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RESUMEN

El uso de hongos entomopatogenos es una herramienta clave para el control biolégico del
gorgojo de los Andes. La contribucidon de este méetodo en el programa de manejo integrado
de esta plaga es de vital importancia para los productores de papa, ya que les permite
incrementar su produccion. Por esta razon este proyecto se enfoco en evaluar la actividad
bioldgica de cepas de hongos entomopatdgenos (HEP) sobre el “gorgojo de los Andes”.
Las colectas del complejo gorgojo de los Andes y las cepas de HEP aislados fueron
caracterizadas inicialmente a nivel morfoldgico y confirmado con un analisis molecular.
Luego se realiz un test de patogenicidad mediante un Disefio Completamente al Azar
(DCA) con ocho tratamientos y cinco repeticiones. Los tratamientos corresponden a 7
cepas de hongos entomopatdgenos y aplicacion con agua destilada como testigo. Los
resultados del andlisis morfologico y molecular nos permitio6 identificar una sola especie
del complejo gorgojo de los Andes correspondiente a “Premnotrypes vorax 'y siete cepas
de hongos entomopatdgenos: cinco para Beauveria bassiana (AS1B, AS4A, AS3C y
AS4B) y dos para el género Metarhizium sp. (AS5A y ASHB). Para el test de
patogenicidad lo mejores tratamientos fueron T6 (AS5A), T7 (AS4B) y T8 (AS5B) con la
mayor mortalidad de adultos debido a que las cepas fueron aisladas de cadaveres de
insectos silvestres y de larvas de “P. vorax”. Los tratamientos T3 (AS3C), T4 (AS4A) y
T5 (AS1B) presentaron un nivel de patogenicidad medio y el tratamiento T2 (AS2) fue el
que presentd el nivel de patogenicidad mas bajo, ya que las cepas fueron aislada de
muestras de suelo. Este estudio confirmo el nivel de patogenicidad de las cepas de
Beauveria bassiana (AS4B), Metarhizium sp. (AS5A) y Metarhizium sp., (AS5B) para
el control de P. vorax bajo condiciones de laboratorio, y la eficacia del uso de las técnicas

moleculares.

Palabras claves: Actividad bioldgica, hongos entomopatdgenos, patogenicidad, gorgojo

de los Andes
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ABSTRACT

The use of entomopathogenic fungi is a key tool for the biological control of the Andean
weevil. The contribution of this method in the program of integrated management of this
pest is of vital importance for potato producers, since it allows them to increase their
production. For this reason the project focused on evaluating the biological activity of
entomopathogenic fungi strains (HEP) on the Andean potato weevil. The collections of
the Andean weevil complex and the isolated HEP strains were initially characterized at a
morphological level and confirmed by a molecular analysis. Then a pathogenicity test
was carried out using a Completely Randomized Design (DCA) with eight treatments and
five repetitions. The treatments correspond to 7 strains of entomopathogenic fungi and
application with distilled water as a control. The results of the morphological and
molecular analysis allowed us to identify a single species of the Andean weevil complex
corresponding to "Premnotrypes vorax™ and seven strains of entomopathogenic fungi:
five for Beauveria bassiana (AS1B, AS4A, AS3C and AS4B) and two for the genus
Metarhizium sp. (AS5A and AS5B). For the pathogenicity test, the best treatments were
T6 (AS5A), T7 (AS4B) and T8 (AS5B) with the highest adult mortality because the
strains were isolated from the carcasses of wild insects and larvae of "P. vorax ". The
treatments T3 (AS3C), T4 (AS4A) and T5 (AS1B) presented a mean pathogenicity level
and treatment T2 (AS2) was the one with the lowest level of pathogenicity, since the
strains were isolated from soil samples. This study confirmed the level of pathogenicity
of the strains of Beauveria bassiana (AS4B), Metarhizium sp. (AS5A y AS5B) for the
control of P. vorax under laboratory conditions, and the efficacy the use of molecular
techniques.

Key words: Biological activity, entomopathogenic fungi, pathogenicity, weevil of the
Andes
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. INTRODUCCION

En las dos ultimas décadas de 1997 al 2016, la produccion de papa crecid rapidamente
a una tasa de 3.4% anual llegando a obtener en el 2015 una produccién histérica
récord de 4,715.9 mil toneladas (Ministerio de Agricultura y Riego [MINAGRI],
2017) y para el 2018 la produccion de papa registro un crecimiento de 3.7%. Las &reas
de sembrio de papa se encuentran en los departamentos de Ancash (79.2%), Puno
(73.7%), Tacna (51.2%), Moquegua (33.8%), Apurimac (32.2%), Cajamarca
(17.2%), La Libertad (7.2%) y Huanuco (7.1%); en conjunto consolidaron el 61.8%
de la produccion nacional. Mientras que los departamentos en los que descendio el
crecimiento fueron Ica (-53.2%) y Amazonas (-38.9%). (MINAGRI, 2018).

Actualmente, muchos estudios nos han permitido identificar mas de un centenar de
plagas que afectan a los cultivares de papa; sin embargo, solo algunos generan serios
dafios a los tubérculos, tal es el caso del complejo gorgojo de los Andes (Panchi et al.,
2011). Esta plaga no tiene controladores bioldgicos eficientes para mantenerlo bajo el
umbral de dafio economico (Cisneros, 2010) y ademas no se distribuye
uniformemente a lo largo de las montafias andinas, encontrandose focalizado solo en
Per( y Bolivia (Alcazar y Cisneros, 1999). Dentro del complejo gorgojo de los Andes,
existe 1 especie para el género Rhigopsidius, 1 para Phyrdenus y 12 para el género
Premnotrypes. Este ultimo género se encuentra distribuido en Per con 10 especies
siendo todas plagas que afectan los cultivos de papas ubicados comdnmente entre los
2,800y 4,700 m (Alcézar y Cisneros, 1999).

Los tubérculos dafiados por larvas implica una pérdida econémica mientras que el
dafio causado por los adultos implica una pérdida del area foliar que trae como
consecuencia una pérdida de rendimiento (Garcia et al., 2006). Cuando las
poblaciones son muy abundantes los adultos llegan a comer hasta la nervadura central
generando un 63% de dafios foliar (Alcazar, 2002). En el caso de P. suturicallus
puede consumir 68 mm? de area foliar en 24 horas, siendo las hembras las que
consumen el doble de lo que consume el macho e incluso pueden dafiar estolones,

tubérculos en formacion y la base del tallo de la planta (Alcazar, 2002).
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En general el "Gorgojo de los Andes™ constituye el principal problema en el cultivo
de papa para la zona andina, los dafios promedio oscila entre 30 y 50%, llegando en
algunos casos a 100% en parcelas de pequefia extension (Alcazar y Cisneros, 1997).
P. suturicallus y P. vorax son especies que han generado el mayor impacto econémico
en los cultivos de papa en Per(. La distribucion de estas especies se encuentra
restringidas geograficamente: P. vorax en Cajamarca, P. suturicallus en Huancayo, y
P. latithorax en Cusco (Alcazar, 1997).

Con el fin de disminuir los dafios de estos gorgojos, muchas investigaciones se han
orientado al estudio de la dindmica poblacional, el uso barreras vegetales y las
practicas culturales para implementar y validar el Manejo Integrado de Plagas (MIP)
(Espitia, 2010; Alarcén et al. 2011). La medida mas utilizada ha sido el uso de
plaguicidas quimicos, los cuales no son eficaces, por el contrario incrementan los
costos de produccion (Espitia, 2010). Ademas son aplicados sin tener en cuenta un
monitoreo adecuado que genere umbrales de afectacion econdmica, y solo se tiene el
criterio de proteger la cosecha contra el eventual ataque de la plaga, esta situacion ha
originado contaminacion ambiental, surgimiento de plagas secundarias y efectos

nocivos para la salud de agricultores y consumidores (Yanggen et al., 2003).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el empleo de agentes bioldgicos, como los
hongos entomopatdgenos han resultado ser los méas eficaces (Garcia et al., 2006;
Villamil et al., 2014; Villamil et al., 2016). Entre los géneros de estos
entomopatdgenos mas conocidos destacan Paecilomyces, Hirsutela, Beauveria y
Metarhizium (France et al., 1999).

Bajo este panorama surge la necesidad de buscar alternativas mas eficaces y
amigables con el medio ambiente para el control de esta plaga, mediante la
identificacion y uso de hongos entomopatdgenos altamente patogénicos, una
herramienta que podria servir para disefiar estrategias de manejo y control de estos
gorgojos a través del conocimiento del nivel de patogenicidad de estos
microorganismos sobre la mortalidad de adultos de gorgojo de los Andes que vienen

afectando directamente la productividad de papa en la region Amazonas.
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Il. OBJETIVOS
2.1. Objetivo general

Evaluar la actividad bioldgica de hongos entomopatdgenos sobre gorgojo
de los Andes (Coleoptera: Curculionidae) bajo condiciones de

laboratorio.

