzé el estado adulto en 16,17 dias

cuando fue criado sobre hojas de té (NC) a 20°C y 65% de humedad relativa.

Aunque Srikumar et al. (2015) observaron que esta especie se desarroll6 en 18,03 dias
sobre hojas de aguacate (Persea americana) en la India. Aunque los autores no reportaron
la temperatura de estudio, se supone que sea bajo condiciones de clima templado puesto

que fue hecho a 1065 msnm.

Con relacion al efecto de la temperatura, Das et al. (2012) encontraron que el ciclo
bioldgico se prolonga de 8,06 hasta 18,79 cuando la temperatura disminuyé de 20 a 35 °C.
De manera similar, Haque et al. (2007) encontraron que el tiempo de desarrollo de O.
coffeae criado sobre hojas de Rosa damascaena vari6 desde 5,30 a 12,91 dias cuando la
temperatura disminuyd desde 30,28 a 19,8 °C. Similar a lo observado en el presente
estudio, la fase de deutoninfa no fue afectada por la temperatura en el estudio de Haque et
al. (2007).

De acuerdo a los resultados, posiblemente las caracteristicas morfoldgicas y/o quimicas
de las hojas de cafe pudieron haber favorecido el desarrollo de O. coffeae por lo que
pudiera producir mayor dafio econdmico sobre este cultivo. Skorupska (1998) y Nukenine

et al. (2002) indicaron la importancia de la morfologia foliar como elemento de resistencia
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al ataque de acaros. Por una parte, se reporté que la multiplicacién de ciertos acaros esta
significativamente influenciada por el grosor del parénquima esponjoso y en empalizada,
asi como por el grosor de la hoja y la pubescencia, siendo més atractivas como hospederas,
aquellas especies con mayor parénquima y menor pubescencia (Skorupska, 1998), como

es el caso de C. arabica.

Una observacion de las hojas de A. acuminata, indica la presencia de pubescencia en su
cara adaxial, donde se hospeda O. coffeae. Por otra parte, Nukenine et al. (2002),
reportaron que existe igualmente una correlacion negativa entre la longitud de los tricomas

y el dafio ocasionado por el acaro.

Esto se explica como la existencia de un impedimento mecanico al movimiento y a la
alimentacion. Adicionalmente a esto, como fue descrito en las caracteristicas morfologicas
de estas especies, la hoja de aliso es coriacea, lo cual representa un impedimento fisico de
resistencia al ataque de organismos patégenos.

Es bien conocido que las especies de betulaceas, entre las cuales se encuentra el aliso, son
ricas en metabolitos secundarios (Stout, 1988). Algunos autores han atribuido una alta
capacidad citotoxica a los compuestos aislados de las hojas en especies de Alnus, entre los
cuales merece destacar triterpenos y/o esteroles, flavonoides y taninos.
Igualmente, los extractos de hojas de café, se han caracterizado y muestran contenidos de

taninos y glucaésidos, con presencia de antraquinonas (Bangkok et al. 2012).

Melo et al. (2006) sugirieron que, en café, la resistencia al ataque de patégenos en general,
podria estar relacionada con el potencial oxidativo en el tejido de la hoja en relacion con
la composicion en fenoles mas que una actividad elevada del fenol oxidasa (PPO), de
manera contraria a lo que se ha sefialado en otras especies, donde se atribuyen los niveles
de resistencia de las plantas a insectos o patdgenos a los niveles de actividad PPO (Li y
Steffens, 2002; Shimizu, 2004).
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5.2. Periodos de pre-oviposicion, oviposicion, post-oviposicion y longevidad de O.
coffeae criado en hojas de A. acuminata y C. arabica

Tanto los periodos de pre-oviposicion, oviposicion y post-oviposicion, asi como la
longevidad de las hembras de O. coffeae vario por efecto del sustrato de cria (Tabla 6). En
plantas de aliso, los periodos de pre-oviposicidn, oviposicion y post-oviposicién fueron
de 1,50; 6,00 y 2,83 dias, mientras que la pre-oviposicién en hembras criadas en café fue
28,0% mayor, asi como el periodo de oviposicion y post-oviposicion fueron 23,67 y
23,32% menor.

