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RESUMEN

La presente investigacion se realizo en el Laboratorio de Investigacion de Sanidad
Vegetal (LABISANV), de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de
Amazonas, situado en la ciudad universitaria (UNTRM-A), barrio Higos Urco-
Chachapoyas. El objetivo fue aislar, identificar y caracterizar cepas nativas del
entomopatogeno Beauveria sp. con potencial para el control de la broca del café
Hypothenemus hampei. Se recolectaron muestras de cerezos de café de fincas
productoras de café orgénico, de los distritos de Chirimoto, Omia y Huambo de la
provincia de Rodriguez de Mendoza. Para lograr la identificacion y caracterizacion se
realizaron evaluaciones morfologicas y fisiologicas de diferentes aislados del hongo
Beauveria sp. Las caracteristicas fisioldgicas evaluadas fueron la patogenicidad, la
germinacion, la esporulacion y la tasa de crecimiento radial. Todas estas variables se
analizaron estadisticamente con las pruebas de Normalidad de Shapiro-Wilks y prueba
de Kruskal Wallis. Se aislaron siete cepas de Beauveria sp, que presentaron
patogenicidad de 91.01% en adultos de H. hampei, germinacién de conidios de 81.43%
al término de 24 horas, tasa diaria de crecimiento radial de 1.76 mm/dia y una

esporulacion de 21.38 x 10° conidios/ml en promedio.

Palabras claves: Caracterizacion, Beauveria sp, hongos entomopatdgenos,

Hypothenemus hampei.
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ABSTRACT

The present investigation was carried out in the Plant Health Research Laboratory
(LABISANV), of the Toribio Rodriguez de Mendoza National University of Amazonas,
located in the university city (UNTRM-A), Higos Urco-Chachapoyas neighborhood. The
objective was to isolate, identify and characterize native strains of the entomopathogenic
Beauveria sp with potential for the control of the coffee borer Hypothenemus hampei.
Samples of coffee cherry were collected from farms producing organic coffee from the
districts of Chirimoto, Omia and Huambo in the province of Rodriguez de Mendoza. To
obtain the identification and characterization, morphological and physiological evaluations
of different isolates of the fungus Beauveria sp. The physiological characteristics evaluated
were pathogenicity, germination, sporulation and radial growth rate. All these variables were
analyzed statistically with the Normality tests of Shapiro-Wilks and Kruskal Wallis test.
Seven strains of Beauveria sp were isolated, which showed pathogenicity of 91.01% in
adults of H. hampei, germination of conidia of 81.43% at the end of 24 hours, daily rate of

radial growth of 1.76 mm / day and sporulation of 21.38 x 10° conidia / ml on average.

Key words: Characterization, Beauveria sp, entomopathogenic fungi, Hypothenemus

hampei.
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INTRODUCCION

Actualmente 37 millones de hectareas son dedicados a cultivos producidas
organicamente en el mundo, al tiempo que la comercializacion global de estos alcanza
un estimado de € 44.5 billones, de acuerdo al estudio “the woel of Organic Agriculture”
de 2012. (Tudela, 2015).

A nivel mundial 1.6 millones de productores estan utilizando métodos organicos y
aproximadamente el 80% de ellos se encuentra en paises en desarrollo (Tudela, 2015).
En comparacion a otros paises en via de desarrollo como Brasil y Colombia, el Pert no
cuenta con una politica econémica que brinde, en su totalidad, ayuda a los productores
comercializadores de café organico, los cuales no logran una mejora en la oferta
exportable del producto. (Solis, 2017. Citado por Leiva, Roman y Rubio, 2017).

El sector cafetalero requiere una atencion especial que involucre un cambio estructural
dentro de las politicas publicas nacionales, requiriéndose mayor compromiso y
participacion que contribuya a prestar mayor atencion a los pequefios agricultores,
quienes estdn en condiciones de mayor desventaja, para mejorar su capacidad
productiva y de organizacion (Leiva et al., 2017).

La broca del café, Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coledptera: Scolytidae), es el
insecto plaga mas importante entre los que afectan a la caficultura en todo el mundo
(Pardey, 2005).

En Africa, region de origen de H. hampei, se han estudiado diversas especies de
enemigos naturales, las que se han utilizado exitosamente en programas de control
bioldgico clasico en otras regiones del mundo, principalmente los parasitoides
Cephalonomia stephanoderis Betrem (Hymenoptera: Bethylidae), Heterospilus
coffeicola Schenedeken (Hymenoptera: Braconidae), Phymastichus coffea La Salle
(Hymenoptera: Eulophidae) y el hongo entomopatdgeno Beauveria basiana (Balsamo)
Vuillemin (Hyphomycetes: Moniliales), entre otros Baker; Vega et al.,(Como se cit6 en
Vazquez et al., 2006).

El hongo Beauveria bassiana es usado para el control de un gran nimero de insectos
plaga y es la especie de entomopatégeno comercialmente mas utilizada alrededor del
mundo Alves et al. (como se citdé en Gongora, Marin y Benavides, 2009).
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Rodriguez de Mendoza es una de las provincias del departamento de Amazonas, que se
encuentra a 1300 m.s.n.m y se destaca por ser una de las principales zonas productoras
de café en el departamento de Amazonas. La produccion de la mayoria de fincas de la
provincia viene siendo afectada por el insecto Hypothenemus hampei (Ferrari) que
puede causar pérdidas de hasta 40 % de la cosecha en campo. Los caficultores se ven
perjudicados y si muchas opciones, ya que no pueden hacer uso de productos sintéticos
debido al sistema de produccion organico que utilizan, el cual excluye el uso de tales

sustancias.

Los agricultores organicos tienen como opcidon los controles amigables con el medio
ambiente. Dichos controles se apoyan en métodos integrados para la represion de plagas
y enfermedades; uno de ellos el control biolégico, con el uso de microorganismos o
insectos capaces de depredar o parasitar un insecto plaga que afecta el cultivo de café u
otro.

La presente investigacion busca una solucion amigable con respecto al medio ambiente
y la salud publica, optando por el trabajo con microrganismos ya conocidos por muchos
estudiosos en la materia, pero desconocido aun para la gran mayoria de los pequefios
agricultores; esta investigacion centra su interés en el aislamiento, identificacion y
caracterizacion de nuevas cepas nativas del microorganismo entomopatdgeno

Beauveria sp. para el control de la broca del café H hampei.

Il. OBJETIVOS

2.1.0Dbjetivo general
Evaluar y caracterizar cepas nativas de Beauveria sp colectadas de plantaciones
comerciales de café.

2.2.0Dbjetivos especificos

1. Seleccionar fincas de café con potencial de cepas nativas del hongo Beauveria sp e
incidencia de Hypothenemus hampei mayor al 15%.
2. Evaluar la patogenicidad de los aislamientos del hongo Beauveria sp.

3. Caracterizar morfologica y fisiolégicamente aislamientos de Beauveria sp.
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I1l. MARCO TEORICO

3.1. Antecedentes de la investigacion

En Venezuela, Cazorlay Morales (2016), estudiaron 13 aislamientos nativos del hongo
entomopatogeno Beauveria bassiana con el objetivo de evaluar el efecto de
formulaciones de conidias con bases acuosas Yy aceitosas (soya 50%) en ninfas estadio
IV del triatbmico Rhodnius prolixus. Se utiliz6 una concentracion de 1x 107
conidias/ml bajo condiciones de laboratorio (26°C, HR>90%). Dichas suspensiones se
aplicaron por inmersién, realizandose las evaluaciones durante 24 dias. Los resultados
mostraron que las suspensiones de conidias aceitosas fueron significativamente mas
eficientes al incrementar la mortalidad y eficacia y disminuir el (TL)_50de los
aislamientos; de los cuales dos aislamientos (LF14 y LF13) demostraron mayor
porcentaje de mortalidad acumulada, eficacia y menor (TL) 50 siendo buenos

candidatos para pruebas a nivel de campo.

Suérez, (2016), en su trabajo de investigacion: Caracterizacion de aislados autdctonos
del hongo entomopatogeno Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin; realizado en
Cuba, obtuvieron aislados de B. bassiana (Balsamo) que muestren variabilidad
intraespecifica con potencialidad para el manejo de organismos nocivos de interés
agricola; realizaron ademas, una caracterizacion morfoldgica, evaluando el efecto de
temperatura y el pH sobre la velocidad de crecimiento y la produccion de conidios, asi
como su efectividad bioldgica; encontrandose entre los aislados diferencias
significativas en cuanto a las caracteristicas de sus colonias y el tamafio de los
conidios; el aislamiento Bn alcanzé una mayor velocidad de crecimiento y produccion
de conidios a 25°C con valores de 3.29 mm/dia y 9,8x108 conidios /ml. Las

temperaturas entre 25 30°C fueron las mas favorables para el desarrollo de los aislados.