2.2. Objetivos especificos

e Caracterizar molecularmente las especies de gorgojos de los Andes
asociados a los cultivos de papa.

e Caracterizar molecularmente aislamientos de hongos
entomopatogenos.

e Determinar el nivel de patogenicidad de los hongos entomopatdgenos

sobre adultos de gorgojo de los Andes.
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3.1. Lugar de ejecucion

El presente trabajo de investigacion se realizd en cuatro etapas. La primera fue el

aislamiento mediante una georreferenciacion y aislamiento de cepas de hongos

. MATERIALES Y METODOS

entomopatdgenos nativos como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Datos geogréficos de aislamiento de hongos entomopatégenos

. ) Altitud Coordenadas

Lugar de aislamiento

(m.s.n.m) Latitud Longitud
Granada 3027 06° 06°04.20" 77°31.69°0"
Quinjalca 3130 06° 05°30.4" 77°40°30.4"
Pengote 2 523 06° 32'58.1" 77°48°52.4"
Cueyqueta 2 557 06° 31°33.0" 77°48°50.2"
Jalca Grande M01 2523 06° 29°10.7" 77°48'54.3"
Jalca Grande M02 2901 06° 28.82°0" 77°48.40°0"
Jalca Grande MO03 2 904 06° 29.43°0" 77°48.22°0"

Fuente: Elaboracion propia, 2019

Asimismo se realizo la identificacion, georreferenciacion y coleccion de muestras

de complejo gorgojo de los Andes.

Tabla 2. Datos geogréaficos de coleccién de gorgojo de los Andes

Altitud Coordenadas
Lugar de colecta - ;

(m.s.n.m) Latitud Longitud
Pengote 2523 06° 32'58.1" 77°48°52.4"
Cueyqueta 2 557 06° 31°33.0" 77°48°50.2"
Jalca Grande 01 2523 06° 29°10.7" 77°48°54.3"
Jalca Grande M02 2901 06° 28°81" 77° 48 40"
Jalca Grande MO03 2 904 06° 29°42" 77° 48°219"

Fuente: Elaboracion propia, 2019
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La segunda etapa fue la crianza masiva de G.A y cultivo de HEP. Posteriormente
una tercera etapa fue el analisis morfolégico y molecular de las cepas de los HEP
y del G.A. El proceso que se desarrollé en el laboratorio de Fisiologia Molecular
de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas. Y por
ultimo, la cuarta etapa fue el desarrollo del test de patogenicidad desarrollado en

el laboratorio de Entomologia y Fitopatologia (Figura 3).

CAMPUS UNIVERSITARIO LABORATORIO DE
DE LA UNTRM FITOPATOLOGIAY
ENTOMOLOGIA

REPUBLICA
DEL PERU

DEPARTAMENTO
DE AMAZONAS

Figura 3. Test de patogenicidad de hongos entomopatogenos sobre gorgojo de los
Andes
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3.2.Materiales
Material bioldgico
- Especimenes de gorgojo de los Andes (en estado adulto)
- Cepas de hongos entomopatogenos

- Tubérculos de papa variedad “Unica”

Materiales de campo

- Cuaderno de registros

- Boligrafo

- Pinzas entomoldgicas

- Cinta métrica

- Bolsas plasticas

- Cinta adhesiva

- Vasos descartables

- Cuchillo

- Ligas

- Malla tull

- Cémara fotogréafica digital
Materiales de oficina

- Laptop

- Papel bond A-4

- Material bibliografico
Materiales de laboratorio

- Pinzas entomologicas

- La&minas porta objetos

- La&minas cubre objetos

- Alfileres entomolégicos

- Vasos de precipitado de 20, 50 y 100 mL.
- Placas de Petri.

- Mechero de Bunsen

- Probetas de 20, 100 mL

- Matraces de Erlenmeyer 250 mL
- Tubos de ensayo

- Pisetas
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Pipetas

Micropipetas de 2, 10, 200 y 1 000 uL

Tubos eppendorf (de microcentrifuga) de 1.5 mL estériles
Gradilla para tubos de 1.5 mL

Guantes descartables

Bata de laboratorio

Papel toalla

Marcadores para etiquetar tubos

Espatula

Insumos y reactivos

Alcohol 76° y 96°
Tween 20

Medio de cultivo (Papa Dextrosa Agar)

Equipos

GPS
Termohigrémetro
Incubadora
Refrigeradora
Vortex

Microscopio

Céamara de Neubauer
Microcentrifuga
Céamara de electroforesis
Termociclador
Termobloque

Fotodocumentador
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3.3.Métodos

3.3.1. Fase de campo

3.3.1.1. Captura de gorgojo de los Andes

Debido al complejo ciclo biologico de estos gorgojos, y las
condiciones agroclimaticas en las zonas de muestreo, el uso de
trampas fue ineficiente para la captura, por el cual se adopt6 el método
de “coleccion de larvas”. Para este método se realizo visitas a los
campos de cosecha de los productores de papa; se colecto tubérculos
de papa infestados con larvas. Las muestras fueron recolectadas de los
sectores de Péngote ubicados a 2,523 m.s.n.m, Cueyqueta a 2,557
m.s.n.m, La Jalca a 2,523 m.s.n.m, y el anexo el Toche a 2,904
m.s.n.m pertenecientes al distrito de La Jalca Grande (Figura 2). Cada
muestra fue acondicionada en bandejas plasticas y transportadas al
laboratorio de Entomologia y Fitopatologia de la UNTRM para su

crianza masiva.

3.3.1.2. Coleccion de muestras para el aislamiento de hongos

entomopatdgenos a nivel de campo.

Para el aislamiento de hongos, las muestras se colectan en el habitat
natural del gorgojo de los Andes (Cafiedo y Ames, 2004), tal es asi
que las muestras fueron colectadas de areas cercanas a los cultivos de
papa de los distritos de La Jalca Grande, Quinjalca y Granada de la
provincia de Chachapoyas, zonas donde prospera este cultivo que se
encuentran en altitudes que sobrepasan los 3,000 m.s.n.m (Figura. 3).
Asimismo, se utilizé diferentes tipos de muestras que se colectaron en

temporada de lluvias, durante los meses de marzo-abril.

Muestras de suelo

Basandose en la metodologia de Hernandez-Velazquez et al. (2011),
con algunas modificaciones para el aislamiento de hongos a partir del
cultivos de papa, se tomo aproximadamente 1 kg de suelo de los
primeros 15 cm de profundidad en areas perimétricas de los cultivares.

Aclarando que no se tomd muestras dentro de las parcelas debido al
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uso excesivo de fungicidas que usan los productores para el control
enfermedades, lo cual afectaria nuestros resultados. Las muestras
fueron colocadas y selladas en bolsas de polietileno para ser
transportadas al laboratorio de fitopatologia y entomologia de la

UNTRM vy realizar el proceso de aislamiento especifico.

De cadaveres de insectos silvestres

Cariedo y Ames (2004), mencionan que se deben colectar insectos
que presenten signos iniciales o avanzados de estar infectados por
hongos. Siendo asi, en este trabajo se colectaron insectos muertos
localizados fuera de los cultivos de papa. Con una pinza entomolégica
fueron aislados y colocados dentro de recipientes plasticos
debidamente cerrados y etiquetados que fueron transportados al

laboratorio de fitopatologia y entomologia de la UNTRM.

Trampas para microorganismos

Para esta técnica de aislamiento se aplic la metodologia descrita por
Campo-Martinez et al. (2014), con algunas modificaciones hechas en
este proyecto. En este caso se utilizd 40 g de arroz por cada vaso
desechable de 100 mL de volumen. El arroz fue cocido y sin sal
durante 15 minutos. Cada vaso fue cubierto con una malla tipo tull,
ajustados con una liga. Las trampas fueron colocadas de forma
invertida bajo el suelo entre los primeros 10 cm de profundidad y
distribuidas en los perimetros de las parcelas de papa. Para evitar la
entrada de agua de lluvia se cubri6 con una pequefia capa del mismo
suelo y carton. Después de 10 dias las trampas fueron retiradas y
transportadas al laboratorio de fitopatologia y entomologia de la

UNTRM para el aislamiento de hongos entomopat6genos.
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3.3.2.

Fase de laboratorio

3.3.2.1. Crianza masiva de gorgojo de los Andes

Se aplico la metodologia hecha por Pérez et al. (2009), para
Premnotrypes vorax, pero con algunas modificaciones para una
crianza a partir de larvas de gorgojo de los Andes. Los tubérculos
infestados con larvas fueron acondicionadas en bandejas plasticas de
24 cm de ancho por 40 cm de largo, en su interior contenian sustrato
humedo vy esterilizado (tierra mas turba) de 10 cm de espesor. Cada
bandeja estuvo cubierto con malla tipo tull y sujetados con una banda
elastica. Cuando las larvas completaron su ciclo larva-adulto, estos
fueron transferidos a otras bandejas con sustrato esterilizado y plantas
de papa para su alimentaciébn. La Figura 4 muestra el
acondicionamiento de tubérculos infestados con larvas y por
cuestiones de escasez de alimento para los adultos de gorgojo de los

Andes, estos también fueron alimentados con tubérculos de papa
(Figura. 4B).

Figura 4. Crianza masiva de gorgojo de los Andes a nivel de
laboratorio.
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3.3.2.2. Aislamiento de hongos entomopatdgenos a nivel de laboratorio.
Muestras de suelo

Una de las técnicas para aislar hongos entomopatogenos es la dilucion
seriada (Monzon, 2001). Para este proceso se tomd 10 g de suelo
homogenizado, se depositdé en frascos Erlenmeyer de 500 mL, al
mismo tiempo se adicion6 50 mL de agua destilada y homogenizados
durante 30 minutos en un agitador magnético. Se dejo reposar durante
1 hora para posteriormente realizar diluciones seriadas. De la muestra
preparada (solucion madre) se transfirio 1 mL en 3 tubos de ensayo
con 9 mL de agua destilada; este procedimiento se realizé hasta llegar
a la dilucién 1073, Finalmente se sembraron 100 pL de cada dilucion
sobre placas de Petri con medio de cultivo para microrganismos (Papa
Dextrosa Agar: PDA). Para favorecer el crecimiento de los aislados,

estos se incubaron durante 7 dias a 30 °C.