Aliso Cafeé
Pre-oviposicion | 1,50+ 0,55 b 1,92+0,37hb
(1,00 - 2.50) (1,50 -2,50)
Oviposicién 6,00£0,45b 4,58 £0,38 a
(5,50 - 6,50) (4,00 - 5,00)
Post-oviposicién | 2,83 £0,26 b 2,17+0,52b
(2,50 - 3,00) (1,50 - 3,00)
Longevidad 10,33+£0,75b 8,67+103a
(9,00 - 11,00) (7,50 — 10,50)

Valores seguidos de la misma letra no mostraron diferencias significativas de acuerdo a prueba de medias segiin Tukey
(p< 0,001). Los valores son presentados como el promedio proveniente de repeticiones seguidos de su desviacion

estandar. Namero entre paréntesis representan los valores minimos y maximos de cada parametro.
Tabla 6 Tiempos promedios (xDE) de pre-oviposicion, oviposicion, post-oviposicion y

longevidad de hembras de O. coffeae criadas en hojas de A. acuminata y C. arabica
Elaborado: Paredes, 2017.

Con relacion a la longevidad, las hembras criadas sobre hojas de aliso vivieron 1,2 veces

mas que aquellas hembras criadas sobre hojas de café (Tabla 6).
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5.3. Tasa de oviposicion de O. coffeae criado en hojas de A. acuminata y C. arabica

La tasa de oviposicion en hembras de O. coffeae también fue afectada por el sustrato de
cria, siendo superior en hembras criadas en hojas de aliso donde en promedio colocé 5,32
+ 2,30 huevos/hembra/dia, para una oviposicion total de 31,3 huevos/hembra, mientras
que en café la tasa de oviposicion fue apenas de 1,31 +1,16 huevos/hembra/dia, lo cual
representd una oviposicion total de solo 7,83 huevos/hembra durante su tiempo de vida
(Fig. 10). En hojas de aliso, las hembras mostraron una tendencia a incrementar su tasa de

oviposicion hasta el dia 4, cuando alcanz6 7,83 huevos/hembra/dia.

Después del cuarto dia de oviposicion, el nimero de huevos puesto tendié a decrecer hasta
la muerte de las hembras. Contrariamente, las hembras criadas sobre hojas de café la
oviposicion alcanzaron su maximo nimero de huevos al tercer dia (2,83 huevos) y solo
ovipositd un dia mas. En una revision hecha por Roy et al. (2014), una hembra de O.
coffeae puede ovipositar entre 4 a 6 huevos/dia cuando es criada en hojas de té, sin

embargo, esto varia de acuerdo al clon usado, temperatura y humedad relativa

900 [
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Figura 17. Oviposicion de O. coffeae criado en hojas de aliso y café.
Elaborado: Paredes, 2017
Ademas, estos autores sefialan que en general, una hembra es capaz de colocar entre 40-
50 huevos, pero este numero es sustancialmente mayor (139 huevos) cuando la hembra es
criada bajo condiciones dptimas de temperatura (20-30 °C) y humedad relativa (> 49%).
De acuerdo con Tabashnik et al. (1981), las variaciones en la tasa de oviposicion de un
organismo pudieran ser parcialmente explicadas por el efecto tanto de la planta hospedera

como por la genética del herbivoro.

Sin embargo, estas variaciones han sido principalmente comprobadas entre poblaciones,
guedando aun sin explicar como la genética actua para explicar las variaciones intra-
poblacionales de la oviposicion (Thompson, 1988). Adicionalmente, bajo condiciones de
laboratorio con condiciones controladas de luz y oscuridad, la tasa de oviposicion de O.
coffeae se mantiene constante, mientras que en condiciones de alternabilidad la

oviposicion muestra mayor variacion (Roy et al. 2014).

5.4. Control de extractos de hojas de aliso y café a O. coffeae.

La actividad acaricida de los extractos etandlicos de hojas de aliso y de café, se observa
en la Tabla 6. Es bien conocido, que las especies de betulaceas, entre las cuales se
encuentra el aliso, son ricas en metabolitos secundarios (Stout, 1988). Algunos autores
han atribuido una alta capacidad citotoxica a los compuestos aislados de las hojas en
especies de Alnus, entre los cuales merece destacar triterpenos y/o esteroles, flavonoides

y taninos.