Gerénimo, et al (2016), realizaron investigaciones en Tabasco, México, sobre
aislamientos nativos de Beauveria bassiana con potencial antagénico, con la finalidad
de contar un medio de control de Hypothenemus hampei, 12 cepas se aislaron y
caracterizaron segun variables fisiologicas y patogénicas. El crecimiento micelial
(CM), la velocidad de germinacion y la produccion de conidios (PdC) en agar-dextrosa

de Sabouraud + 0,1% de extracto de levadura (ADS+EL), son las variables fisioldgicas



consideradas y evaluadas a 25, 30 y 35 °C. Ademas, se evaluaron la PdC en arroz a 25
°C. Encontrando diferencias (P < 0,001) en el CM de los aislamientos. La temperatura
favorable para el CM fue de 25 a 30 °C. El tiempo requerido para la germinacion del
50% de los conidios (TG 50) vari6 de 12,6 a 15,9 h. EI TG 90 vario6 de 16,9 a 61,5 h.
Los mejores TG 50 y TG se obtuvieron a 25 y 30°C. La temperatura dptima para la
germinacién fue 30 °C. Hubo diferencias (P < 0,001) en la PdC en medio ADS+EL, y
la temperatura 6ptima para la PdC fue 25 °C. Asi también, hubo diferencias (P <0,001)
en la PdC en arroz. La efectividad 90 patogénica de los aislamientos de B. bassiana
sobre H. hampei fue del 100% a las 144 h. El tiempo para matar el 50% de la poblacion
(TL50) vario6 de 71,8 a 104 h. Asi también, el TL vari6 de 91,8 a 132,8 h. Las cepas
nativas BbTcf9, BbTcf5 y BbTcfl, fueron seleccionadas para su evaluacion en

condiciones de campo.

Segun Villamil, Martinez y Pinzon (2015), el gusano blanco (Premnotrypes vorax
Hustache.) es una plaga clave en el cultivo de papa en Colombia, debido a las pérdidas
en calidad del tubérculo las cuales pueden llegar hasta el 100% dependiendo del nivel
de poblacion y manejo del cultivo. La investigacion tuvo como finalidad evaluar in
vitro de aislamientos autdctonos de Beauveria spp. sobre P. vorax. Los aislamientos
fueron obtenidos de larvas y adultos infectados de Premnotrypes vorax, Tecia
solanivora, Phthorimaea operculella, Aepytus sp., Hypothenemus hampei y

Rynchophorus palmarum, colectados en campo Yy aislados con técnicas In vitro.

De ocho aislamientos obtenidos de Beauveria sp, se seleccionaron cinco (Bv01, Bv02,
Bv05, Bv07 y Bv08) por presentar un porcentaje de mortalidad superior al 60% sobre
larvas de P. vorax. La evaluacion de eficacia se realizo en diez larvas de P. vorax. Las
larvas se desinfectaron y sumergieron en una suspension de 1x10, se realizaron
observaciones por 16 dias, cada 48 horas evaluando porcentaje de mortalidad. Se
empled un disefio completamente al azar, con seis tratamientos y cuatro repeticiones.
Los resultados mostraron que 16 dias después de la inoculacién, se present6 el 100%
de mortalidad de las larvas para los cinco aislamientos, siendo el aislamiento BvO7 el

que presento la mayor actividad patogénica sobre P. vorax In vitro.



Segun Peteira et al. (2011), realizaron estudios de caracterizacion bioquimica de seis
aislamientos de Beauveria bassiana, para el proceso de un agente de control biolégico
como producto, estudiando su modo de accion, los metabolitos que en él participan y
su expansion en las cepas del hongo, afin de garantizar conocimiento util para la
seleccion en Cuba. Concluyéndose que, es necesario el estudio de esta caracteristica
de diferentes aislamientos para seleccionar los mas virulentos; no hubo diferencia
significativa en la morfologia de los conidios ni correlacion de la virulencia con el

tamario de las mismas.

El estudio realizado por Pariona, Castellanos y Le6n (2007), evidencia el aislamiento
y caracterizacion de cuatro cepas de B. bassiana tomadas de ejemplares de langosta
Schistocerca piceifrons peruviana procedente de la Provincia de Huamanga del
Departamento de Ayacucho. La capacidad entomocida de las cuatro cepas fue
evaluada en la langosta Schistocerca piceifrons peruviana los resultados muestran que
dichas cepas en su totalidad producen un 100% de mortalidad, cuyo tiempo necesario
para la mortalidad del 100% de los individuos describié un intervalo de 8,38 a 9,16

dias.

Echeverria (2006), en su trabajo de investigacion “Caracterizacion bioldgica y
molecular de aislamientos del hongo entomopatégeno Beauveria bassiana (balsamo)
Vuillemin” data el aislamiento en diez diferentes zonas del pais de Costa Rica, que
fueron evaluadas biolégicamente segun (TDCR), produccién de esporas y resistencia
a la luz ultravioleta y patogenicidad ante Hypothenemus hampei; donde la (TDCR)
evidenci6 una diferencia significativa en tres cepas; la produccion de esporas revelo el
comportamiento en dos tipos, los de alta y reducida esporulacion y la evaluacién de
agresividad ante broca revelo una colonizacion del 100% antes de los 9 dias de la
exposicion inicial en dos cepas. Todos los aislamientos son cepas, pocas muy
relacionadas, dos muy distanciadas genéticamente. Ninguna relacion bioldgica o

geografica pudo correlacionar con algun grupo clasificado.



Bases tedricas

3.1.1. Broca del café (Hypothenemus hampei)

3.1.1.1.Clasificacion taxonomica
Clasificacion taxonomica de la broca del café segun (Ticheler, 1991) citado
por (Goicochea, 2017).
Phyllum : Artropoda

Clase : Hexapoda (Insecta)

Orden : Coledptera

Familia : Scolytidae

Género : Hypothenemus

Especie : Hypothenemus hampei (Ferrari 1867. Citado por Goicochea,
2017).

3.1.1.2.Importancia econémica
La broca es originaria de Africa. Descubierta como plaga del café en Gabon en
1901, su distribucion actual es cosmopolita. La broca pasa casi todo su ciclo de
vida dentro de la semilla o grano, lo cual trae consigo pérdidas directas a la
produccién y calidad del café. Los paises productores de café mas importantes

del orbe tienen presentes la broca del café en sus cafetales (Barrera et al, 2006).

3.1.1.3.Biologia de la broca del café
La broca es un pequefio insecto escolitido mondéfago, con reproduccion tipo
espanandria, de unos 2.0 mm de longitud (Barrera et al., 2006).
En 30 dias, una broca fundadora puede dar origen a 35 individuos en una
proporcion de 10 hembras por un macho, si los insectos continGan
reproduciéndose, se pueden encontrar mas de 100 descendientes en una sola
cereza, todos ellos emparentados, pues el apareamiento se realiza entre
hermanos y hermanas (Barrera et al., 2006).
Las hembras maduran sexualmente a los 3-4 dias después de transformarse en
adultos.(Barrera et al., 2006).
En época lluviosa, cuando la reproduccion es continua, se ha estimado un
tiempo generacional aproximado de 45 dias a 25°C, con una capacidad innata

de crecimiento (Barrera et al., 2006).
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Los machos tienen alas atrofiadas, razon por la cual no vuelan ni participan en

la colonizacién del hospedero (Barrera et al., 2006).

3.1.1.4.Descripcion del insecto

La broca tiene metamorfosis completa: huevo, larva, pupa y adulto(Barrera,
2002). Huevo: Es eliptico, cristalino y hacia la madurez es amarillento. Larva:
No tiene patas, es blanca-amarillenta, con el cuerpo en forma de “C” y la parte
tordxica méas ancha. La cabeza es de color café claro con las mandibulas
visibles y extendidas hacia adelante. Antes de convertirse en pupa, la larva pasa
por un estado llamado prepupa, el cual es semejante a la larva, pero su color es
blanco- lechoso, su cuerpo es menos curvado que la larva y no se alimenta.
Pupa: Es de color blanco lechoso y amarillenta hacia la madurez. Presenta
muchas de las caracteristicas del adulto. Adulto: Es de cuerpo negro brillante,
alargado, cilindrico y ligeramente arqueado hacia la region ventral con una
longitud de 1.50 a 1.78 mm. La cabeza se sitla ventralmente y es protegida por
el pronoto. Las antenas son acodadas y terminan con forma de un mazo. El
aparato bucal es masticador y los élitros son convexos y presentan estrias
longitudinales alternadas con series longitudinales de cerdas. Las hembras
poseen alas bien desarrolladas que le permite volar con habilidad, mientras que
las alas de los machos estan atrofiadas. Las hembras se diferencian facilmente
de los machos porque son mas grandes (Barrera, 2002).

3.1.1.5.Dafio

El dafio que le ocasiona la broca al fruto de café consiste en perforaciones a los
frutos y caida de éstos cuando atacan frutos jovenes (Bustillo, 2007).

Se encontrd que cuando la broca ataca frutos de café de dos meses de edad,
mas del 50% de los frutos afectados caen de las ramas y muchos de ellos toman
un color caracteristico de la madurez; pero si el ataque ocurre después de los
tres meses de edad, la caida de frutos es menor del 23,5% (Bustillo, 2007).

La pérdida de peso del café pergamino seco por causa de la broca fue en
promedio de 18,1%, y los frutos que fueron atacados tempranamente tienen
maduracion prematura, lo cual repercute en un manchado del pergamino de los

granos sanos (Bustillo, 2007).



Figura 1. Dafio ocasionado en fruto  Adaptado de, (Colonia, 2012).

3.1.2. Hongos entomopatdgenos

3.1.2.1.Mecanismo de accién de los hongos entomopatogenos

A diferencia de otros patdgenos de insectos, los hongos entomopatdgenos no
necesitan ser ingeridos para comenzar el ciclo infectivo, ya que en general
invaden al hospedador mediante la penetracion de su cuticula (Pedrini et al.,
como se citd en Huarte y Pedrini, 2017).

Figura 2. Esquema del ciclo infectivo de hongos entomopatdgenos.
Tomada de Huarte y Pedrini, 2017. (A) Un conidio se adhiere a la cuticula del insecto (paso 1).