Técnica del insecto trampa

De cada muestra de suelo homogenizado, se tom6 500 g de suelo y
transferidos en un recipiente plastico, junto a ello se colocé 3 larvas de
gorgojo de los Andes del dltimo estadio. El suelo y las larvas
contenidos en los recipientes plasticos fueron incubados a 27 °C
durante 7 dias. Luego de este periodo las larvas muertas fueron
retiradas y colocadas en camaras humedas para favorecer el

crecimiento del hongo entomopatgeno (Zimmermann, 1986).

Aislamiento directo cadaveres de insectos silvestres

Esta técnica consiste en obtener el hongo directamente del cuerpo del
insecto. Pero antes, los insectos fueron examinados bajo un
estereoscopio para corroborar la presencia de los hongos segin la
metodologia de Garcia et al. (2011). En insectos cubiertos con hongos
entomopatogenos, el microorganismo fue aislado directamente con
ayuda de una pinza esterilizada pasandolo luego a un medio nutritivo
en placas con PDA. Y en insectos sin el crecimiento de hongos
entomopatogenos fueron desinfectados con hipoclorito de sodio al 2%.
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También lavados con agua destilada acondicionados en camaras
hdmedas e incubados por 7 dias a 30 °C para el crecimiento del hongo

entomopatogeno.

Trampas con arroz para microorganismos

Se realiz6 una mezcla del arroz con 100 mL de agua destilada y
homogenizados en un agitador magnético durante 20 minutos.
Posteriormente se realizo “diluciones seriadas” (Monzon, 2001). Se
tomd 100 pL de la dilucion preparada para ser sembrados en placas
con medio de cultivo (PDA) para el crecimiento de los HEP.

Todos las cepas obtenidas por los diferentes métodos de aislamientos
fueron sometidos a observaciones macro y microscopicas para
determinar al microrganismo deseado. Usando claves taxondmicas
para entomopatdgenos (Barnett y Hunter, 1998), se tomé pequefias
cantidades de esporas que fueron sembradas en otras placas con medio
de cultivo de manera individual e incubandose a 30°C durante 15 dias.
A partir de las colonias individuales en crecimiento se sometieron a un

proceso de purificacion mediante el cultivo monospérico.
3.3.2.3. Cultivo monospdrico

Siguiendo la metodologia para un realizar un cultivo monosporico
establecido por Cafiedo y Ames (2004), los aislamientos fueron
sembrados en un tubo inclinado con medio de cultivo PDA vy se
incubaron a 20 “C durante 7 dias. A partir del tubo con el hongo en
desarrollo se preparé una suspension de esporas en 10 mL de agua
destilada mas 0.02 mL de Tween 20 y utilizando un hematocimetro se
contabilizo el nimero de esporas bajo el microscopio de visién plana
a 40X. Se realizaron hasta 3 diluciones para tener una suspension a
una concentracion de 50 a 100 esporas por mililitro. De esta
concentracion se sembrd 100 uL en una placa con medio PDA bajo

condiciones asépticas e incubadas a 20 C por un periodo de 7 dias.
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3.3.2.4.

Finalmente se tomd una colonia en formacion y transferida a otra

placa con PDA para su posterior analisis de ADN.

Claves taxonomicas para identificacion de gorgojo de los Andes
Para la clasificacion taxondmica de estas especies, se utilizd claves
descritas por Resh y Carde (2009), las claves principales estudiadas
fueron: tipo de ciclo de vida, posesion de alas anteriores, protérax,
ventritos del cuerpo del insecto, esternitos abdominales, antenas, y los
genitales terminales.

Asimismo, se utilizé claves taxondmicas descritas por Cabello et al.
(1997). Las claves estudiadas fueron: tipo, forma de antenas y tipo de
cabeza.

Y para determinar el género de estas colectas, se utilizd claves
taxondmicas descritas por Marvaldi y Lanteri (2005) y claves para el
género Premnotrypes descritas por Pierce (1914), modificadas por
Kuschel (1956) y descripciones morfoldgicas para Premnotrypes
hechas por Alcazar y Cisneros (1999). La mayoria de los caracteres
utilizados en la clave fueron caracteristicas morfoldgicas externas y
visibles a un microscopio estereoscopio; ya que la caracterizacion
morfoldgica de los géneros de especies del complejo gorgojo de los
Andes se basa en la convencion de Agrupacion Taxonémica Nacional
de Especies, siendo asi que la primera premisa es que los gorgojos son
adultos de larvas que se desarrollan en tubérculos de papa (Alcézar y
Cisneros,1999). Para la caracterizacion del género se tomo
caracteristicas morfologicas externas y una de ellas fue el edeago del
macho, una clave de mayor uso para identificacion de especies de
gorgojos. También se evalud el tipo de cabeza, mandibulas, cuspide
mandibular o pieza decidua, antenas, escleritos toracicos, élitros e
intergrooves. Otras claves complementarios fueron: escalas,

pubescencia, setas, surcos, tubérculos y callos.
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3.3.2.5. Claves de identificacion de hongos entomopatogenos

Para la identificacion macroscopica se ha utilizado claves vy
descripciones morfoldgicas para hongos entomopatogenos descritos
por Cafiedo y Ames (2004), lo cual se basa en observaciones sobre el
crecimiento, color y forma de las colonias. Y para la identificacion
microscopica se ha utilizado las claves taxonémicas, descripciones e
ilustraciones de diferentes géneros de hongos entomopatdgenos
descritos por Barnett y Hunter (1998). Las claves estudiadas
estuvieron basadas en descripciones sobre tipo, forma de hifas y

conidias.

3.3.2.6. Extraccion de ADN, amplificacién y secuenciamiento de hongos
entomopatdgenos
Se utilizo el Kit de extraccion Zymo “Quick-DNA™ Fungal/Bacterial
Miniprep Kit”, Cat. N° D6005.
Para un rendimiento Optimo, se agregdé 100 mL de beta-
mercaptoetanol al tampdn de lisis gendmico a una dilucion final de
0.5% (v/v).

En un tubo ZR BashingBead Lysis (0,1 mm y 0,5 mm), se afiadi6 1
disco de agar con células fangicas en crecimiento. Luego se adicion6
750 pL BashingBead Buffer al tubo y calentados durante 5 minutos
en un termobloque rectangular a 65 °C para diluir el agar sélido; los
mismos que fueron procesados a velocidad mé&xima en un vortex
durante 5 minutos y centrifugados a 11,000 rpm durante 1 minuto.
Todo el sobrenadante se trasfirio a un Filtro Zymo-Spin II11.F en un
tubo colector y centrifugados a 8,000 rpm durante 1 minuto. Asi
mismo se afiadié 1,200 uL de Tampon de Lisis Gendmico. De este
volumen se transfirio 800 pL de la mezcla a una columna Zymo-Spin
I1C en un tubo de recogida y centrifugados a 10,000 rpm por 1 minuto.
Este proceso se repitid dos veces. Luego se afiadié 200 uL de ADN de
pre-lavado de amortiguacién a la columna Zymo-Spin I1C en un nuevo
tubo de recogida y centrifugados a 10,000 rpm por 1 minuto. También
se adicion0 500 pL de g-DNA Wash Buffer a la columna Zymo-Spin
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I1C y centrifugados a 10,000 rpm durante 1 minuto. Finalmente se
transfirio la columna Zymo-Spin 1IC a un tubo de microcentrifuga
limpio de 1.5 mL y se afiadié 90 uL de Tampdn de Elucion de ADN
en dos volimenes de 45 pL directamente a la matriz de la columna 'y

centrifugados a 15,000 rpm durante 30 segundos.

Para el proceso de amplificacion se utilizo el gen EF-1. El cual fue
amplificado con los primers EF-1620 (forward) y EF-1.R1018
(reverse). Cada loci fue amplificado mediante Reaccion en Cadena de
Polimerasa (PCR) usando reactivos Bioneer (Bioneer, Daejon, Corea)
en la siguiente mezcla de reaccion de 96 pL: 60 pL de 10 mM dNTP
Master mix; 31.2 uL de agua destilada; 2.4 pL de primers sentido y
antisentido de 5-10 uM y 2 uL de ADN genomico. El protocolo de
PCR fue en los siguientes parametros: pre-denaturacion y activacion
de enzimas a 94 °C durante 2 minutos, 94 °C durante 30 segundos
(denaturacion) seguido de 40 ciclos de 55 °C durante 1 minuto
(annealing), 72 °C durante 1 minuto (extension) y 72 °C durante 10

minutos (extenaion final).

La evaluacién de la cantidad y calidad del ADN obtenido se realiz6
en geles de agarosa al 1.6% corridos en tampén TAE 0.5X (Tris-
borato 0.045M; EDTA 0.001M) durante 15 minutos. Los geles se
tifieron con Safa DNA Gel Stain a una concentracion final de 0.025
pL. Las muestras fueron purificados utilizando el kit de limpieza
Zymo Reseach DNA Clean & Concentrator™- 5 (Macherey-Nagel,
Diren, Alemania). Las secuencias de la cadena delantera y reversa de
los genes fueron secuenciadas comercialmente con Macrogen,
Daejeon, Corea y los electroferogramas se editaron manualmente
utilizando el software Chromas v1.45. Las muestras de PCR que no
fueron amplificados adecuadamente se desecharon para repetir el

proceso.
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3.3.2.7. Extraccién de ADN, amplificacién y secuenciamiento de gorgojo
de los Andes
Se utilizo el Kit de extraccion Zymo “Quick-DNA™ Tissue/Insect
Miniprep Kit”, Cat. N° D6016. Se uso ¢l protocolo del kit de

extraccion pero con algunas modificaciones.