Igualmente, los extractos de hojas de café, se han caracterizado y muestran contenidos de
taninos y glucosidos, con presencia de antraquinonas (Bangkok et al.2012). Melo et al.
(2006) sugirieron que, en café la resistencia al ataque de patdgenos en general, podria estar
relacionada con el potencial oxidativo en el tejido de la hoja en relacion con la
composicion en fenoles mas que una actividad elevada del fenol oxidasa (PPO), de manera

contraria a lo que se ha sefialado en otras especies, donde se atribuyen los niveles de
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resistencia de las plantas a insectos o patdgenos a los niveles de actividad PPO (Mayer,
2006).

El efecto del extracto de aliso al 20% a las 72 horas, tiene un efecto casi del 100% en de
mortalidad de los &caros (4,75 &caros de un total de 5), incluso més alta que el efecto del
control. Es interesante observar como cuando se usan los extractos etandlicos de café
sobre los acaros hospedando aliso, parece haber un efecto inhibitorio mientras mayor es

la concentracion del extracto desde el primer dia de la medicion.

Muchos estudios se han realizado con biopesticidas en &caros Radhakrishnan y
Prabhakaran (2014); Roy et al. (2016), con resultados contrastantes de acuerdo a la especie
vegetal usada. La especie C. arabiga tiene un metabolismo bien conocido de sintesis de
cafeina y teobromina que, aunque estd marcadamente reducido en las hojas adultas,
siempre se mantiene en cantidades apreciables (Ashihara et al. 1996), se sabe que el
potencial oxidativo en el tejido de la hoja de esta especie, puede contribuir en gran medida
a su defensa contra el patégeno (Melo et al. 2006). Es facil inducir que este efecto puede

tener un valor umbral que se manifiesta a bajas concentraciones del extracto.

-Tratamientos Concentracion Mortalidad #
% 24 h 48h 72h 96h
Aliso sobre café | 5 2,25 2,75 4,00 5,00
10 2,00 2,50 3,25 4,50
20 2,75 3,75 4,75 5,00
Café sobrealiso | 5 225BCDE 3,25ABCD 450A 475 A
10 1,00 DE 1,75 CDE 400 ABC 5,00A
20 0,50 E 2,00 CDE 3,50 ABC 4,50 AB
Control | 5 %sobre aliso 0,75 E 2,00 CDE 450 AB 500 A
(Propargite al )
5% sobre café 2,50 3,25 4,25 4,75
CV.%

Valores en promedio de hembras muertas.

Tabla 7. Mortalidad de hembras de O. coffeae. Numero total de hembras por
repeticion cinco.
Elaborado: Paredes, 2017.
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5.5. Determinacion de la variabilidad genética de O. coffeae mediante marcadores
RAPD.

Aliso1l Aliso2 Cafeé

- . - 800 PB
700 PB
600PB
S00PB

OPA01

Figura 18. Electroforesis de muestras de ADN de O. coffeae hospedando en Aliso de
Querochaca (Al), Aliso de Pasa (A2), Café de Palora (C1), amplificadas con el iniciador
OPAO1, mediante la técnica RAPD-PCR.

Elaborado: Paredes, 2017

Aliso 1 Aliso 2 Cafe

700 PB
600 PB
400 PB

300 PB

Figura 16. Electroforesis de muestras de ADN de O. coffeae hospedando en Aliso de
Querochaca (Al), Aliso de Pasa (A2), Cafe de Palora (C1), amplificadas con el iniciador
OPB10, mediante la técnica RAPD-PCR
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Elaborado: Paredes, 2017

OPAO1 OPAO3

BANDA(pb)/MUESTRA Al A2 Cl C2 Al A2 Cl Cc2
800 Presente Presente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
700 Presente Ausente Ausente Ausente Presente Ausente Presente Presente
600 Presente Ausente Presente Presente Presente Presente Ausente Ausente
500 Ausente Ausente Ausente Ausente Presente Ausente Presente Presente
400 Presente Presente Presente Presente Presente Presente Ausente Ausente
300 Presente Presente Presente Presente Presente Ausente Presente Presentej
200 Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente

TOTAL DE BANDAS =112

PORCENTAJE DE BANDAS POLIMORFICAS = 10,71

Tabla 8. Bandas amplificadas (bp= pares de bases) por electroforesis de los productos de
RAPD-PCR obtenidos con los iniciadores OPAQ01, OPA03 ADN de O. coffeae hospedando
Aliso de Querochaca (Al), Aliso de Pasa (A2), Café de Palora (C1) y Café de Pastaza (C2).