El conidio germina y se produce el tubo germinal (paso 2). La presién mecanica, la secrecion de
enzimas y la degradacién de componentes cuticulares se emplean para romper la cuticula (paso
3). El hongo cambia al crecimiento de cuerpos hifales (semejantes a blastosporos) para colonizar
el hemocele del hospedador (paso 4), donde secreta toxinas y se alimenta de azUcares en la
hemolinfa. Los blastosporos evaden o superan las respuestas inmunes del hospedador (paso 5).

(B) Después de que el huésped ha muerto (paso 6), el hongo rompe la cuticula nuevamente desde



el interior y esporula en el cadaver (paso 7). Las flechas indican la direccion del crecimiento de

las células flngicas.

a)

b)

Adhesion de la espora a la cuticula de hospedero y germinacion de la
espora

El primer contacto entre el hongo entomopatdgeno y el insecto sucede cuando
la espora del primero es depositada en la superficie de este Ultimo. El proceso
de adhesion ocurre en tres etapas sucesivas: adsorcion de la espora a la
superficie mediante el reconocimiento de receptores especificos de naturaleza
glicoproteica en el insecto, la adhesion o consolidacion de la interfase entre
la espora pregerminada y la epicuticula y finalmente, la germinacién y
desarrollo hasta la formacion del apresorio para comenzar la fase de

penetracion Tanada et al., (Como se cito en Téllez et al., 2007).

Penetracion en el hemocele

Una vez establecido el proceso de adhesion, continua la penetracion la cual
es posible gracias a la accion combinada de dos mecanismos uno fisico y uno
quimico, el primero consiste en la presion ejercida por una estructura fungica
denominada haustorio, la cual deforma primeramente la capa cuticular
rompiendo luego las areas esclerosadas y membranosas de la cuticula. (Téllez
et al., 2007).

El mecanismo quimico consiste en la accion enzimatica, principalmente de
actividades hidroliticas tales como proteasas, lipasas y quitinasas, las cuales
degradan el tejido en la zona de penetracion, facilitando la entrada del hongo
(Monzon, 2001). Estudios in vitro indican que en la digestion del integumento
sigue una secuencia de lipasa-proteasa-quitinasa Tanada y Kaya (Como se
citd en Téllez et al., 2007).

Se ha observado que la accion enzimética puede ser coadyuvada por la
secrecion de 4&cidos organicos, como el &cido oxalico Bidochka y

Kachatourians (Como se cito en Téllez et al., 2007).



c) Replicacion en el hemocele
Ya en el interior del insecto, los hongos deben enfrentarse con los
mecanismos de respuesta del sistema inmune para lo cual han desarrollado
estrategias defensivas e inmunosupresoras, como la produccion de toxinas o
cambios estructurales en su pared celular. Un tema muy comdn en la literatura
de patologia de insectos es la produccion de toxinas por diversas especies de

hongos entomopatdgenos (Téllez et al., 2007).

3.1.3. Genero Beauveria

3.1.3.1.Clasificacion taxondmica
Agostino Bassi fue el prime cientifico en demostrar en 1835 que Beauveria
bassiana afecta al gusano de seda “Bombix mori”. A partir de ese momento se
ha descrito varias especies de Beauveria, segun sus caracteristicas morfolégicas
y genéticas, tales como B. bassiana, B. brongniartii, B. vermiconia, B. velata y

B. calendonica. Glare e Inwood, (Como se citd en Vargas, 2003).

Clasificacion taxonomica del género Beauveria sp. modificado de Hernandez,

(2016).
Reino : Fungi
Filum : Ascomycota

Subfilum : Pezizomycota
Clase : Sordariomycetes

Sub clase : Hypocreomycetidae

Orden : Hypocreales
Familia  : Clavicipitacea
Género : Beauveria.

3.1.3.2.Morfologia
Morfolégicamente, B. bassiana forma hifas septadas de 2,5 a 25 um de diametro,
de donde se forman conidioforos simples raramente agrupados, con apariencia
de botella (méas ancho en el centro que en los extremos), los cuales sostienen los
conidios, originales de forma simpodial o acrépeta, dando una apariencia en

zigzag al raquis. Las esporas son esféricas y levemente ovaladas en medios
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aerobios, pero mas ovaladas en medios anaerobios, llamadas blastosporas
(Torres, 2012).

Sin embargo, independientemente de su morfologia, presentan igual capacidad
de infeccion. Tanto las esporas como las hifas son hialinas, por lo que su
apariencia es blancuzca Borron (Como se citd en Torres, 2012).

3.1.3.3.Manejo integrado de plagas
El Manejo Integrado de Plagas (MIP) se origind como respuesta al excesivo uso
de plaguicidas en la agricultura tecnificada. El1 MIP se define como “una
estrategia de caracter preventivo y perdurable que combina varias tacticas
compatibles para reducir las poblaciones de organismos a niveles que no causen
pérdidas econdmicas importantes, con efectos negativos minimos sobre el

ambiente y la salud humana” (Bricefio, 2017).

Respecto al control de H. hampei, Bustillo y colaboradores (1999) en Colombia,
han reportado que, a nivel de campo, aspersiones liquidas de 1x10° esporas/ml
del hongo ocasiona una mortalidad de un 30% ante H. hampei. En nuestro pais,
se obtuvo un resultado similar comparado con la cepa colombiana Bb 9205
(CENICAFE) y dos aislamientos nativos, lo cual evidencia un alto grado de
virulencia de las cepas nativas. Asi mismo a nivel de laboratorio, estos estudios
han reportado que la mortalidad del 50% de las brocas se produce a los 6 dias,
incluyendo més cepas nativas, revelando, ademas, un alto grado de esporulacion.
Es mejor dispersar con esporas que con micelios, para mantener el efecto sobre

el suelo y asi, sobre el insecto plaga (Echeverria, 2006).

3.1.4. Caracterizacion morfologica y fisiolégica

3.1.4.1.Caracterizacion morfologica
Consiste en el analisis de aspectos morfoldgicos a nivel microscopico, es decir,
formas, colores y dimensiones de las estructuras reproductivas (cuerpos
fructiferos, conidias, esporas, conidioforos, fidlides) o células vegetativas

(estomas, cuerpos hifales, rizoides, cistidios). A nivel macroscépico, son
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analizados caracteres, tales como: capacidad de formar sinemios, la apariencia
de los cultivos en medios definidos, la forma, la coloracién y el olor de las

colonias (Alvarez, 2013).

3.1.4.2.Caracterizacion fisioldgica
La caracterizacion fisiologica se realiza mediante la evaluacion de las variables

0 parametros considerados, en forma rutinaria, en el control de calidad de
formulaciones de hongos entomopatégenos Vélez et al. (Como se citd en

Vélez, Estarda, Gonzalez, Valderrama y Bustillo 2001).
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales

4.1.1. Ubicacion del area de estudio
La presente investigacion se realizo en el Laboratorio de Investigacion en Sanidad
Vegetal (LABISANV), situado en la Ciudad Universitaria de la Universidad
Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas, barrio Higos Urco, ciudad
de Chachapoyas. Chachapoyas se encuentra ubicada a una altitud de 2.334 msnm, en
el nor-oriente peruano, con una temperatura promedio 18°C y humedad relativa de
74%.

4.1.1.1.Ubicacion geogréfica: Laboratorio de Investigacion en Sanidad Vegetal

CAMPUS UNIVERSITARIO LABORATORIO DE
DE LAUNTRM INVESTIGACION

DE SANIDAD VEGETAL

(LABISANY)

REPUBLICA
DEL PERU

DEPARTAMENTO
AMAZONAS

Figura 3. Mapa de la ciudad universitaria UNTRM-A y Laboratorio de Investigacion en Sanidad Vegetal.

Ubicacién geogréfica: a) Mapa de la Republica del Perd, b) Mapa del Departamento de Amazonas, c)

Laboratorio de sanidad vegetal ubicado dentro de la ciudad universitaria (UNTRM-A).

13



4.1.1.2. Ubicacion geografica de la zona de recoleccion de muestras bioldgicas.
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Figura 4. Mapa de ubicacién geogréafica (Provincia de Rodriguez de Mendoza — Amazonas)
Area de recoleccion de muestras de café cerezo, caracteriza el momento y el lugar donde se recolectaron

dichas muestras. Mapa geografico de la Provincia de Rodriguez de Mendoza donde se muestra los tres
distritos con diferente coloracion, donde se llevé a cabo el muestreo y recoleccién, Mapa del distrito de
Huambo, Mapa del distrito de Omia y Mapa del distrito de Chirimoto, coordenadas UTM Zona 18S.
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4.2.Métodos y procedimientos

4.2.1. Caracteristicas de la investigacion
La investigacion se efectudé en dos fases: La fase de campo (recoleccion de
muestras) y de laboratorio; esta Gltima se desarroll6 en tres etapas complementarias
unas de otras, para la seleccion de cepas de Beauveria sp con alto grado de
agresividad y control de adultos de broca del café (ABC), se utilizd la prueba de

patogenicidad bajo un disefio experimental en su desarrollo y evaluacion.

A. Fase campo

4.2.2.Evaluacion y seleccion en fincas cafetaleras
Para recoleccién de muestras de café cerezo en el presente trabajo de investigacion,
se realizo la seleccion de fincas mediante un muestreo estratificado de las parcelas.
Con el desarrollo de esta prueba se obtuvo una muestra significativa del 10% de un
total de 67 fincas identificadas inicialmente. Estas siete fincas fueron seleccionadas
e identificadas de acuerdo al nimero de unidades agropecuarias que presentan cada

distrito, quedando distribuidas de la siguiente manera:

Tabla 1. Porcentaje (%) de incidencia de broca del cafe.