Las muestras de gorgojos fueron pulverizadas en un crusher después
de haberse sumergido en nitrogeno liquido. Para aumentar la
temperatura se calent6 en un termobloque por 5 minutos a 65 °C. Asi
mismo se afiadié 750 pL de BashingBead Buffer y agitados en un
vortex. Se retird el sobrenadante y se dejo reposar unos 10 minutos
para precipitar las particulas mas grandes. Luego de este periodo el
sobrenadante se transfirio en tubos de ZR BashingBead Lysis (2.0
mm) y centrifugados a 10,000 rpm por 1 minuto. El sobrenadante
centrifugado fue transferido a un Zymo-spin Il1.F Filtrar en un tubo
de recoleccion y centrifugados a 10,000 rpm durante 1 minuto. Asi
mismo se les agreg6é 1,200 uL de Tampon de Lisis Gendmico al
filtrado en la coleccidn de tubos. De éste volumen se transfirié 800 uL
de la mezcla a una columna® ly Zymo-Spin en un tubo colector y
centrifugados a 10,000 rpm por 1 minuto y se descartd el flujo del tubo
de recoleccion, proceso que se repitié dos veces hasta completar el
volumen agregado (1,200 pL). Para el inicio del proceso del lavado se
afiadio 200 uL de ADN de pre-lavado de amortiguacion a la columna
Zymo-spin 11C en un nuevo tubo de recogida y centrifugados a 10,000
rpm por 1 minuto; luego se agregdé 500 pL de tampon de lavado g-
DNA a la columna Zymo-Spin IIC y centrifugado a 10,000 rpm
durante 2 minutos. Finalmente se transfirio la columna Zymo-Spin 11IC
a un tubo de microcentrifuga limpio de 1,5 ml agregando 45 pL de
tampon de elucion de ADN directamente a la matriz de la columna; lo
mismos que fueron centrifugados a 15,000 rpm durante 1 minuto para
eludir el ADN. Este procedimiento se repiti0 dos veces hasta
completar 90 uL de tampdn de elucion de ADN.
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Para el proceso de amplificacion se utilizé el gen Citocromo Oxidasa
I (CQOIl). Cada loci fue amplificado en la Reaccion en Cadena de
Polimerasa (PCR) usando reactivos Bioneer (Bioneer, Daejon, Corea)
en la siguiente mezcla de reaccion de 88 pl: 55 uL de 10 mM dNTP
Master mix; 28.6 pL de agua destilada; 2.2 pLL de primers sentido y
antisentido de 5-10 uM y 2 uL de ADN genomico. El protocolo de
PCR para gen mitocondrial COI se realizd usando los siguientes
parametros: pre-denaturacion y activacion de enzimas a 95 °C durante
1 minuto, 94 °C durante 30 segundos (denaturacion) seguido de 40
ciclos a 48 °C durante 30 segundos (annealing), 68 °C durante 45

segundos (extension) y 72 °C durante 5 minutos (extension final).

La evaluacién de la cantidad y calidad del ADN obtenido se realizé
en geles de agarosa al 1.6% corridos en tampon TAE 0.5X (Tris-
borato 0.045M; EDTA 0.001M) durante 15 minutos. Los geles se
tifieron con Safa DNA Gel Stain a una concentracion final de 0.025
pL/mL. La visualizacion se realizé con un fotodocumentador en luz
azul. Los productos de PCR fueron purificados utilizando el Zymo
Reseach DNA Clean & Concentrator™5 (Macherey-Nagel, Diiren,
Alemania). Las secuencias de la cadena delantera y reversa de los
genes COI fueron secuenciadas comercialmente con Macrogen,
Daejeon, Corea. Los electroferogramas se editaronn manualmente
utilizando el software Chromas v1.45 y las secuencias fueron
alineadas con el programa MEGA 7. Asi mismo, se realizé un BLAST
a través de la plataforma del NCBI con las secuencias editadas para

confirmar la amplificacion adecuada de esta especie.
Andlisis de secuencias

Las secuencias fueron alineadas y editadas manualmente con el
programa Chromas y MEGA 7. Se realizé un BLAST (Herramienta
Basica de Alineamiento Local) a través de la plataforma del NCBI
(Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica) con todas las
secuencias tanto del complejo gorgojo de los Andes como de hongos

entomopatdgenos para confirmar la amplificacion exitosa de la regién
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3.3.2.8.

3.3.2.9.

deseada. Para el andlisis del gorgojo de los Andes se tomé a la especie
de Cosmopolites sordidus como grupo externo que esta disponible en
el GenBanck (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi: AY131111).

Los analisis evolutivos se realizaron en MEGAT7 y la construccion de

la filogenia para el complejo se desarroll6 mediante el método de
union de vecinos (Saitou y Nei, 1987). El anélisis de agrupamiento
con el método de Neighbor-joining. Las distancias evolutivas se
calcularon utilizando el método de distancia p y estan en las unidades

del nimero de diferencias de base (Nei y Kumar, 2000).

Para el andlisis de los aislamientos autdctonos de hongos
entomopatogenos se tomd a Beauveria brongniartii, Metarhizium
brunneum y Metacordyceps taii como grupo externo disponibles en
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi: KR706491, FJ643538 vy
KJ536072. Para el andlisis de la construccion del arbol filogenético

se realiz6 el mismo procedimiento hecha para gorgojo de los Andes.

Pruebas de patogenicidad con adultos del gorgojo de los Andes

Para obtener resultados méas confiables se utilizo adultos con la misma
caracteristica morfoldgica en el aspecto de coloracion, es decir adultos
activos de color marrén claro, cuya coloraciéon es un indicador del
buen desarrollo de la cuticula. EI proceso del test de patogenicidad
para todos los tratamientos se realizd dos veces (lo cual se les
denomind etapas). Para ello se utiliz6 ocho tratamientos con cinco
repeticiones, incluye un testigo; cada repeticion con 8 individuos. En
total 40 individuos por tratamiento y 320 por etapa. Como el proceso
se ha repetido dos veces, entonces se ha utilizado un total de 640

adultos en todo el proceso.

Preparacion de la suspension de conidios

Las suspensiones de esporas de las cepas de hongos entomopatogenos
fueron obtenidas mediante una dilucion en serie y las esporas se
obtuvieron raspando la superficie de la placa con una espatula dentro

de una cabina de bioseguridad e introducidas en tubos de ensayo con
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10 mL de agua destilada més 0.01 mL de Tween 20 (emulsion) y
homogenizados en vortex a 1,800 rpm por un lapso de 3 minutos. Para
favorecer el proceso de contabilizacion se realizo la técnica de
dilucion en serie hasta llegar a una dilucién apropiada para el conteo
de esporas. El conteo se realiz6 en una cdmara de Neubauer y se
contabilizé en un microscopio de vision plana a 40X.

Para calcular el nimero de esporas se utilizo la siguiente formula:
Conidias /mL = Ndmero de Conidias contadas x 25,000 (factor de

camara) x factor de dilucion, (Cafiedo y Ames, 2004).

3.3.2.10. Inoculacion de la suspension preparada

Los adultos del gorgojo de los Andes utilizados en los bioensayos
fueron obtenidos de la cria de laboratorio. Para este proceso se utilizd
el método de inmersion (Barriga et al., 2002). Se sumergieron en una
suspension de 2.4x10° esporas/mL durante 40 segundos. Luego fueron
retirados con una pinzay colocados sobre papel toalla para absorber el
exceso de la solucion conidial; finalmente fueron distribuidos en
envases plasticos transparentes cubiertos con malla tull y ajustadas
con una liga. Cada envase contenia en su base papel toalla humedecida
y rodajas de papa como alimento que fue renovado cada 3 dias y al
mismo tiempo asperjando 1 mL de agua esterilizada para mantener una
humedad relativa constante hasta el término del ensayo. Durante todo
el proceso se trabajé con una temperatura media de 19.43°C y una
Humedad Relativa de 69.43%. Las evaluaciones para el nivel de
patogenicidad se realizaron a los 10, 15, 20, 25 y 30 dias. El nivel de
patogenicidad fue analizado mediante un Analisis de Componentes
Principales en las dos etapas de desarrollo del test y el nivel de
patogenicidad acumulada de todo el ensayo. La tabla 3 muestra la

distribucion de tratamientos del test de patogenicidad.
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Tabla 3. Distribucién de tratamientos para el test de patogenicidad de

hongos entomopatdgenos

N° de individuos

o T'rata Rgpet por tratamientos Total Dqsis glfa
miento Icion  Etapa Etapa aplicacion
1 2
1 Testigo 5 40 40 80 1%:;tli‘|:3;a
2 AS2 ) 40 40 80 2.4x10° e/mL
3 AS3C 5 40 40 80 2.4x10° e/mL
4 AS4A 5 40 40 80 2.4x10° e/mL
5 AS1B 5 40 40 80 2.4x10° e/mL
6 AS5A 5 40 40 80 2.4x10° e/mL
7 AS4B 5 40 40 80 2.4x10° e/mL
8 AS5B 5 40 40 80 2.4x10° e/mL

Fuente: Elaboracion propia
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IV. RESULTADOS

4.1. Diversidad genética de gorgojo de los Andes

4.1.1. Observaciones morfoldgicas
Usando las claves taxondmicas descritas por Resh y Carde (2009), las
especies fueron clasificados taxonémicamente dentro del orden Coleoptera,
cuyas caracteristicas principales fueron: los individuos presentan un ciclo de
vida de tipo holometabolo, la posicion de las alas anteriores son endurecidas
denominadas elytra. El protdrax se articula con el mesotdrax. La forma del
cuerpo de los adultos es deprimido, por lo que el fémur esta situado en la
superficie ventral del cuerpo. Los esternitos abdominales estan maés
esclerotizados que los tergitas. Cuando estos estan en reposo el aedeagus no

es visible y el ovipositor se retrae cuando no esté en funcionamiento.