Presente= banda amplificada; Ausente= Banda no amplificada
Elaborado: Paredes, 2017.

OPB10 OPB13
BANDA[pb)/ MUESTRA Al A2 C1 2 Al A2 C1 c2
200 Presente Presente Ausente  Awsente  Avsente Ausente Ausente Ausente
700 Presente Presente Presentz Presente Ausente  Ausente  Ausente  Ausente
B00 Presente Presente Presentz Presente Ausente  Ausente  Ausente  Ausente
S00 Presente Presente Ausente Ausente Presente Presente Presente Presente
400 Ausente Ausente Presentz Presente Presente Presente Presente Presente
300 Presente Presente Presentz Presente Presente Presente Presente Presente
200 Ausente  Ausente Ausente  Ausente  Ausente  Ausente Presente Presents

TOTALDE BANDAS =112
FORCENTAIE DE BANDAS POLIMORFICAS =

0,71

Tabla 9. Bandas amplificadas (bp= pares de bases) por electroforesis de los productos de
RAPD-PCR obtenidos con los iniciadores OPB10 y OPB13 ADN de O. coffeae hospedando
Aliso de Querochaca (Al), Aliso de Pasa (A2), Café de Palora (C1) y Café de Pastaza (C2).

Presente= banda amplificada; Ausente= Banda no amplificada.
Elaborado: Paredes, 2017.

La tabla 8 y 9 muestra el total de las bandas amplificadas con el uso de los cuatro

iniciadores seleccionados.

Se contabilizaron un total de 112 bandas entre todos los

iniciadores y los materiales vegetales usados, de los cuales un 10, 71% resultd

polimorfico, es decir, amplificaron diferencialmente para las distintas especies

procedentes de las distintas localidades. Estos resultados se pueden observar graficamente

en las figuras 15 y 16. En la figura 15 esta representado el resultado obtenido con el
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iniciador OPAO1 (CAGGCCCTTC), apreciandose claramente la amplificacion de cuatro
bandas entre 800 y 500 pb, de las cuales, la de 700pb solo esta presente en aliso, mientras
que la de 500pb solo se observa en la muestra de café. Por otro lado, en la figura 16, los
productos de la amplificacion con el iniciador OPB10 (CTGCTGGGAC), también
resultaron ser polimorficos, entre las dos especies vegetales, siendo méas obvio el nivel de
heterocigosidad de la poblacion de acaros presentes en las hojas del aliso procedente de

Pasa.

La técnica de RAPD-PCR ha sido usada muy ampliamente desde 1990 (Williams et al.
1990). Esta técnica utiliza marcadores no especificos, que la hace muy util cuando existe
poca informacién molecularr de los individuos a estudiar, particularmente en la inferencia
de la variabilidad genética en poblaciones (Rodriguez et al. 2004, Velayutaan et al. 2012;
Zhao y Wu, 2012). En Panonychus citri, se reportd que los iniciadores OPA01 y OPB10,
asi como el OPB12 produjeron bandas que denominaron diagndsticas, y que
posteriormente se usaron para disefiar unos iniciadores micro-satélites mas especificos

con los cuales se caracterizaron poblaciones del acaro en Japén (Okasabe et al.2000).

Bowman y Hoy (2012) estudiaron las diferencias moleculares entre las poblaciones de
Raoellia indica presentes en la isla de Mauritania (Africa) y el Sur de la Florida (USA)
usando RAPD-PCR concluyendo que existen diferencias genéticas entre las poblaciones,
pero sin ser concluyente el resultado en cuanto a una posible diferencia a nivel de especie.
Otros autores (Matsuda et al. 2014) sefialaron que los estudios moleculares en algunos
géneros de Tetranychinae son contradictorios con los estudios morfologicos, sugiriendo

que los caracteres morfoldgicos deben ser reconsiderados.