Distrito N° de fincas % de incidencia de broca
‘Chirimoto 3 26%

Huambo 3 17%

Omia 1 14%

Una vez realizada la evaluacion, seleccion, identificacion y distribucion de las siete
parcelas, se procedid a recolectar las muestras bioldgicas en los tres distritos de la

provincia de Rodriguez de Mendoza.
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4.2.3.Recoleccion de muestras de café cerezo atacadas por broca con presencia de
Beauveria sp.
En cada parcela se recolectaron 100 cerezos brocados, de los cuales fueron
recuperados cuerpos vivos y muertos de ABC, en los que se observo presencia o

ausencia de hongos entomopatogenos (Gerénimo et al., 2016).

La recoleccion de las muestras se realizo de acuerdo a la técnica de muestreo
estratificado que ayudo6 a aumentar la precision del trabajo, dicho método permite
sectorizar cada parcela en estratos, dando opcion a evaluar cada estrato de forma
individual; el estrato de interés a analizar estuvo conformado por las plantas de
cafés bajo sombra, cuyos frutos presentaban dafios por ABC y presencia de
Beauveria sp. La muestra de frutos de café se recolectd de la parte media de la
planta, como se muestra en el protocolo de recoleccion de muestras en campo
(Figura 5).

Figura 5. Protocolo de recoleccion de siete muestras de café cerezo en campo.

(a) Disefio del muestreo estratificado en campo, (b) Evaluacion de incidencia de ABC, (c) Geo-
referenciacién de la parcela, (d) Recoleccion de muestras de cerezo de café, destinadas al
laboratorio.
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Para el muestreo estratificado, los principales estimadores vienen dados por las

siguientes expresiones:

Total: % = Yfoq NpXp

. N _ Np _
Media: X=Xk Wik, = Zz’§=17hxh
Proporcion: P =35 wyby
Donde:

Xh: Es la media muestral de la variable X en el estrato h.

Nh: Es el tamafio del estrato h.

N: Es el poblacional.

nh: Es el tamafio muestral de la variable en el estrato h.

n: es el tamafio muestral.

Ph: Es la proporcion de la variable en el estrato h y la estimacion del error que

cometemos al estimar los parametros poblacionales viene dado por:

Total: D(®)=Yk_ N2(1- fh)i—’z ,
Con Thofit v Shegotosit, xhomn
Media 0G9) = Ty wh(1 - fi) 2,
Proporcion: D) =Yk_ w21 - f) ih_@f,
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B. Fase laboratorio

4.2.4. Etapa N°1: Aislamiento y purificacion de cepas nativas de Beauveria sp.

a). Aislamiento de siete cepas nativas de Beauveria sp.
Los aislamientos de las siete cepas de Beauveria sp. fueron realizados de los
cuerpos de ABC recuperados de cerezos de café, de muestras colectadas en

campo de fincas cafetaleras identificadas.

En el aislamiento, se realiz6 la limpieza y desinfeccion de los cuerpos de ABC,
para lo cual los insectos extraidos de los cerezos de café fueron sumergidos en
una solucién de hipoclorito de sodio a una concentracion de 0,5%, durante 5
minutos para su desinfeccion superficial, seguidamente se enjuagaron con agua
destilada estéril, luego los insectos se colocaron individualmente en camaras
himedas (90% HR y 25 °C) para ser incubadas durante 8 dias y asi brindarle al
hongo entomopatdgeno un ambiente favorable, permitiendo su desarrollo en los
cuerpos de ABC (Geronimo et al., 2016).

Al segundo dia de incubacion, se inicié la observacion periodica a cada una de
las cAmaras himedas; los individuos donde se detecto crecimiento de micelio del
hongo Beauveria sp, fueron apartados y se realizo la transferencia del micelio a
placas petri que contenian medio de cultivo papa agar dextrosa (PDA), la técnica
empleada en esta accion fue la siembra por agotamiento; todo esto se realizd bajo
condiciones asépticas. Una vez que aparecieron las colonias del hongo, se
realizaron repiques (nueva siembra del micelio). Estos repique se realizaron
tomando micelio del borde de la colonia anteriormente sembrada, sembrandola
en una nueva placa con PDA, hasta lograr colonias puras para cada uno de los

aislamientos (Villamil y Martinez, 2014).

Como se muestra en la figura 6 (Protocolo de aislamiento de siete cepas nativas

de Beauveria sp.).
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Figura 6. Protocolo de aislamiento de siete cepas nativas de Beauveria sp.

(a) Muestras codificadas, (b) Extraccion de insectos infectados, (c) Desinfeccién de muestras,
(d) Incubacidn de la camara himeda.

b). Cultivo monosporico

Para el desarrollo de esta actividad se utilizd la metodologia descrita por

(Echeverria, 2006) con algunas modificaciones.

Se prepar6 medio de cultivo semi-sélido que contenia papa agar dextrosa (PDA).
Cada cultivo multiespérico obtenido del aislamiento inicial, fue mantenido en
crecimiento y desarrollo entre 15-21 dias a 25°C y una humedad relativa del
70%; de cada cultivo se realizé la extraccion de sub muestras en una cdmara de
flujo laminar, con un saca bocado de 5mm? se extrajo la cantidad de tres
unidades (discos). Esto se realiz6 de la superficie de la colonia donde se visualizd
el crecimiento del hongo y esporulacion en forma notoria para luego ser
depositado en un tubo de ensayo de 15 ml de volumen, el cual contenia 9 ml de

agua destilada estéril.

Una vez afadidas las tres sub muestras a cada tubo de ensayo, éstos se agitaron
fuertemente en un vortex digital aproximadamente por 3 minutos, todo esto con
la intencion de desprender las esporas del medio de cultivo y homogenizar la

solucion. Posteriormente se realizd una dilucion seriada para permitir la
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cuantificacion de las esporas/ml, realizdndose una prueba piloto con tres aislados

y sus diluciones correspondientes.

Para esto se tomd 1 mililitro del tubo de solucion madre y se procedié a diluir
hasta la cuarta y quinta dilucion con un factor de 1071, luego de culminar con
este proceso, se extrajo 200 pl de cada tubo cuya concentracion era de
10~*y 107>, el volumen extraido fue depositado en un micro tubo de plastico
de centrifugacion de 1 ml de volumen, luego de esto se afiadidé 800 ul de agua
destila estéril para completar el volumen de micro tubo; este proceso fue repetido
para cada muestra; ya en esta etapa la muestra estaba lista para ser sembrada en
medio de cultivo PDA.

Una vez obtenida la dilucion final en el micro tubo eppendorf, se realizo la
siembra, tomando con una micropipeta el volumen de 50 pl de solucion conidial
y depositandola sobre la superficie del medio de cultivo PDA luego de esta
accion, con una espatula de Drigalsky se diseminé por toda la superficie de la
placa para asegurar un distanciamiento entre esporas al momento de la
germinacién; Se envolvieron las placas con papel bond estéril y se traslad6 a una
incubadora a 25°C y 70% HR, durante 24 horas. Se realizaron tres repeticiones
para cada aislamiento. Este proceso de siembra se realizé en una cdmara de flujo

laminar para asegurar un nivel bajo de contaminacion.

Transcurrido el tiempo promedio de incubacidn, se observo de forma directa el
reverso de cada placa en busca de esporas en proceso de germinacion, de forma
individual, luego de esto se corroboré en el microscopio para precisar la
ubicacidn de las esporas, las cuales fueron resaltadas con un marcador indeleble
para su facil localizacion al momento de realizar la extraccion del area donde se
encontraba dicha espora, pasar ser trasladada a una nueva placa Petri con PDA
donde completaron su desarrollo fisiologico. Cabe resaltar que los resultados
obtenidos en dicha prueba piloto fueron decisivos para la estandarizacion del
proceso monospadrico ya que se logrd obtener un rango entre dos a siete esporas
germinadas por placa petri, de las diluciones 10™*y 10~5 respectivamente,

optando por realizar el mismo proceso con todos los aislados en estudio, pero
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con la dilucién 10™* ya que nos aseguraba una mayor cantidad de esporas
germinadas para el trabajo, evitando asi el peligro de la pérdida total del material
y tiempo que se corria con la dilucién 10~> ya que su concentracion de esporas

era muy baja, entre dos a tres esporas y en ocasiones cero.

Una vez obtenida la espora individual germinada; en la camara de flujo laminar
y con ayuda de un saca bocado de acero inoxidable se corté el area delimitada,
con una punta flameada se extrajo y se coloc6 un disco en una nueva placa Petri
con PDA recién preparada y gelificada. Se dejaron en incubacion bajo las
mismas condiciones anteriores, durante 15 dias para su completo desarrollo

fisiolégico, como se observa en la figura 7 (Protocolo de cultivo monospérico

de siete cepas nativas de Beauveria sp.).