Asimismo; las claves taxondmicas descritas por Cabello et al. (1997),
permitié clasificar a estos gorgojos dentro de la familia Curculionidae, cuyas
caracteristicas de mayor importancia para identificacion fue la presencia de

antenas acodadas y la cabeza prolongada en un rostro.

Finalmente, las claves taxondmicas para la clasificacion de la subfamilia y
género (Marvaldi y Lanteri 2005 y Pierce, 1914), ademas claves modificadas
por Kuschel, (1956) y otras descripciones morfoldgicas para gorgojos
(Alcazar y Cisneros 1999), nos permitié clasificar a estos insectos dentro
del género Premnotrypes, siendo asi que la primera premisa fue que estos
gorgojos son Adultos de larvas que se desarrollan en tubérculos de papa
(Alcazar y Cisneros 1999).

En la Figura 5 muestra la morfologia de estos gorgojos, lo cual las hembras
(A) son mas grandes que los machos (B), por tanto se considera como
“dimorfismo sexual” ya que todas las hembras llegaron a medir en promedio
7 mm de largo por 3 mm de ancho y los machos 6 mm de largo por 2 mm de
ancho. La forma de los ventritos, es convexa en el cuarto ventrito formando
un arco (C.1) para las hembras y en forma subtriangular para los machos

(D.1). Morfologia de cabeza y rostro; vista frontal (E) y vista lateral (F). Las
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flechas y nimeros indican caracteres y estados de carécter: rostro (E.1),
mandibula (E.2), ojos (E.3). Todos los adultos presentan antenas de tipo
geniculo-capitata, antenas con una curvatura entre el escapo (E.5) y pedicelo
(E.4). Rostro con una curvatura muy pronunciada (F.1) y cabeza con arcos
superciliares (F.2), con 0jos compuestos, rostro o pico (epistoma, ranura para
la recepcion de escena antenal. Alas anteriores soldadas con presencia de
tubérculos muy pronunciados, presentaron pubescencia, setas, surcos,

tubérculos y callos en los elytros. (G.1). Escleritos toracicos (H.1).

Sin embargo; estas caracteristicas no fueron lo suficientemente para definir
la especie correcta, ya que morfolégicamente parecen ser diferentes en
cuanto al tamafio, color, la posicion y presencia de los tubérculos en las alas.
Siendo asi que solo se identificd adecuadamente hasta el género, donde todas
las observaciones de estos gorgojos resultaron estar clasificados en un solo

género (Premnotrypes).
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p— 2 mm

Figura 5. Morfologia de Premnotrypes sp.
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El ciclo bioldgico en condiciones de laboratorio se reduce debido a que se
ya no entran en la fase de “adulto invernante”, pasando directamente de
pupa a adulto activo. En la Figura 6 se muestra todas las fases del ciclo
bioldgico. Los huevos para esta especie son de la forma elipticos,
inicialmente de color blancos y cremas cuando estan a punto de la eclosion,
siendo estos mas susceptibles a la manipulacién; las posturas son en forma
de masa (Figura 6.A). Las larvas son de tipo apodas y de forma
curculioniforme y una de sus caracteristicas mas resaltantes es la forma de
una “C”; inicialmente son de color blancos y en el tercer y cuarto estadio se
tornan blancos cremosos (Figura 6.B). La cabeza es de color marron claro.
Las pupas son de tipo libera o exharata de color blancos cremosos (Figura
6.C), y se desarrollan dentro de un cocon. Los adultos recién emergidos de
la cdmara pupal son de color marrones claros (Figura 6.D), en unos dias estos
se convierten en adultos activos migrantes de color marrones (Figura 6.E)
etapa en la que es recomendable realizar ensayos ya que presentan un buen
desarrollo de la cuticula, ya que los adultos longevos son mas propensos a la
muerte natural. El ciclo culmina con adultos longevos de color marrén negro
(Figura 6.F).

Huevos
A

Adulto activo Adulto activo migrante Adulto longevo
D E F
Figura 6. Fases del ciclo de vida de Premnotrypes sp
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4.1.2. Filogenia molecular

Debido a que el uso de claves taxonémica no fue lo suficientemente viable
para determinar correctamente las especies, y para contrastar y confirmar
los resultados preliminares del analisis morfoldgico, las muestras fueron
sometidas a un analisis molecular seleccionando a 10 individuos adultos
de gorgojo como parte del objetivo de estudio. En la Figura 7 se muestra
la evaluacion de la cantidad y calidad del ADN realizados en geles de
agarosa y mediante un fotodocumentador permitié visualizar las bandas de
desplazamiento del ADN de un tamario de 400 pares de bases (pb). Lo que
se determina que las amplificaciones han sido adecuadas para las
siguientes 10 muestras (1=GAM-1C, 2=GAM-2, 3=GAM-3, 4=GAM-4,
5=GAM-5, 6=GAM-6, 7=GAM-7, 8=GAM-8, 9=GAM-9 y 10=GAM-10.

Figura 7. Productos de amplificacion de gorgojo de los Andes para el gen
COl.
Por otro lado, al construir el arbol méas 6ptimo (Figura 3) con longitud de
rama = 2.97039192 luego de 1,000 réplicas de bootstrap, cuyo analisis
involucrd 40 secuencias de nucle6tidos. Las posiciones de coddn incluidas
fueron 1st + 2nd + 3rd + Noncoding. La barra indica el nimero de la
sustitucion de nucle6tidos por sitio. Habiendo un total de 403 nucle6tidos
alineados, se determina que los especimenes secuenciados no presentan
diferencias genéticas entre si, correspondiendo todos a la misma especie.
Sin embargo; al comparar las secuencias amplificadas de estos gorgojos
con secuencias depositadas en el GenBank mediante la herramienta Blast,
se encontré un porcentaje de 82 a 85% de homologia con secuencias
correspondientes a especies de la subfamilia Entiminae. Por lo tanto, el

analisis morfologico y el analisis molecular se confirma que estas
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secuencias corresponderian a “Premnotrypes vorax”, nombre que se le
asigna temporalmente hasta ser corroborado con nuevas secuencias. Ya

que se trata del primer secuenciamiento.

“Premnotrypes vorax”: GAM-9
“Premnotrypes vorax”: GAM-10
“Premnotrypes vorax”: GAM-8
“Premnotrypes vorax”: GAM-7
100 “Premnotrypes vorax”: GAM-6

“Premnotrypes vorax”: GAM-5
“Premnotrypes vorax”: GAM-4
8 “Premnotrypes vorax”- GAM-3
“Premnotrypes vorax”: GAM-2

2 “Premnotrypes vorax”: GAM-1
Naupactus dissimulator: MH537915

0 Pandeleteius nodifer: HQ891474

13 Laparocerus noctivagans: MIHT734222
0 Polydrusus sp: HQ883653

21 Entimus sp: MH7T34211
Aegorhinus vitulus: MH734199
Aegorhinus silvicola: MHT734198
Artipus monae: HQ891428

Listroderes victus: MH734200

Airosimus jacobi: MH734216

Simo hirticornis: MH734229
Strangaliodes deserticola: MH734207
Celeuthetes sp: MH734234

Diaprepes abbreviatus: HQ891432
Compsus sp: KT350650

Lachnopus seini: HQ891465

Litostylus sp: HQ891470

Naupactus aff. chloraspis: MH734215
Rhigopsidius piercei: MH734201
Liophloeus tessulatus: MH734231
Sciaphilus asperatus: KU919059
Catasarcus sp: FIB67847

Eusomus ovulum: MH734233
Caulostrophus subsulcatus: MH734220
Phyllobius viridicollis: MH734230
Otiorhynchus sulcatus: KJ962464
Premmuotrypes latithorax: MH734204
Brachyderes incanus: KI962877

Otiorhynchus teretirostris: MH734226
Cosmopolites sordidus: AY131111

0.020"
Figura 8. Arbol filogenético basado en inferencias del Neighbor joining

del gen COI.
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4.2. Diversidad genética de hongos entomopatogenos
4.2.1. Observaciones morfologicas

El uso de las claves taxondmicas, observaciones macro y microscopicas,
descripciones e ilustraciones para diferentes géneros de hongos
entomopatogenos (Barnett y Hunter, 1998; Cafiedo y Ames, 2004), nos
ha permitido clasificar a siete cepas de hongos en dos géneros. En la Figura
9 se muestra las colonias de hongos entomopatégenos clasificados. Las
colonias Ay B pertenecen al género Metarhizium (AS5A y AS5B) dichas
colonias son de forma circular de color cremas algodonosas inicialmente
y cambian a verde grisaceo cuando las esporas van madurando. Su
crecimiento en medios de cultivo PDA es lento. Las colonias C, D, E, Fy
G pertenecen al género Beauveria (AS1B, AS4B, AS4A, AS3C y AS2)
los cuales presentan diferentes caracteristicas macroscopicas. Algunas
colonias son de forma circular uniforme (C y D); otras son de forma
circular pero con areas sobresalientes dando origen a colonias regulares

(Ey F)y colonias irregulares (G).