Guzman, et al (2017), indicaron que diferentes especies de Oligonychus (O. persea y O.
punicae) muestran una afinidad muy especifica por su planta hospedera, a lo cual han
llamado DIFERENCIACION ASOCIADA AL HUESPED (Host Associated
Differentiation HAD en inglés), lo que podria llevar al desarrollo de linajes diferentes de
fitéfagos, asociados con una especie vegetal en particular, esto Gltimo se asocia con

nuestros resultados, al observarse una consistencia en las bandas amplificadas en las
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poblaciones de O. coffeae que hospedan al aliso y que contrastan con las bandas de los

acaros de la misma especie en el cultivo del café.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES, BIBLIOGRAFIA Y ANEXOS

6.1. CONCLUSIONES

El ciclo bioldgico (huevo-adulto) de O. coffeae mostro diferencias por efecto del sustrato
de cria, siendo significativamente mas corto cuando fue criado sobre discos de hoja de
café Coffea arabica.

La longevidad, las hembras criadas sobre hojas de aliso vivieron 1,2 veces mas que

aquellas hembras criadas sobre hojas de café.

La tasa de oviposicion en hembras de O. coffeae también fue afectada por el sustrato de
cria, siendo superior en hembras criadas en hojas de aliso donde en promedio colocé 5,32
+ 2,30 huevos/hembra/dia, para una oviposicion total de 31,3 huevos/hembra, mientras
que en café la tasa de oviposicion fue apenas de 1,31 £1,16 huevos/hembra/dia.

Se evalud que los extractos las especies de betulaceas, entre las cuales se encuentra el
aliso, son ricas en metabolitos secundarios han atribuido una alta capacidad citotdxica a
los compuestos aislados de las hojas en especies de Alnus, entre los cuales merece destacar

triterpenos y/o esteroles, flavonoides y taninos.

Se determind que existe una variabilidad genética de O. coffeae es decir se amplificaron
diferencialmente para las distintas especies procedentes de las distintas localidades
mediante marcadores RAPD, iniciador OPAOl1 (CAGGCCCTTC) apreciandose
claramente la amplificacion de cuatro bandas entre 800 y 500 pb, de las cuales, la de 700pb
solo esta presente en aliso, mientras que la de 500pb solo se observa en la muestra de café.
Por otro lado, en la figura 16, los productos de la amplificacion con el iniciador OPB10

(CTGCTGGGAC), también resultaron ser polimorficos, entre las dos especies vegetales.
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6.3. ANEXOS
6.3.1. Ciclo bioldgico
Café= Cultivo 1
Aliso = Cultivo 2

ANAVAR

Statistix 9.0
8:19:14

Completely Randomized AOV for DC

Source DF Ss MS
Cultivo 1 0.10417 0.10417
Error 58 3.60833 0.06221
Total 59 3.71250

Grand Mean 2.0250 Cv 12.32

Homogeneity of Variances F
Levene's Test 0.38
O'Brien's Test 0.36

Brown and Forsythe Test 0.68

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
Cultivo 1.0 1.67 0.2011
Error 54.8

09/11/2017,

F P

1.67 0.2008
P
0.5411
0.5482
0.4137

Component of variance for between groups 1.398E-03

Effective cell size

Cultivo Mean

1 1.9833

30.0
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2 2.0667
Observations per Mean 30
Standard Error of a Mean 0.0455
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0644

Completely Randomized AOV for DN

Source DF SS MS F
Cultivo 1 7.0042 7.00417 28.93
Error 58 14.0417 0.24210

Total 59 21.0458

Grand Mean 3.3583 CV 14.65

Homogeneity of Variances F

Levene's Test 0.95 0.3338
O'Brien's Test 0.92 0.3423
Brown and Forsythe Test 0.02 0.8829

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
Cultivo 1.0 28.93 0.0000
Error 56.3

Component of variance for between groups

Effective cell size

Cultivo Mean

1 3.7000

2 3.0167
Observations per Mean 30
Standard Error of a Mean 0.0898

Std Error (Diff of 2 Means) 0.1270

Completely Randomized AOV for H

Source DF SS MS F
Cultivo 1 38.400 38.4000 16.75
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Error 58 133.000 2.2931

Total 59 171.400

Grand Mean 13.600 Cv 11.13
Homogeneity of Variances F
Levene's Test 0.00
O'Brien's Test 0.00
Brown and Forsythe Test 0.19

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
Cultivo 1.0 16.75 0.0001
Error 58.0