Figura 7. Protocolo de cultivo monospdrico de siete cepas nativas de Beauveria sp.
(a) Colonia multiespdrica de B sp, (b) Materiales empleados en el proceso, (¢) Preparacion de

los tubos para dilucion seriada, (d) Proceso de dilucién seriada, (e) Siembra en camara de flujo
laminar, (f) Deteccion de la espora germinada en microscopio, (g) Espora germinada a partir de
una sola célula, (h) germinacion después de 48 horas 4ta y 5ta dilucion, (i) proceso final,

obtencion de la colonia pura a partir de una sola espora.
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4.2.5. Etapa N°2: Determinacion de la capacidad entomopatdgena de las cepas
nativas de Beauveria sp sobre ABC.
a). Recoleccion de muestras. Las muestras de cerezos de cafe fueron
recolectadas de fincas anteriormente seleccionadas las cuales presentaban
incidencia de ABC mayor al 15 %. Posteriormente las muestras fueron llevadas
al laboratorio donde se realizd la recuperacion de ABC de buena movilidad, para

la respectiva prueba y evaluacion.

b). Prueba de patogenicidad. Se evalu6 la patogenicidad segun el trabajo
descrito por (Geronimo et al., 2016) con algunas modificaciones.

Para el ensayo en laboratorio se usaron siete tratamientos (aislados del hongo
Beauveria sp) y un testigo el cual fue considerado como un tratamiento mas (T0),
tratado solo con agua destilada estéril. Para la aplicacion de Beauveria sp a los
siete tratamientos se utilizé el método de inmersion, que consiste en sumergir 10
ABC colocadas dentro de una malla de tela, en una solucion de cloro al 0.01%,
por un minuto, para su desinfeccién; luego fueron sumergidas en 100 ml de agua
destilada durante otro minuto para eliminar los residuos de cloro. Una vez
desinfectadas se sumergieron las brocas durante un minuto en una solucién de
10 ml de agua con esporas de Beauveria sp. a razon de 1x10°UFC/ml de agua.

(UFC= Unidad formadoras de colonias).

Luego de la inoculacién de las esporas en ABC, se utilizaron nuevas placas Petri,
donde se introdujo un papel filtro estéril y humedecido, en la base de cada placa
Petri, para luego colocar los ABC inoculados utilizando un pincel, a razén de 10
ABC por plato y cinco granos de café, para evitar canibalismo entre ellas y
muerte por hambre. Cada placa Petri se envolvio con papel parafina y fueron
rotulados con cadigos por tratamiento y repeticion para los conteos posteriores.
Las placas Petri fueron colocadas en un ambiente de incubacion a 28 °C por siete
dias. Todos los dias, con un atomizador se roci6 el papel filtro con agua destilada
estéril para mantenerle la humedad relativa sin saturar de agua. Como se puede
observar en la figura 8 el protocolo de prueba de patogenicidad de Beauveria sp.
hacia ABC.
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Figura 8. Protocolo de prueba de patogenicidad de siete aislados de Beauveria sp hacia ABC.

(a) Identificacion y recoleccion de muestras en campo, (b) Muestras en laboratorio, (c)
Extraccion de ABC vivos, (d) Desinfeccidn e inoculacion a adultos de H. hampei, (e) Muestras
rotuladas listas para el proceso de incubacion, (f) Grado de micosis evaluado en cada aislado. (g)
Disposicién por bloques en las incubadoras.

¢ Disefio experimental

Se trabajo con un disefio en bloques completos al azar (DBCA), donde se
distribuy0 los siete tratamientos T1, T2...... T7 (aislados de Beauveria sp.) mas
un control o testigo (T0), con 3 repeticiones cada uno, haciendo un total de 24
unidades experimentales, cada unidad experimental representd una placa petri
de 9 cm de diametro. Los resultados obtenidos fueron analizados con la prueba
de Normalidad de Shapiro-Wilks y Prueba de Kruskal Wallis.

e Poblacion

La poblacién a estudiar fue conformada por el total de placas Petri, donde se
evalud el efecto in vitro de cepas de Beauveria sp con potencial de biocontrol
sobre ABC.

e Muestra

Se evaluaron 24 placas Petri, (cada placa Petri de 9 cm de diametro fue una

unidad experimental.) para el presente estudio.
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Tabla 2: Caracteristicas generales del experimento.

Disefio en bloques completos al azar

Bloques 3
Tratamientos 7
N° de unidades experimentales 24
Area de la unidad experimental 64 cm?

Placas por bloque 8 de 9 cm de diametro

Numero de placas petris a evaluar 24

Fuente: Elaboracion propia.

e Disposicion en laboratorio
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Figura 9. Disposicion de los tratamientos en el laboratorio

DESCRIPCION DE LA FIGURA 9

T1

Aislado Beauveria sp P6 Aislado Beauveria sp F59

T2

Aislado Beauveria sp P15 Aislado Beauveria sp P20

T3

Aislado Beauveria sp F38

Unidad experimental (placa Petri)

T4

Aislado Beauveria sp F42

Codificacion de unidad experimental

T5

Aislado Beauveria sp F58

@O 3

Codificacion de bloque (BI, BIl, BIII)
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e Evaluacion de las variables. La unidad experimental fue representada con 10
ABC por placa Petri, para un total de 30 ABC por tratamiento, al séptimo dia de

la inoculacion se procedio a evaluar los tratamientos.

e Porcentaje de mortalidad ABC. Esta variable fue evaluada monitoreando la
mortalidad de los adultos de H. hampei en cada tratamiento y comparando con
el tratamiento testigo. El porcentaje de mortalidad corregida, mediante la
formula de Abbott corregida:

%MC = (% de mortalidad obtenida - % de mortalidad testigo/ 100 - % de
mortalidad testigo) x 100
%MC= Porcentaje de mortalidad corregida. (Echeverria, 2006).

¢ Crecimiento de micelio del hongo Beauveria sp. en ABC inoculados. En esta
variable se medi6 el crecimiento de micelio del hongo en el cuerpo del insecto,
en cada tratamiento y testigo, determinando el porcentaje de individuos
infectados con evidencia de micosis. El tratamiento testigo, es decir los insectos
tratados con agua destilada estéril, no deberian presentar una mortalidad mayor

al 10 % tampoco signos de micosis.

Una vez realizada la prueba de patogenicidad para observar la actividad entomocida y
control de ABC, los aislados de Beauveria sp. quienes en su totalidad superaron el 80%

de mortalidad, fueron sometidos a las pruebas que se describen a en la “Etapa N°3”.

4.2.6. Etapa N°3: Caracterizacion morfolégica y fisioldgica de Beauveria sp.

A. Caracterizacion morfologica

a) Morfologia macroscopica. Para la caracterizacién macroscépica se utilizé la
metodologia descrita en el trabajo de Castillo etal., (2012). Se realiz6 una
siembra en una nueva placa Petri con PDA, depositando micelio del hongo en el
centro de la placa por el método de puncién, utilizando una aguja de siembra
flameada, luego se incubo la nueva siembra a 25°C durante 15 dias. Se registro
color de las colonias, aspectos, superficie y pigmentacion del medio de cultivo
como se observa en la figura 10. (Protocolo de caracterizacién morfolégica de

Beauveria sp.).
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b)

A.Bsp. F58
Anverso

Figura 10. Protocolo de caracterizacion morfolégica de siete cepas de Beauveria sp.
(a) forma y disefio de la superficie de la colonia, (b) Pigmentacién del medio de cultivo PDA en
el reverso de la placa Petri.

Morfologia microscépica. La micro estructura del hongo entomopatégeno se
determind con la ayuda de un microscopio-estereoscopio invertido, como se
muestra en la figura 11 (Protocolo de caracterizacion morfologica de Beauveria
sp.) para lograr un posible descarte de microorganismos cuyas estructuras no son

caracteristicas del género Beauveria.

(1)Length,1.77 ym
O g
g

2

" 0
SRR ) Tength 895 ym
il

Figura 11. Protocolo de caracterizacion morfoldgica de siete cepas nativas de Beauveria sp.

(a) Observacion directa en el microscopio, (b) Procesamiento y rotulacidn de muestra, (c)
Micro estructuras del entomopatdgeno Beauveria sp., (e) Medicién de las estructuras.
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B. Caracterizacion fisioldgica

a) Porcentaje de germinacion. Siguiendo la metodologia descrita por Estrada,
Vélez, Restrepo y Pardey (1999) con algunas modificaciones. Se tomo una
muestra del micelio de cada aislado fisiologicamente maduro en su desarrollo,
para ser sometido a un proceso de dilucion, seguidamente de la dilucidn
1072 esporas/ml se tomaron cinco alicuotas de 5 pl cada una y se depositaron
sobre la superficie de una placa Petri con PDA y se incubaron. Cada alicuota
simboliz6 una repeticion para cada aislado, una vez concluido el tiempo de 48
horas de incubacion se procedio a realizar el conteo de esporas germinadas y no
germinadas, cada alicuota fue tefiida con azul de lactofenol para detener la
germinacion y dar mayor contraste y visualizacion de la muestra en el
microscopio. Se corté con un bisturi estéril y se deposité en una lamina porta
objeto, el conteo en microscopio se realiz6 en cinco campos de lectura para cada
alicuota; cada espora se considerd germinada cuando su tubo germinativo supero
el diametro de la espora, dicha observacién se realizdé con un aumento 60X.

Como se observa en la figura 12 (Protocolo de evaluacion del porcentaje de

germinacion de conidios de siete cepas nativas de Beauveria sp.).

Figura 12. Protocolo de evaluacion del porcentaje de germinacion de conidios de siete cepas
nativas de Beauveria sp.