A B (&
D
E ity

G

Figura 9. Estructuras macroscopicas de hongos entomopatogenos
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Las estructuras microscopicas de los hongos son una de las claves
taxondmicas para su identificacion adecuada, en la Figura 10 se muestra
las principales caracteristicas (hifas y conidias) de mayor relevancia para
su identificacion. Las cepas AS1B, AS1A, AS2, AS3A yAS4B, presentan
un raquis denticulado que sostiene una conidia (Figura 10.A). Estas son
hialinas, globosas o subglobosas (Figura 10.C) que se insertan
sucesivamente en el raquis en forma opuesta, dichas caracteristicas nos
confirma que estas cepas pertenecen al género Beauveria. Y las cepas
AS5A y AS5B presentan conidiéforos que nacen del micelio y es
irregularmente ramificado con dos a tres ramas en cada septo (Figura
10.B). Los fialides son cilindricos en forma de una clava, y las conidias
son unicelulares, de forma cilindricas formando cadenas o forma de
salchichas (Figura 10.D).
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Figura 10. Estructuras microscopicas de hongos entomopatdgenos.
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4.2.2. Filogenia molecular

La caracterizacion morfologica de los asilamientos de hongos
entomopatégenos nos permitio identificar hasta el género, por lo tanto
dichos aislamientos fueron sometidos a una caracterizacion molecular para
determinar la especie correspondiente de cada asilamiento. Para el proceso
de extraccion y amplificacion se utilizé el gen TEF-1 para hongos y cada
loci fue amplificado con la Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR)
usando reactivos Bioneer. Usando el protocolo de PCR para el gen nuclear
TEF-1 a, se obtuvieron bandas electroforéticas. En la Figura 11 se muestra
la evaluacién de la cantidad y calidad del ADN realizados en geles de
agarosa Y la visualizacion con un fotodocumentador permitio visualizar las
bandas de desplazamiento del DNA de un tamafio de 400 pb para los
siguientes aislamientos: AS1B, AS4A, AS4B, AS2, AS3C, AS5B y AS5A.

ASIB AS5B AS4A ASS5A ASMB AS2 AS3C

Figura 11. Productos de amplificacion de hongos entomopatdgenos para
el gen TEF-1.

A partir del proceso anterior se determind siete cepas de hongos
entomopatégenos  divididos en dos géneros 'y analizados
independientemente. Estas fueron comparadas con otras secuencias
descargadas del GenBanck. En la Figura 12 se muestra la construccion del
arbol filogenético mas adecuado para especies del género Beauveria, esto
se infiri¢ utilizando el método de Neighbor joining (Saitou y Nei 1987).
Se obtuvo el arbol mas éptimo con longitud de rama = 0.77466527 luego
de 1,000 réplicas (Felsenstein, 1985). El analisis involucrd 32 secuencias

de nucledtidos. Las posiciones de codon incluidas fueron 1st + 2nd + 3rd
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+ Noncoding. Hubo un total de 502 posiciones en el conjunto de datos
final. Nuestros aislamientos presentaron un porcentaje de 100% de
homologia con secuencias correspondientes a regiones TEF-1 de otras
especies de hongos entomopatogenos. Por lo tanto, en el analisis resultd
que los asilamientos AS1B, AS3C, AS4A, AS2 y AS4B corresponden a
Beauveria bassiana con 0% de variabilidad genética entre estas 5

aislamientos frente a otras especies ya identificadas.

Beauveria bassiana: AS1B
Beauveria bassiana: AS2

Beauveria bassiana: AS3C
woa Beauveria bassiana: AS4A

Beauveria bassiana: AS4B
Beauveria bassiana: KT748531
Beauveria bassiana stramn: KY 587212

» Beauveria bassiana: LC163556

93

% \— Beauveria brongniartii: FJ643538

L Beauveria kipukae: HQ881005
’7 Beauveriaamorpha: HQ881006
Beauveria hoplocheli: KC339709
Beauveriasungii: HQ881009
Beauveria caledonica: EF469057
54 Beauveriamalawiensis: HQ881015

,—Mef(rmrdvceps faii: KI536072
100 L Metarhizium brunneum strain; KR706491

26

—
0.0050

Figura 12. Arbol filogenético basado en inferencias del Neighbor joining

del gen TEF1 para especies de Beauveria.

Por otro lado, la Figura 13 muestra la construccion del arbol filogenético
mas adecuado para especies del género Metarhizium. Valores en las ramas
indican son valores del bootstrap. La barra indica el niUmero de sustitucion
de nucle6tidos por sitio. Se infirieron utilizando el método de Neighbor-
joining en la prueba de arranque de 1,000 repeticiones. El analisis
involucrd 26 secuencias de nucleotidos. Las posiciones de codén incluidas
fueron 1st + 2nd + 3rd + Noncoding. Hubo un total de 576 nucledtidos en

el conjunto de datos finales. Los valores en las ramas indican valores del
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bootstrap. Barra indica el nimero la sustitucion de nucleétidos por sitio.
El porcentaje de arboles replicados en los que los taxones asociados
agrupados en la prueba de arranque (1,000 repeticiones) se muestran junto
a las ramas. Por tanto, resultd que los aislamientos AS5A y AS5B
presentaron 0% de variabilidad genética, lo cual se confirma que
pertenecen a la misma especie; sin embargo, frente a otras secuencias ya
identificadas presentaron cierta variacion porcentual de homologia, por lo
que se afirma que no pertenecen a ninguna de estas secuencias

identificadas.

Metarhizium brunneum culture colection: EU248855
Metarhizium anisopliae var. anisopliae: DQ682663
Metarhizium brunneum strain: KR706491

Metarhizium sp: AS5A

100 Metarhizium sp: AS5B

{‘Aiari?izmm guizhouense: EU248862

27

4|  Metacordyceps taii: KI536072
38 Metarhizium roberisii isolate: KC870073

Metarhizium indigoticum: KJ398784
@arﬁizium majus: KI398801

Metarhizium anisopliae strain: AF543774
Metacordyceps brittlebankisoides: ABT78556
Cordyceps sp: EF468773

Metarhizium lepidiotae; EU248865
Metarhizium globosum: EU248846
a Metarhizium flavoviride: KI398804
Metarhizium frigidum: KI398818

2

Bl 4 Metarhizium minus: KJ398800
% —|j Metarhizium koreanum: KI398805
63 Metarhizium pemphigi: KY087821
> Metarhizium novozealandicum: KJ398811
L Metarhizium brasiliense: KI398809
,7 Metarhizium cylindrosporum: KIJ398783
47 Metarhiziumviridulum: XJ398815

Rotiferophthora angustispora: AF543776
Beauveria brongniartii: F1643538

0.0100
Figura 13. Arbol filogenético basado en inferencias del Neighbor joining

del gen TEF-1 para especies de Metarhizium.
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La clasificacion final para especies de Metarhizium seria de la siguiente

forma:

Fungi
Ascomycota
Pezizomycotina
Sordariomycetes
Hypocreales
Clavicipitaceae
Metarhizium (Sorokin, 1883)

Metarhizium sp.

Y la clasificacion para especies de Beauveria seria de la siguiente manera:
Fungi
Ascomycota
Pezizomycotina
Sordariomycetes
Hypocreomycetidae
Hypocreales
Cordycipitaceae
Beauveria Vuillemin (1912)

Beauveria bassiana

4.3. Patogenicidad de hongos entomopatdgenos sobre gorgojo de los Andes
A pesar de que todas las cepas de B. bassiana y Metarhizium sp., resultaron ser
patogénicas para los adultos de P. vorax se observaron diferencias significativas
en el tiempo de mortalidad (10, 15, 20, 25, 30 dias). Esto explica que la
reproduccion del entomopat6geno es mas severo y su accion de patogenicidad se
vuelve mas agresiva; por lo tanto la activacion de los mecanismos de defensa el
insecto es menos eficiente. En la Figura 14 se muestra el nivel de patogenicidad.
En la primera etapa (Figura 14.A), los aislamientos AS5A (T6), AS4B (T7) y
AS5B (T8) presentaron el mayor indice de patogenicidad cuyas cepas resultaron
ser més efectivas a partir de los 10 dias y luego fue incrementandose entre los 15

a 30 dias, aunque no necesariamente alcanzaron el 100%. Mientras que los
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aislamientos AS3C (T3), AS4A (T4) y AS1B (T5) presentaron un indice de
mortalidad menor considerandole como el nivel de patogenicidad media. En la
segunda etapa de desarrollo del test (Figura 14.B) muestra la separacion de los
mismos grupos de tratamientos de la primera etapa. Los asilamientos AS5A (T6),
AS4B (T7) y AS5B (T8) resultan ser mas efectivos, seguidos por los aislamientos
AS3C (T3), AS4A (T4) y AS1B (T5) y el aislamiento menos efectivo fue el AS2
(T2). La diferencia significativa entre los grupos de tratamientos nos ha permitido

seleccionar las mejores cepas para estudios complementarios.
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Figura 14. Patogenicidad de Beauveria bassiana y Metarhizium sp, evaluados en

dos etapas: etapa 1 (A) y etapa 2 (B).

En la Figura 15 se muestra los resultados del nivel de patogenicidad acumulado.
Los resultados demuestran que la actividad bioldgica de los aislamiento de hongos
entomopatdgenos sobre adultos de P. vorax, presentan diferencias significativas
entre tratamientos para la variable patogenicidad con una correlacién positiva
entre los dias de evaluacion. Los aislamientos que mejor respuesta mostraron
fueron AS5A (T6), AS4B (T7) y AS5B (T8), de los cuales presentaron niveles de
patogenicidad superior a 90% durante los 30 dias. Esto resulté como el grupo de
mayor nivel de patogenicidad siendo a su vez estadisticamente iguales entre si;
mientras que los aislamientos AS3C (T3), AS4A (T4) y AS1B (T5) tuvieron
porcentajes de mortalidad mas bajos que los anteriores, estadisticamente se
comportaron similares entre ellas. Por otro lado, el aislamiento AS2 (T2) siempre

presentd un nivel de patogenicidad mas bajo (51.25%).
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Figura 15. Niveles de patogenicidad de B. bassiana y Metarhizium sp.