0.9840
0.9843
0.6637

Component of variance for between groups

Effective cell size

Cultivo Mean

1 12.800

2 14.400
Observations per Mean 30
Standard Error of a Mean 0.2765

Std Error (Diff of 2 Means) 0.3910

Completely Randomized AOV for L

Source DF SS MS
Cultivo 1 13.0667 13.0667
Error 58 20.4167 0.3520
Total 59 33.4833

Grand Mean 3.6833 Cv 16.11
Homogeneity of Variances F
Levene's Test 3.73
O'Brien's Test 3.60
Brown and Forsythe Test 1.94

F
37.12

P
0.0583
0.0627
0.1694
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Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
Cultivo 1.0 37.12 0.0000
Error 52.3

Component of variance for between groups

Effective cell size

Cultivo Mean

1 3.2167

2 4.1500
Observations per Mean 30
Standard Error of a Mean 0.1083

Std Error (Diff of 2 Means) 0.1532

Completely Randomized AOV for PC

Source DF SS MS F
Cultivo 1 8.0667 8.06667 30.51
Error 58 15.3333 0.26437

Total 59 23.4000

Grand Mean 2.6000 Cv 19.78

Homogeneity of Variances F

Levene's Test 0.98 0.3260
O'Brien's Test 0.95 0.3345
Brown and Forsythe Test 0.38 0.5418

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
Cultivo 1.0 30.51 0.0000
Error 56.4

Component of variance for between groups

Effective cell size
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Cultivo Mean

1 2.2333

2 2.9667
Observations per Mean 30
Standard Error of a Mean 0.0939

Std Error (Diff of 2 Means) 0.1328

Completely Randomized AOV for PN

Source DF SS MS F
Cultivo 1 0.2667 0.26667 1.36
Error 58 11.3333 0.19540

Total 59 11.6000

Grand Mean 3.2000 Cv 13.81

Homogeneity of Variances F

Levene's Test 0.51 0.4795
O'Brien's Test 0.49 0.4872
Brown and Forsythe Test 0.86 0.3572

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
Cultivo 1.0 1.36 0.2476
Error 57.1

P
0.2475

Component of variance for between groups 2.375E-03

Effective cell size

Cultivo Mean

1 3.1333

2 3.2667
Observations per Mean 30
Standard Error of a Mean 0.0807

Std Error (Diff of 2 Means) 0.1141

Completely Randomized AOV for TC
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Source DF SS MS F
Cultivo 1 0.70417 0.70417 13.58
Error 58 3.00833 0.05187
Total 59 3.71250
Grand Mean 1.9750 Cv 11.53
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 0.02 0.8931
O'Brien's Test 0.02 0.8949
Brown and Forsythe Test 0.09 0.7703
Welch's Test for Mean Differences
Source DF F P
Cultivo 1.0 13.58 0.0005
Error 58.0
Component of variance for between groups
Effective cell size
Cultivo Mean

1 1.8667

2 2.0833
Observations per Mean 30
Standard Error of a Mean 0.04106
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0588
Completely Randomized AOV for Total
Source DF SS MS F
Cultivo 1 408.204 408.204 174.03
Error 58 136.042 2.346
Total 59 544 .246
Grand Mean 39.092 CVv 3.92
Homogeneity of Variances F
Levene's Test 0.32 0.5721
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O'Brien's Test 0.31

Brown and Forsythe Test 0.20

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
Cultivo 1.0 174.03 0.0000
Error 57.4

0.5788
0.6532

Component of variance for between groups

Effective cell size

Cultivo Mean

1 36.483

2 41.700
Observations per Mean 30
Standard Error of a Mean 0.2796

Std Error (Diff of 2 Means) 0.3954

Completely Randomized AOV for A

Source DF SS MS
Cultivo 1 67.204 67.2042
Error 58 75.842 1.3076
Total 59 143.046

Grand Mean 8.6917 CVv 13.16
Homogeneity of Variances F
Levene's Test 0.39
O'Brien's Test 0.37
Brown and Forsythe Test 0.08

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
Cultivo 1.0 51.39 0.0000
Error 57.5