(a) visualizacioén en el microscopio, (b) Muestras rotuladas por repeticion (c) Muestras con sus
respectivas repeticiones en proceso de tincion, (e) cinco campos de lectura en el microscopio
para obtener el porcentaje de germinacion.
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b)

Posteriormente el porcentaje de germinacion se determind mediante la formula
Porcentaje de germinacion: (N° de conidias germinadas/ N° total de conidias)
x 100

Produccion de conidios (esporulacion). Se utilizé la metodologia descrita por
Vélez, et al. (2000). Donde se tom0 estructuras de Beauveria sp. (micelio) en
desarrollo entre 20 a 25 dias de incubacion, para realizar la lectura de
concentracion conidial utilizando una camara de Neubauer. Con sacabocado de
acero inoxidable de 5mm?, se extrajo dos discos de PDA con micelio, luego se
colocaron en un tubo de ensayo y se afiadio 9ml de agua destilada estéril y Tween
80 al 1%, a continuacion, se realizaron diluciones en un factor de 0.1, llegando
hasta la dilucién 10~> donde se inici6 el conteo para determinar la concentracion
(conidios/mililitro) de la solucién inicial. Todo esto se realiz6 para cada aislado
y Sus respectivas repeticiones que fueron cinco para cada uno, los campos de
lectura registrados en la cAmara de Neubauer fueron cuatro por repeticion. Como

se observa en la figura 13 (Protocolo de evaluacion de concentracidn de conidios

de Beauveria sp.).

Figura 13. Protocolo de evaluacién de concentracion de conidios de siete cepas nativas de
Beauveria sp.

(a) Muestras listas para el proceso de dilucion seriada, (b) proceso de dilucion seriada, (c) toma
y tincién de la alicuota para ser observada en la cdmara de Neubauer, (d) Portacion de la muestra
en la cdmara de Neubauer.
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Formula para determinar la concentracion de conidios de Beauveria sp:

C = N x Factor de dilucion x Factor de la camara
N: NUmero de conidios contabilizados

Crecimiento radial (Tasa Diaria de Crecimiento Radial). Del proceso de
cultivo monosporico se tomo un conidio para depositarlo en una placa Petri con
PDA, luego se llevo a incubacion para registrar el crecimiento radial de la
colonia. A partir del segundo dia se medié el radio mayor y radio menor del
crecimiento micelial de la colonia hasta el dia nimero 15 de su desarrollo en
incubacidn, esto se realizé para cada uno de los aislados y sus cinco repeticiones,
se optd por este procedimiento para que ninguna concentracion de esporas en
exceso o0 deficiente influyera el crecimiento de alguno de los aislados o
repeticiones, para poder ser mas preciso en la medicion de la tasa diaria de
crecimiento radial, la cual fue registrada en (mm/dia), como se observa en la
figura 14. Protocolo de evaluacién de la tasa diaria de crecimiento radial.

Para el andlisis de la informacion se considero la tasa promedio de crecimiento

diario de cada uno de los aislados evaluados segun lo descrito por Vélez, et al.
(2000).

Figura 14. Protocolo de evaluacion de la tasa diaria de crecimiento radial de siete cepas nativas
de Beauveria sp.

(a) Identificacion de la mono espora para el crecimiento radial, (b) Visualizacién del crecimiento
micelial, (c) Medicion del crecimiento radial, (d) Crecimiento en plenitud de la colonia de
Beauveria sp.
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V. RESULTADOS

5.1.Seleccion de fincas de café con potencial de cepas nativas del hongo Beauveria sp e
incidencia de broca del café, mayor al 15%

Se identificaron siete parcelas con cultivo de café en los distritos: Omia, Chirimoto y
Huambo; en las cuales se encontraron niveles de incidencia de dafios causados por ABC,
incidencia que superd ampliamente el nivel establecido (15%) por la investigacion para

la seleccion de la parcela.

Las parcelas seleccionadas fueron acondicionadas y deshierbadas, y para su
identificacion visual de estas se colocaron letreros y cintas para su facil ubicacién en

futuras recolecciones de muestras de café cerezo.

Tabla 3: Nivel de incidencia y coordenadas de las Parcelas seleccionadas para

recoleccion de muestras de frutos de café con presencia de ABC y Beauveria sp.

Coordenadas Incidencia de
Distrito Sector  Altitud Este Norte H. hampei
P6 OMIA Libano 1280 253967 9265769 41%
P15 CHIRIMOTO  Chirimoto 1461 234294 9272061 47%
F38 CHIRIMOTO  Paraiso 1197 236611 9273404 46%
F42 CHIRIMOTO  Virgendel 4,4 236951 9271363 80%
Carmen
F58 HUAMBO Bos 1668 218157 9289224 22%
Cruces
F59 HUAMBO Escobar 1666 218022 9289717 32%
P20 HUAMBO Huambo 1629 217954 9289153 48%
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Figura 15. Ubicacion de las siete parcelas de muestreo en la Provincia de Rodriguez de Mendoza.
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5.2. Evaluacion de la patogenicidad de siete aislamientos de Beauveria sp.
5.2.1.Prueba de patogenicidad
En la figura 16 se observa los promedios de patogenicidad de Beauveria sp. sobre
ABC, todos los tratamientos alcanzaron valores por encima del 88% de mortalidad.
Los tratamientos T2, T3, T5 y T7 fueron los que numéricamente superaron a los

tratamientos T1, T4 y T6, los que igualaron en promedio de mortalidad con 88.85%.

Luego de someter los resultados a las pruebas estadisticas de Shapiro-Wilks y
Kruskal Wallis, los datos muestran la existencia de una diferencia significativa entre

los tratamientos.

PRUEBA DE PATOGENICIDAD
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Tratamientos de Beauveria sp

Figura 16. Patogenicidad promedio de siete cepas nativas de Beauveria sp. sobre ABC.

Figura 17. Se observa la comparacion de los porcentajes de mortalidad de ABC de
los siete tratamiento excluyendo al testigo, mostrando que para el factor mortalidad
de ABC se encontraron diferencias significativas en sus promedios (P<0.05), el
analisis estadistico con la prueba de Kruskal Wallis demuestra la existencia de dos
grupos numéricamente diferentes, siendo los tratamientos T1, T4 y T6 el grupo que
reporto el nivel de mortalidad de 88.89% vy los tratamientos T2, T3, T5 y T7
alcanzaron el nivel de mortalidad de 92.59%.
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Figura 17. Porcentaje de mortalidad de ABC por accion de siete cepas nativas de Beauveria sp.

5.2.2. Crecimiento micelial (micosis)
La figura 18 muestra los valores de crecimiento micelial de Beauveria sp. sobre los
cuerpos de ABC, estos valores fueron determinados segun el grado de micosis

(figura 19) obtenido en cada tratamiento.

En la figura se observa que con 3.3 grados de micosis el tratamiento T7 (cepa
ABsp.P20) fue quien obtuvo el mayor valor numérico con respecto a los demas
tratamientos, seguidamente un grupo integrado por los tratamientos T2 y T3
alcanzaron grado 3, el resto de tratamientos conforman un tercer grupo con valores
por debajo de 2.7 grados de micosis (T1, T4, T5, T6)
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Figura 18. Crecimiento micelial de siete cepas nativas de Beauveria sp. sobre ABC.
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En la siguiente figura 19 se puede observar la escala establecida para determinar el

grado de micosis obtenido por cada tratamiento en la prueba de patogenicidad.

Se establecio los valores de grado 1, 2, 3 y 4 segun la esporulacion o crecimiento
micelial de Beauveria sp. sobre los cuerpos de ABC, donde el grado 1 evidencia el
crecimiento micelial en el cuerpo de ABC en un (5-30) %, el grado 2 muestra un

cuerpo de ABC cubierto con micelio entre (35-50) %, el grado 3 presenta un cuerpo

de ABC cubierto con micelio en un (55-70) % vy el grado 4 establece un cuerpo de
ABC con momificacion de (75-100) %.

Figura 19. Grado de micosis de Beauveria sp. en cuerpos de ABC segun la escala convencional de
la evaluacion propuesta.
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5.3.Caracterizacion morfologica y fisioldgica de siete cepas nativas de Beauveria sp.
5.3.1. Caracterizacién morfoldgica
A. Morfologia macroscopica. Las siete cepas de Beauveria sp. sometidas a prueba de
patogenicidad fueron caracterizadas bajo los procedimientos expresos en
metodologia. Se evidencio diferencias en cuanto a superficie, aspecto y coloracion
de la colonia, asi también pigmentacion del medio de cultivo (PDA). Las cepas
presentaron las caracteristicas siguientes: Coloracion de la colonia entre blanco y
crema. Aspecto de la colonia, lanoso para las cepas ABsp.P6 y ABsp.F58, polvoso
para las cepas ABsp.F38, ABsp.P15, ABsp.F42, ABsp.P20 y ABsp.F59. Superficies
entre plana, semi elevada y elevada, en cuanto a la pigmentacién del PDA los

colores fueron crema y crema intensa.

Tabla 4. Caracterizacion morfolégica macroscopica de siete cepas nativas de

Beauveria sp.

CODIGO DE COLORDE ASPECTO DE PIGMENTACION

AISLADO COLONIA LA COLONIA DEL PDA SUPERFICIE
1 ABsp.P6 blanco lanoso crema semielevado
2 ABsp.F38 crema polvoso Crema intensa semielevado
3 ABsp.P15 crema polvoso Crema intensa plano
4 ABsp.F42 crema polvoso crema intensa semielevado
5 ABsp.F58 blanco lanoso crema elevado
6 ABsp.P20 blanco polvoso crema intensa elevado
7 ABsp.F59 blanco polvoso crema intensa semielevado

Clasificacion segun Castillo et al., (2012).