En la Figura 16 se muestra el porcentaje de mortalidad con respecto al tiempo en
dos etapas. En la primera etapa (Figura 16.A) los aislamientos AS5A (T6), AS4B
(T7) y AS5B (T8) presentan los mejores resultados con mortalidades superiores
al 10% a partir de los 10 dias, luego se incrementa a los 15, 20, 25 y 30 dias. El
aislamiento AS2 (T2) present6 el nivel de patogenicidad menos efectivo durante
todo el test. Por otro lado, en la segunda etapa (Figura 16.B) los mejores
aislamientos més efectivos son los mismos de la primera etapa y el aislamiento
AS2 (T2) resultd ser el menos efectivo. Asimismo, en la Figura 16.C muestra el
porcentaje de mortalidad acumulado, lo cual resulté que los aislamientos AS5A
(T6), AS4B (T7) y AS5B (T8) siempre resultaron ser los mejores durante los 30
dias, los asilamientos AS3C (T3), AS4A (T4) y AS1B (T5) presentan
mortalidades inferiores pero superiores al aislamiento AS2 (T2). Este ultimo es
considerado como el menos efectivo. Finalmente la Figura 16.D muestra el
porcentaje de mortalidad por cada aislamiento (tratamientos) de manera
independiente, resultados que se demuestra que los aislamientos AS5A (T6),
AS4B (T7) y AS5B (T8) fueron los mejores (91.75, 92.5 y 93.75%), los
aislamientos AS3C (T3), AS4A (T4) y AS1B (T5) se mantuvieron en un nivel
medio de patogenicidad (70, 78.75 y 80%) y el aislamiento AS2 (T2) siempre

fue el menos efectivo (51.25%).
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Figura 16. Porcentaje de mortalidad de gorgojo de los Andes en funcién al tiempo.

El la Figura 17 se muestra el efecto de las cepas de entomopatdgenos sobre adultos
de gorgojo de los Andes. Debido al crecimiento de micelio y al trascurrir los dias
se observo esporulacion sobre los adultos muertos. La muerte de estos adquirieron
una consistencia dura, luego el cuerpo fue cubierto de una tonalidad blanguecina
para Beauveria bassiana y verdosa para Metarhizium sp. Los adultos de P. vorax
muerto con sintomas de “muscardina blanca” por causa de Beauveria bassiana, el
signo del hongo aparece en todas las partes del cuerpo del insecto de manera
abundante, la mayor parte son conidios de apariencia polvorienta de color blanco y
se tornan de color crema cuando estos van madurando (A). El tiempo de
maduracion depende de dos factores mas importantes (humedad relativa y
temperatura), a mayor humead y temperatura, mas rapido es el desarrollo de la
micosidad del patdgeno. Por otro lado, Metarhizium sp., presenta una esporulacion
algodonosa, inicialmente blanca y cambiando a verde grisaceo cuando los conidios
han madurado sobre el hospedero (B), el nivel de micosidad es alto a pesar de las

condiciones ambientales bajas.
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Figura 17. Esporulacion de B. bassiana (A) y Metarhizium sp (B). sobre adultos

de P. vorax..
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V. DISCUSION

El uso de claves taxonémicas para la clasificacion de insectiles (Resh y Carde, 2009;
Cabello et al., 1997; Marvaldi y Lanteri, 2005) resultd poco e ineficientes para el estudio
definitivo y confiable a nivel de especie de estos gorgojos, ya que hubo mucha
variabilidad morfoldgica en el tamafio y la coloracion. Por tanto, el uso de otros métodos

de identificacién como el molecular es el mas recomendado.

La especie P. vorax identificada en este estudio, se caracteriza por poseer un rostrum con
fuerte curvatura dorsal, los elytros son un poco planos y presenta tubérculos muy
pronunciados hasta en el térax, son de color marrones en estado adulto activo y fil6fagos
por naturaleza, presentan dimorfismo sexual, resultados que concuerdan con las

descripciones de Pierce (1914), y Kuschel (1956), para la especie de P. vorax.

El analisis molecular efectuado en esta especie de G.A, deja mostrar que es el primer
estudio en secuenciar estos organismos y confirmar su distribucion geogréafica en el Norte
del pais. Aqui se incluye la region Amazonas donde esta especie podria convertirse en un
problema clave en el futuro proximo para los productores en los cultivos de papa debido

a su dificil control, pues las larvas son los que ocasionan el mayor dafio (Alcazar, 1997).

Asimismo; las secuencias generadas en este analisis molecular para esta especie difiere
ampliamente de Premnotrypes latitorax (Marvaldi et al., 2018) a pesar de pertenecer al
mismo género. Las secuencias de esta especie se encuentra filogenéticamente mas
proxima a otros géneros, tal es el caso de Naupactus, Rhigopsidius, Listroderes y
Phyrdenus (Marvaldi et al., 2018). Esto confirma la lejania evolutiva existente entre P.
latitorax y esta nueva secuencia. Por lo tanto; esta especie podria ser considera como P.
vorax, nombre que se le asigna temporalmente hasta que nuevas colectas de P. vorax de
su localidad tipo sean secuenciadas para confirmar la adecuada posicion taxonémica con
respecto al género Premnotrypes, pues este género fue creado teniendo a Premnotrypes
solani como especie tipo, al mismo tiempo se crea el género Trypopremnon para ubicar
a la especie T. latitorax (Pierce, 1914), luego fue transferido a Premnotrypes (Kuschel,
1956), Premnotrypes solani y T. latithorax son consideradas como las dos especies mas
importantes en la Literatura Entomoldgica Peruana por un largo periodo (Pierce, 1914;
Wille, 1952), mientras que P. vorax fue descrita por primera vez en Colombia por
Hustache en 1933 (Alcazar, 2002).
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Lo descrito por Kuschel (1956), quien sefial6 que hay poca claridad en los grupos
taxondmicos superiores de los Curculionidae, donde toda consideracion sobre sus
relaciones filogenéticas en la actualidad todavia esta improcedente debido a que si se hace
derivar las especies de la tribu Premnotrypini podrian haberse separado de una de las dos
subfamilias: Los Oylydrorhininae o Erirhininae, para incluirse junto a las demas especies
de la subfamilia Leptopiinae.

Los tres géneros mas perjudiciales que forman el complejo "gorgojo de los Andes"
pertenecen a diferentes subfamilias de la familia Curculionidae (Wibmer y O'Brien, 1986)
y después de un andlisis molecular el género Premnotrypes hoy pertenece a la tribu
Premnotrypini y a la Subfamilia Entiminae (Marvaldi et al., 2018).

En el Peru la distribucion de P. vorax hasta la actualidad esta registrada desde hace
décadas por su amplia distribucion en paises como Colombia, Venezuela, Ecuador y
Norte de Perd, especificamente concentrandose en la region Cajamarca (Alcazar, 2002).
Este estudio confirma su expansién y se incluye a la region de Amazonas como la nueva
zona de distribucion. En este sentido, esta especie no se consideraria como endémica
debido a que ambas regiones son colindantes y son productoras de papa en espacios que
sobrepasan los 2,800 m.s.n.m. Por lo tanto; la nueva geografia de amplitud de su
distribucion de P. vorax seria a causa de la falta de control y conocimiento de los
productores de papa (Alcazar, 2002). Ya que en Cajamarca esta especie ha sido y es
considerada una plaga clave y de importancia econdémica en sus cultivares que genera

severos dafios generando pérdidas cuantiosas (Alcézar, 1997).

Por otro lado; los hongos entomopatdgenos son considerados como los patdgenos mas
importantes contra una diversidad de insectos de Lepidopteros, Coledpteros, Ortdpteros
ya que interactlan en la naturaleza de manera natural, por lo que se les considera como
autoctonos o nativos (Alves, 1998). Las especies mas comunes como controladores de
insectiles son los hongos Deureromycetes: del cual sobresalen especies como Isaria
fumosorosea, Verticillium lecanii, Beauveria bassiana y Metarhizium. Estos ultimos son

los més estudiados por su amplia distribucion geografica (Monzén, 2001).

La caracterizaciéon morfoldgica de estos asilamientos de hongos entomopatogenos nos
permitio clasificarlos el género, pero no la especie, debido a la alta diversidad de especies
de Beauveria (32 en el mundo) y Metarhizium (18 en el mundo) (GBIF y EOL, s.f). Por
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lo tanto, cabe mencionar que se necesita estudios mas especificos y detallados para poder
diferenciar una especie de otra, e incluso las variedades, un trabajo que se requiere de

mayor esfuerzo y tiempo.

Sin embargo; existe el método del analisis molecular para determinar de manera eficiente
las especies de dichos microorganismos. Siendo asi, los aislamientos generados es este
proyecto fueron sometidos a este tipo de andlisis. Los resultados permitieron determinar
siete cepas de hongos agrupados en dos géneros (Beauveria y Metarhizium). La presencia
de solo estos dos hongos se debe a la temporada de coleccion, es decir; en climas himedos
Beauveria bassiana puede prosperar muy bien y lo encontramos en suelos con alta
materia organica. Segun Garcia et al. (2011), Metarhizium prospera muy bien tanto en

temporadas hiumedos como secos, presentandose casi en todo tipo de suelos.