Component of variance for between

F
51.39

0.5372
0.5443
0.7771

groups
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Effective cell size

Cultivo Mean

1 7.6333

2 9.7500
Observations per Mean 30
Standard Error of a Mean 0.2088

Std Error (Diff of 2 Means) 0.2953

6.3.2. Longevidad
Aliso= Cultivo 1
Cafe = Cultivo 2

ANAVA

Completely Randomized AOV for Longevida

Source DF SS MS F
Cultivo 1 8.3333 8.33333 10.20
Error 10 8.1667 0.81667

Total 11 16.5000

Grand Mean 9.5000 Cv 9.51

Homogeneity of Variances F

Levene's Test 0.48 0.5042
O'Brien's Test 0.38 0.5518
Brown and Forsythe Test 0.19 0.6703

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
Cultivo 1.0 10.20 0.0107
Error 9.1

Component of variance for between groups

Effective cell size
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Cultivo Mean

1 10.333

2 8.667
Observations per Mean 6
Standard Error of a Mean 0.3689

Std Error (Diff of 2 Means) 0.5217

Completely Randomized AOV for Oviposici

Source DF SS MS F
Cultivo 1 6.02083 6.02083 35.24
Error 10 1.70833 0.17083

Total 11 7.72917

Grand Mean 5.2917 Cv 7.81

Homogeneity of Variances F

Levene's Test 0.40 0.5398
O'Brien's Test 0.32 0.5850
Brown and Forsythe Test 0.29 0.5995

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
Cultivo 1.0 35.24 0.0002
Error 9.7

Component of variance for between groups

Effective cell size

Cultivo Mean

1 6.0000

2 4.5833
Observations per Mean 6
Standard Error of a Mean 0.1687

Std Error (Diff of 2 Means) 0.2386

Completely Randomized AOV for Postovipo
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Source DF Ss MsS
Cultivo 1 1.33333 1.33333
Error 10 1.66667 0.16667
Total 11 3.00000

Grand Mean 2.5000 CVv 16.33
Homogeneity of Variances F
Levene's Test 2.05
O'Brien's Test 1.62
Brown and Forsythe Test 0.71

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
Cultivo 1.0 8.00 0.0242
Error 7.4

F
8.00

0.1832
0.2324
0.4178

Component of variance for between groups

Effective cell size

Cultivo Mean

1 2.8333

2 2.1667
Observations per Mean 6
Standard Error of a Mean 0.1667
Std Error (Diff of 2 Means) 0.2357

Completely Randomized AOV for Preovipos

Source DF Ss MS
Cultivo 1 0.52083 0.52083
Error 10 2.20833 0.22083
Total 11 2.72917

Grand Mean 1.7083 Cv 27.51
Homogeneity of Variances F

F
2.36
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Levene's Test 0.62 0.4494
O'Brien's Test 0.49 0.5000
Brown and Forsythe Test 0.17 0.6867

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
Cultivo 1.0 2.36 0.1595
Error 8.9

Component of variance for between groups 0.05000
Effective cell size 6.0
Cultivo Mean
1 1.5000
2 1.9167

Observations per Mean 6
Standard Error of a Mean 0.1918
Std Error (Diff of 2 Means) 0.2713
6.3.3. Control

e Aliso
Analysis of Variance Table for Muertos
Source DF SS MS F
rep 3 1.7969 0.5990
Trat 3 8.2969 2.7656 3.68
Error rep*Trat 9 6.7656 0.7517
Tiempo 3 55.5469 18.5156 43.89
Trat*Tiempo 9 2.0156 0.2240 0.53
Error rep*Trat*Tiempo 36 15.1875 0.4219
Total 63 89.6094
Grand Mean 3.5781

CV (rep*Trat) 24.23

CV (rep*Trat*Tiempo) 18.15
Analysis of Variance Table for Porc
Source DF SSs MS F
rep 3 718.7 239.58
Trat 3 3318.7 1106.25 3.68
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Error rep*Trat 9 2706.2
Tiempo 3 22218.7
Trat*Tiempo 9 806.3
Error rep*Trat*Tiempo 36 6075.0
Total 63 35843.7

Grand Mean 71.563
CV (rep*Trat) 24.23
CV (rep*Trat*Tiempo) 18.15

Analysis of Variance Table for Vivos

Source DF Ss
rep 3 1.7969
Trat 3 8.2969
Error rep*Trat 9 6.7656
Tiempo 3 55.5469
Trat*Tiempo 9 2.0156
Error rep*Trat*Tiempo 36 15.1875
Total 63 89.6094