B. Morfologia microscopica. Se caracteriz0 siete cepas nativas de Beauveria sp con
la ayuda de un microscopio de fluorescencia invertido, donde se puede evidenciar
las estructuras caracteristicas del género Beauveria, en la siguiente caracterizacion
se realizaron mediciones de conidias, raquis y células conididgenas, donde fueron
comparadas segun la literatura citada por Garcia (2011). Y se caracterizaron como

Beauveria sp.
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Tabla 5. Caracterizacién microscopica de siete cepas nativas de Beauveria sp.

Cepa nativa de Beauveria sp. ABsp.P6 (100x)

Cepa nativa de Beauveria sp. ABsp.P15 (100x)
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Cepa nativa de Beauveria sp. ABsp.P20 (100x)
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Cepa nativa de Beau;/eria sp. ABsp.F38 (100x)

37



Cepa nativa de Beauveria sp. ABsp.F42 (100x)

-

\

Cep-)a nativa de Beauveria sp. ABsp.F58 (100x)
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Cepa nativa de Beauveria sp. ABsp.F59 (100x)

Diametro de una espora
aun fijada a la célula
conidiégena

Area de una conidia
aun en la célula
conidiogena

Medicion desde la conidia

hasta la base del
principales conidioforo

Figura 20: Caracteristicas microscépicas del hongo Beauveria sp. (100x).

(a) conidias o esporas de Beauveria sp, (b) Raquis con forma de zigzag (c) célula conidiégena

individual.
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Para la caracterizacion microscopica se encontraron resultados caracteristicos

como:

a) Conidias con un didmetro entre 1-2.7 um de diametro, un &rea aproximada de
2.72um?

b) Raquis de una longitud entre 2.5 - 4.5 um aproximadamente.

c) Células conididgenas se encuentran formando grandes grupos o en ocasiones

estructuras solitarias como se observa en la figura 20.

5.3.2. Caracterizacion fisiologica

a) Porcentaje de germinacion
En la tabla 6, se observa que los resultados obtenidos para las diferentes cepas
nativas de Beauveria sp. fueron variables. La cepa A.BspF38 obtuvo el mayor
porcentaje de germinacion con el valor de 87.58%, seguidamente en escala
descendente las cepas, A.BspF58, A.BspF42, A.BspP6, A.BspP15, A.BspP20,
registraron un porcentaje de germinacion con valores de 86.73%, 84.42%; 84.23%,
80.54% y 77.43% respectivamente, a las 24 horas de incubacion, asi mismo la cepa
A.BspF59 con el valor de 69.14% fue quien obtuvo el menor porcentaje de
germinacion. La comparacion de las medias de germinacién encontré diferencias

significativas en sus promedios (P<0.05).

Tabla 6. Porcentaje de germinacion promedio, desviacion estandar y nivel de

significancia para las siete cepas nativas de Beauveria sp.

Cepas nativas de Germinacion D.E Nivel de
Beauveria sp. (PG) % Significancia
ABsp.F38 87.58 5.32 b
ABsp.F42 84.42 4.31 b
ABsp.F58 86.73 2.44 b
ABsp.F59 69.14 14.61 a
ABsp.P15 80.54 251 ab
ABsp.P20 77.43 7.91 ab
ABsp.P6 84.23 2.21 b

PG: Porcentaje de germinacion de conidios de siete cepas nativas de Beauveria sp.
D.E: Desviacion estandar de la germinacion de conidios.
N.S: Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas segin Tukey.
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b) Crecimiento radial

La tabla 7 muestra los valores de la tasa diaria de crecimiento radial (TDCR)
obtenidos por las cepas nativas de Beauveria sp. estudiadas. Se registro que la cepa
ABsp.F38 tuvo la mayor TDCR con un valor de 1.90 mm/dia, seguido por la cepa
ABsp.F42 y A. Bsp P15 con valores de 1.80 y 1.77 mm/dia, asi como las cepas
ABsp.F58, ABsp.F59 y ABsp.P6 quienes obtuvieron el mismo valor numéricos de
1.73 mm/dia, y finalizando con la cepa ABsp.P20 que obtuvo el menor valor con

1.70 mm/dia, los datos de muestras a continuacion en la siguiente tabla (tabla 7).

Tabla 7. Tasa diaria de crecimiento radial, desviacion estdndar y nivel de

significancia para las siete cepas nativas de Beauveria sp.

Cepas nativas de TDCR D.E Nivel de Significancia
Beauveria sp. (mm/dia) (N.S)
ABsp.F38 1.90 0.10 b
ABsp.F42 1.80 0.12 ab
ABsp.F58 1.73 0.01 a
ABsp.F59 1.73 0.09 a
ABsp.P15 1.77 0.05 ab
ABsp.P20 1.70 0.04 a
ABsp.P6 1.73 0.08 a

TDCR: Tasa diaria de crecimiento radial de siete cepas nativas de Beauveria sp.
D.E: Desviacion estandar de la tasa diaria de crecimiento radial.
N.S: Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas segin Tukey.

Produccion de esporas

En la tabla 8 se observa e indica que la cepa ABsp.F38 fue la de mayor nivel en
cuanto a produccion de esporas obteniendo una concentracion de 25.45x10°
esporas/ml, seguido por la cepa ABsp.F42 con una concentracion de 23.75x10°
esporas/ml, asi como las cepas ABsp.F58, ABsp.F59, ABsp.P20 y ABsp.P15,
quienes obtuvieron los valores de concentracion de 21.45x10°%, 20.75x10°,
20.45x10° y 19.20x10° esporas/ml respectivamente, siendo la cepa ABsp.P6 quien
obtuvo la menor produccion de esporas con una concentracion de
18.65x10%esporas/ml, los datos se muestras a continuacion en la siguiente tabla
(tabla 8).
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Tabla 8. Nivel de esporulacion para las siete cepas nativas de Beauveria sp.

Cepas nativas de  Concentracién de esporas/ml Nivel de
Beauveria sp. (109) Significancia (N.S)
ABsp.F38 25.45 a
ABsp.F42 23.75 ab
ABsp.F58 21.45 abc
ABsp.F59 20.75 bc
ABsp.P6 18.65 bc
ABsp.P15 19.2 c
ABsp.P20 20.45 C

10°: Concentracion de esporas por mililitro en la solucidn.
N.S: Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas segln Tukey.
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VI. DISCUSION

En cuanto al porcentaje de mortalidad, los resultados indican que todas las cepas superaron
el 80% de mortalidad de ABC a las 168 horas (7 dias), con limite superior 92.59% e inferior
88.89% de mortalidad, lo que podria indicar la existencia de cepas agresivas y virulentas
puesto que superaron el limite de 80% de mortalidad, indicador que muestra el potencial de
biocontrol entomopatdgeno (Vargas, 2003). Resultados similares fueron reportados en los
estudios realizados por Geronimo et al., (2016) quienes reportan una mortalidad de 100%
de ABC a las 144 h; mientras que Cardenas et al. (2007) obtuvieron porcentajes de 73.3% a
100% a las 192 h de evaluacion. Al respecto Gonzélez, Valencia y Bustillo (2001), reporta
un 87.5% al 100% de mortalidad a las 96 horas, asi también Lopez (2017) muestra una
mortalidad 83% y 100% a los 12 dias y declara una disminucion de la patogenicidad segln
el nimero de repeticiones y un porcentaje de mortalidad de 6.70% por otras causas ajenas al
tratamiento. Los que coinciden con la concentracion trabajada en el presente estudio. Esta
diferencia porcentual encontrada en los resultados de patogenicidad puede atribuirse a las
diferentes muestras procedentes de distintos lugares de recoleccidn, los estados fisiologicos

y medio ambiente donde se desarrollé el ABC.

Adicionalmente la prueba de crecimiento micelial de Beauveria sp. muestra que la cepa
ABsp.P20 obtuvo el mayor porcentaje de crecimiento micelial, llegando a momificar los
cuerpos de ABC con un valor de 82.5% de micosis, mientras que la cepa ABsp.F42 demostro
un leve crecimiento obteniendo el minimo valor de 50% de micosis, mientras que las demas
cepas mostraron datos dentro de este rango, lo que concuerda con los datos obtenidos en la
prueba de patogenicidad. Al respecto Echeverria, (2006). Reporto diferencias en cuanto al
nivel y tipo de crecimiento micelial, obteniendo el mayor nivel de micosis en la muestra Sar,
Co2, LH que alcanzé el 100% inclusive antes de los 12 dias del tratamiento. Seguido por el
aislado PZT que alcanzo el 80% de esporulacion en 16 insectos y los aislados TT (67.5%),
SCa (60%), AO3 (55%), SMN (52.5%), Aco (47.5%) y otros (12.5%), orden descendente.

La caracterizacion morfologica macroscopica demuestra que Beauveria es un género de
crecimiento lento y de aspecto algodonoso a polvoriento, mediante este estudio se pudo
corroborar los rasgos caracteristicos de este género, encontrando colonias de crecimiento
expansivo y crecimiento elongado verticalmente, superficies elevadas y semi elevadas

tomando forma de pequefias y medianas torres, en cuanto a textura se puedo encontrar
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algodonosas y elésticas quienes después de los 15 dias se tornaban polvorientas, en cuanto a
pigmentacion del medio se encontro coloraciones blancas en el desarrollo de la colonia y
luego se tornaban cremosas en el anverso de la placa, rojo vino apagado y amarillento en el
reverso de la placa; existiendo concordancia con los estudios realizados por Castillo et al.,
(2012), quienes evaluaron 10 aislamientos en medios similar (PDA) a 25°C obteniendo
colonias algodonosas al principio y luego se tornaron polvorientas con superficie semi
elevada y crecimiento moderado, coloraciones blanco tornandose amarillento; asi mismo
Garcia et al., (2011) quienes obtuvieron resultados de colonias lanosas de color blanco
tornandose amarillento posteriormente y en forma de polvo, mencionando que se debe a los

abundantes conidios.