El tipo de analisis molecular aplicados para los aislamientos de hongos entomopatogenos
(AS1B, AS4A, AS4B, AS5A, AS5B, AS2 y AS3C) mediante la amplificacion del gen
TEF-1, se confirmé la idoneidad de este gen para la correcta identificacion de hongos
entomopatogenos. Resultados que confirman a los de Short et al. (2013), quienes
recomiendan el uso de locus genéticos (el factor de alargamiento de la traduccion 1-o
TEF1) y el gen de la ARN polimerasa Il (RPB2). Por lo que futuros estudios deben
procurar el uso de mas de un gen para establecer la correcta identificacién de organismos

cercamente emparentados.

Finalmente; el andlisis del nivel de patogenicidad de nuestros aislamientos de hongos
entomopatdgenos identificados molecularmente, resultaron ser patogenicas en tres
diferentes niveles: alta, media y baja. El nivel de patogenicidad alta se debe al tipo de
muestra utilizada para el aislamiento de los hongos entomopatdgenos. Es decir, los
aislamientos que fueron aislados por el método del insecto trampa y de hospederos de
cadaveres de insectos nativos resultaron ser mas patogénicas que los aislamientos directos
de muestras de suelo, tal como lo sefiala Pari et al. (2016), quien report6 que el nivel de
patogenicidad depende del tipo de muestra utilizada para su aislamiento. Ademas, los
substratos utilizados para la multiplicacion, la conservacion y desarrollo adecuado

influyen en el nivel de patogenicidad (Barajas-Ontiveros et al., 2009).

Por otro lado, estos resultados no guardan mucha relacion con otros trabajos de

investigacion donde se reportaron que asilamientos de Metarhizium causaron
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mortalidades superiores a 50% a partir de 19 dias en concentraciones de 10° esporas/mL
y para aislamientos de Beauveria bassiana han obtenido mortalidades de 50% en periodos
cortos (4 dias) a una concentracion de 1x10° esporas/mL (Sandoval et al., 2018). Mientras
que Rivera y Pinto (2001), encontraron una mortalidad acumulada del 100% antes de los
16 dias para adultos de Premnotrypes vorax provenientes de cria utilizando una dosis de
1x108 esporas/mL y en adultos colectados de campo presentaron mortalidades mayores
de 90% con aislamientos de B. bassiana y Metarhizium anisopliae. Estas diferencias
podrian ser a causa de la edad de los adultos utilizados como muestra para inoculacion y
lo mas importante por las condiciones ambientales. Puesto que en otros estudios
trabajaron con una humedad relativa superior a 75% y una temperatura mayor a 20 °C,
factores ambientales superiores a las nuestros, cuya temperatura media fue de 19 °C y

69% de humedad relativa, lo que explicaria las diferencias encontradas.

Durante el ensayo se utilizd insectos con caracteristicas semejantes en la coloracion y el
tamafio, por tanto hubo poca similitud en la distribucién de la mortalidad con respecto al
tiempo; esta diferencia presentada depende del origen y la edad del insecto. Los insectiles
provenientes de crianza masiva son mas susceptibles a la micosis producida por los
hongos entomopatogenos; por lo que existe una gran relevancia que tiene la condicion
fisiol6gica de un insecto en la expresion de la patogenicidad de un hongo entomopatdgeno
(Rivera y Pinto, 2001). Al igual que en larvas que son muy susceptibles a los hongos

entomopatogenos que pueden alcanzar mortalidades del 100% (Villamil et al., 2014).

Ademas; los resultados de mortalidad alcanzada en este test de patogenicidad estarian en
funcion a la dosis de solucién conidial empleada con respecto a las condiciones
ambientales (Temperatura y Humedad Relativa) ya que estos factores son determinantes
en el nivel de patogenicidad del hongo. Es decir; el espectro de accion de B. bassiana y
Metarhizium esta estrechamente relacionado con la radiacion solar, pH, temperatura,
humedad relativa y materia organica (Pefia et al., 2000; Torres et al., 2004; Cafiedo y
Ames, 2004), lo cual ha generado niveles altos de patogenicidad de cepas autdctonas
incrementando su efectividad desde los 5 dias alcanzando el 100% de mortalidad entre
los 10 a 25 dias (Barriga et al., 2002). Segun las condiciones ambientales establecidas
(HR: 69.92% y T: 19.43 °C), las cepas de Metarhizium sp. (AS5A Y AS5B) y B. bassiana
(AS4B, AS1B y AS4A) presentaron niveles de patogenicidad efectivas durante todo el

ensayo, esto a pesar de que la mayoria de especies de B. bassiana presentan un buen
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desempefio a bajas temperaturas, mientras que Metarhizium tiene un éptimo desarrollo a
altas temperaturas (Inglis et al., 1997). La mayor velocidad de desarrollo de los hongos
entomopatogenos oscila entre las temperaturas de 20° a 28°C. (Ortiz-Catén et al., 2011).
En el caso de B. bassiana requiere una humedad relativa superior a 60% para una mayor
esporulacion (Godoy et al., 2007) pero su uso estaria restringido a ciertas épocas donde
existe una baja presencia de humedad y la temperatura sobrepasa los 30°C (Garcia et al.,
2011). Mientras que Metarhizium garantiza ser efectivo debido a que sin importar las
condiciones del medio se hace presente y completa su ciclo con poca humedad relativa y
en temperaturas de 20-40°C (Garcia et al., 2011), liberando esporas bajo condiciones de
poca humedad, debido a que puede obtener la nutricion de los lipidos en la cuticula de los

organismos en la que entra en contacto (Navarro y Urbina, 2015).

Por lo tanto; estas caracteristicas propias de los hongos entomopatdgenos se puede utilizar
como una alternativa de control biol6gico y sostenible. Tal es el caso para Beauveria
bassiana, que se ha demostrado ser econémica y biolégicamente efectiva para controlar
insectos en diferentes cultivos. (Benavides et al., 2012). Actualmente el uso de estos
microorganismos se ha ampliado mediante bioformulados para aplicaciones en campo
reduciendo considerablemente el nivel de dafio de Premnotrypes vorax (Sandoval et al.,
2018; Rivera y Pinto, 2001). Sin embargo, la aplicacion debe realizarse conjuntamente
con préacticas de manejo integrado de otras plagas y enfermedades (Villamil et al., 2016),
mediante un control legal (Instituto Colombiano Agropecuario [ICA], 2011) y un control
quimico en época mas adecuadas de manera racional y basado en estudios de
compatibilidad In vitro con Beauveria spp. (Torres et al., 2004 y Diaz, 2013).

Las cepas de Metarhizium sp., presentaron mortalidades altas (superior al 90%). Estas
caracteristicas propias les confiere propiedades patogénicas para combatir esta plaga, ya
que el comportamiento y la estructura de sus células que modifican la pared celular,
resultan ser altamente virulentas (Monzo6n, 2001). Ademas, especies de este género
producen toxinas llamadas destruxinas que estan relacionadas con la virulencia debido a
que inhibe la sintesis de ADN, ARN y de proteinas en las células de los insectos (Monzén,
2001). Las destruxinas son capaces de inhibir la secrecién de fluidos por el tubo de
Malpighi (Quiot et al., 1985). Por estas razones, se puede afirmar que los hongos
entomopatogenos poseen un conjunto de mecanismos que pueden superar a las defensas

del hospedero.
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VI. CONCLUSIONES

Basado en los analisis morfologicos, los reportes de la distribucion y el analisis molecular,
temporalmente estos especimenes seran identificados como “Premnotrypes vorax”. Esta
condicion de identificacion temporal podria ser corroborada con futuros
secuenciamientos de P. latithorax y esta nueva especie (P. vorax) mediante colectas de

sus localidades tipos.

El andlisis morfoldgico para los hongos entomopatdgenos nos ha permitido clasificar a
siete cepas agrupados en dos géneros: Beauveria y Metarhizium. Sin embargo, mediante
la extraccion, amplificacion y secuenciamiento de ADN, se determind que: cinco cepas

pertenecen a Beauveria bassiana y dos para Metarhizium sp.

Todas las cepas identificadas como Beauveria bassiana y Metarhizium sp., resultaron
ser patogenicas sobre adultos de P. vorax. Resultando ser mas efectivas las cepas AS5A,
AS5B y AS4B (T6, T7 y T8) aisladas de hospederos de coledpteros. Su uso podria

resultar ser la mejor alternativa para implementar un manejo de control bioldgico de esta

plaga.

El analisis molecular fue una herramienta biotecnoldgica determinante en la
identificacion de especies de hongos entomopatégenos y de P. vorax, en corto tiempo y

a bajo costo.
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VIl. RECOMENDACIONES

Las cepas de Metarhizium sp., (SS5A y AS5B) y de Beauveria bassiana (AS4B)
demostraron ser altamente patogénicas a nivel de laboratorio, por lo que seria conveniente
realizar aplicaciones en campo para determinar su incorporacion a los programas de

manejo integrado de gorgojo de los Andes en los cultivos de papa en la region Amazonas.

El integumento de los insectos (constituido por quitina) ha sido empleado como fuente de
nutricion para hongos especializados, por lo que se sugiere realizar estudios para obtener
cepas con mayor nivel de patogenicidad y combatir plagas en cultivos de papa tales como:
Premnotrypes vorax (gorgojo de los Andes) y Symmetrischema tangolias (polillas de la

papa) y en el cultivo de café para el control de Hypothenemus hampei (broca).

El nivel de agresividad de hongos entomopatégenos esta en funcion al tipo de muestra
utilizada para su aislamiento. Por lo que estudios de evaluacion de substratos permitiran

identificar cepas nativas altamente patogenicas.

Estudios de analisis molecular permitiran la identificacion correcta de un nimero mayor
de cepas entomopatogenicas, ya que un analisis morfolégico no permite diferenciar

adecuadamente cripticismo inherente del fenotipo.
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