Grand Mean 1.4219
CV (rep*Trat) 60.98
CV (rep*Trat*Tiempo) 45.68

e Café

Analysis of Variance Table for Muertos

Source DF SS
rep 3 12.047
Trat 3 9.547
Error rep*Trat 9 4.266
Tiempo 3 137.672
Trat*Tiempo 9 6.641
Error rep*Trat*Tiempo 36 22.438
Total 63 192.609

Grand Mean 3.0781
CV (rep*Trat) 22.37
CV (rep*Trat*Tiempo) 25.65

Analysis of Variance Table for Porc

Source DF SS
rep 3 4818.7
Trat 3 3818.8
Error rep*Trat 9 1706.3
Tiempo 3 55068.7
Trat*Tiempo 9 2656.3
Error rep*Trat*Tiempo 36 8975.0
Total 63 77043.7

Grand Mean 61.563
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CV (rep*Trat) 22.37
CV (rep*Trat*Tiempo)

25.65

Analysis of Variance Table for Vivos

Source

rep

Trat

Error rep*Trat

Tiempo

Trat*Tiempo

Error rep*Trat*Tiempo
Total

Grand Mean 1.9219
CV (rep*Trat) 35.82
CV (rep*Trat*Tiempo)

DF

3
3
9
3
9
6
3

3
6

41.08

12.

137.

22.
192.

SS
047

.547
.266

672

.641
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609
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CAPITULO VII

PROPUESTA
TITULO
Ciclo bioldgico del O. coffeae en diferentes pisos altitudinales y utilizacién de bio-

extractos para su control.

7.1. DATOS INFORMATIVOS

Se localizara en la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de

Ambato, conjuntamente con la asesoria técnica de ingenieros agronomos y bi6logos.

7.2. ANTECEDENTES DE LA PROPUESTA

De acuerdo a los registros del ciclo biologico de la plaga del acaro se ah determino que es
importante un estudio previo de su durabilidad y determinar en qué etapa es mas
vulnerable para la aplicacion de extractos rentables obtenidos de las plantas hospederas,

siendo la via mas econdmica y sustentable.

7.3. JUSTIFICACION

Con los estudios de ciclo de vida se determina de fragilidad de la plaga y determinar un
controlador de &caros ecoldgico para la aplicacién en los estadios primeros, con esto se
pretende disminuir la recesividad de la plaga a insecticidas quimicos creando conciencia
en la repercusion de los mismos en la salud. Fomentando un control bildgico en el cual
los beneficiados sean el productor disminuyendo la compra de acaricidas y por ende
reduccidon en costos de produccion, promoviendo un cuidado a la naturaleza y por ende un

equilibrio ecologico.
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7.4. OBJETIVOS

e Estudiar la adaptabilidad de Oligonychus coffeae en diferentes cultivares de la

sierra ecuatoriana.

7.5. ANALISIS DE FACTIBILIDAD

Con la aplicacion de esta propuesta se podré disminuir poblaciones de &caros en todos
sus estados bilégicos, conservando las caracteristicas de la planta hospedera y
determinar su potencial dafo, sin afectar a los ecosistemas. Permitiendo un estudio

mas completo y puntual sobre el &caro.

7.6.FUNDAMENTACION

Para poder utilizar distintos tipos de controles se necesita un estudio previo de la plaga
los andlisis de vida conjuntamente con los genéticos y controles bioldgicos nos permite
un estudio completo. Utilizando marcadores especificos para detectar cambios

poblacionales y resistencia al uso de acaricidas.

7.7. METODOLOGIA, MODELO OPERATIVO

e Observacién de incidencia de acaros en los cultivos de la serrania ecuatoriana
Visualizar la presencia de acaros en el haz de las hojas con sintomas de ataques

tetraniquidos. Los signos visibles se manifiestan en la nervadura principal de hojas

maduras con coloracidn de color café y presencias de telarafias alrededor.
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e Estudio del ciclo de vida.
Se determina diariamente el cambio de estado de la plaga.
e Extraccion de ADN y aplicacion de marcadores moleculares

Se toma la muestra y se extrae el ADN con un protocolo probado y se concibe

variaciones en las bandas.

7.8. ADMINISTRACION

Se trabajara con los productores e investigadores de cada uno de los sectores.
Conjuntamente con la supervision y asistencia técnica de profesionales de la

Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato.
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