En cuanto a los pardmetros fisioldgicos evaluados, la germinacion de las siete cepas nativas
de Beauveria sp. mostraron valores porcentuales entre 69.14% y 87.58% de germinacion,
determinandose la viabilidad de los conidios en las cepas ABsp.F38, ABsp.F42, ABsp.F58,
ABsp.P15, ABsp.P20, ABspP6 pues superaron el 70% de germinacion lo cual evidencia una
caracteristica potencial de biocontrol en la especie Beauveria (Villamil et al., 2015), siendo
ABsp.F38 la cepa que obtuvo el mayor porcentaje de germinacion con un valor de 87.58% y
la cepa ABsp.F59, quien obtuvo el porcentaje minimo de 69.14% de germinacion. Al
respecto Vélez et al. (2000), quienes trabajaron bajo los mismos parametros, obtuvieron
resultados de germinacién con un nivel minimo de 73% y un nivel maximo de 93.60% entre
sus aislados. Mientras que Lopez (2017). Manifestd en su trabajo, porcentajes de
germinacion promedios de 91.30%, 91.69%, 91.20% en las cepas 24, 13 y 9205
respectivamente, superando el parametro establecido de 85% de germinacién en su trabajo.
Vargas, (2003). Obtuvo en su investigacion un alto porcentaje de germinacion a las 48 horas
con valores de 99.07%, 99.74% y 95.40% para las cepas CIPCal8(85), CIPCul(44)
Yciphl(1) respectivamente, donde no encontro diferencias significativas (P>0.05) por lo que
las tres cepas fueron consideradas de buena calidad bioldgica. A su vez, Arango, et al; (2001)
obtuvo niveles de germinacién entre 70.7% y 81.2%, teniendo en sus aislados a Bb 9112

como candidato principal para una caracterizacién molecular.

La Tasa Diaria de Crecimiento Radial (TDCR) de las siete cepas nativas de Beauveria sp.
reportaron como promedio minimo de crecimiento 1.7 mm/dia para la cepa ABsp.P20 y
promedio maximo de crecimiento 1.9 mm/dia para la cepa ABsp.F38, en cuanto a las demaés

cepas obtuvieron valores dentro de este rango, donde se evidencia niveles de crecimientos
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radial aceptable para cada cepa (Gerénimo 2016). Lo que concuerda con Vélez, et al; (2000)
quienes registraron niveles de tasa diaria de crecimiento radial entre 1.8 mm/dia y 3.7
mm/dia. A su vez los resultados obtenidos por Vélez et al., (2001), indican tasas minimas de
crecimiento de 0.21 cm/dia y tasa maxima crecimiento de 0.37 cm/dia, lo que nos indica
niveles entre 2.1mm/dia y 3.7 mm/dia de crecimiento radial entre los aislados estudiados.
Por su parte Vela, Pineda y Duarte (2018) quienes también realizaron estudios de
crecimiento radial obtuvieron resultados promedio en la TDCR entre 5 mm/dia'y 5.8 mm/dia.
Mientras que Echeverria, (2006). Menciona en cuanto a la tasa diaria de crecimiento radial
que obtuvo los siguientes resultados con diferencias significativas entre los aislados, con
valores de; Aco: 0.87 mm/dia, Oro: 0.90 mm/dia, A03: 0.83 mm/dia, LH: 0.95 mm/dia, Co2:
0.87 mm/dia, SMN: 1.27 mm/dia, Sar: 1.23 mm/dia, SCa: 2.43 mm/dia, PZT: 0.83 mm/dia,
TT: 0.78 mm/dia.

Los resultados de la concentracion de esporas en las siete cepas nativas de Beauveria sp.
muestran niveles de esporulacion, cuyos valores se encontraron dentro del rango de 18.65 y
25.45 x 10%esporas/ml, donde la cepa ABsp.F38 obtuvo la mayor concentracion de esporas
con un valor de 25.45 x 10%esporas/ml y la cepa ABsp.P6 obtuvo la menor concentracion de
esporas con un valor de 18.65 x 10%esporas/ml, sin embargo Vélez y colaboradores (2000),
indican que la esporulacion a nivel de laboratorio depende mas de la edad del cultivo y el
sustrato de crecimiento, por ende, esta sujeto a variables no estimadas en este estudio
(Echeverria, 2006). Al respecto Hernan, et al., (2017) obtuvieron resultados de
concentracion 3.38 a 6.98 (x108) esporas/ml, bajo parametros de evaluacion similares al
presente estudio. Asi como los resultados obtenidos por Villamil et al., (2015). Fueron las
siguientes concentraciones T1: 2.3x108, T2:4.8x108, T3: 5x108, T4: 3.2x108 y T5: 7x108,
siendo los valores mas altos correspondientes a los aislamientos con mayor actividad
patogénica. Vélez, et al; (2000) obtuvo resultados de concentracion de esporas de 32 x 108
y 115 x 108 esporas/ml entre sus diferentes grupos de estudios, encontrando diferencia
significativa entre sus aislados segun la prueba de Duncan al 5%. Lépez (2017) obtuvo
esporulaciones promedias entre 2.83 x 108, y5.51x 108, con superioridad de la cepa 9205

y 13 respecto a las 24 cepas evaluadas indicando la variabilidad genética en conidiacion.
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VII. CONCLUSIONES

1. Latotalidad de las fincas seleccionadas, mostraron la existencia de valores de incidencia
de dafios por broca del café superiores a los propuestos como nivel base para el presente

estudio.

2. Las cepas nativas de Beauveria sp. ABsp.F38, ABsp.F58, ABspP15, ABspP20 mostraron
el mayor potencial entomopatdgeno para el control de la broca del café, los que
obtuvieron el mayor porcentaje de mortalidad con un valor de 92.59%. A si también la
cepa ABsp.F38 demostrd superioridad numérica y estadistica en las pruebas de
germinacion con un valor de 87.58%, tasa diaria de crecimiento radial (TDCR) con un
crecimiento de 1.90 mm/dia y nivel de esporulacion con una concentracidn de esporas
de 25.45 x 10° esporas/ml.

3. Las siete cepas nativas evaluadas en el presente estudio mostraron caracteristicas
morfolégicas macroscopica y microscopica que evidencian y caracterizan al género

Beauveria sp.

4. En cuanto al aspecto de las colonias se evidencid que para las siete cepas nativas de
Beauveria sp. el aspecto lanoso presenta una textura elastica dificil de propagar y el
aspecto polvoso, una textura blanda de facil diseminacion, pero ambos aspectos se
uniformizaban al completar su desarrollo fisiolégico (25 dias de incubacion)

volviéndose ambos en un aspecto polvoriento de coloracion crema oscura.
5. Se encontré una relacion directa entre los resultados obtenidos en las pruebas de

germinacién, crecimiento radial y nivel de esporulacion para todas las siete cepas

nativas de Beauveria sp.
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VIiIl. RECOMENDACIONES

1. Incorporar la prueba de resistencia a la luz ultravioleta a posteriores investigaciones.

2. Evaluar en campo las cepas méas patogénicas, asi también implementar evaluaciones de

mezclas de cepas de alta y baja patogenicidad.

3. Realizar investigaciones futuras de control biologico con cepas nativas de Beauveria sp.

en otras especies de insectos plaga en los diferentes cultivos de importancia econémica.

4. Utilizar cepas nativas para control de broca de café en campo debido a la gran capacidad

adaptativa por parte del microorganismo.

47



IX. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Alvarez, A (2013). Caracterizacion morfologica, bioldgica y molecular de 20 cepas de
Metarhizium anisopliae. (Tesis de pre grado) Esuela Superior Politécnica del Litoral,

Ecuador.

Barrera, J. (2002). La Broca del café: Una plaga que lleg6 para quedarse. Tres Plagas del
Café en Chiapas, 17-20.

Barrera, J. F., Herrera, J., Villacorta, A., Garcia, H., y Cruz, L. (2006). Trampas de metanol-
etanol para deteccidn, monitoreo y control de la broca del café Hypothenemus hampei.
Simposio sobre Trampas y atrayentes en deteccion, monitoreo y control de plagas de

importancia econdmica, 71-83.

Bricefio, J. (2017). Eficacia del control biologico y etoldgico de la broca del café
Hypothenemus hampei (ferrari) en los distritos de Huambo y San Nicolas, Provincia de
Rodriguez de Mendoza, Amazonas (Tesis de pre grado) Universidad Nacional Toribio

Rodriguez de Mendoza, Amazonas - Peru.

Bustillo, A. E. (2007). El manejo de cafetales y su relacion con el control de la broca del
café en colombia. Cenicafe (2) (22-25).

Carzola, D. y Morales, P., (2016) Efectos de fromulaciones acuosas y aceitosas de 13
aislamientos nativos de Beauveria bassiana (Ascomycota) sobre Rhodnius prolixus
(Triatomidae) bajo condiciones experimentales, Revista de investigaciones veterinarias
del Perq, (27) 771-782.

Castillo, C. E., Caiiizalez, L. M., Valera, R., Godoy, J. C., Guedez, C., Olivar, R., y Morillo,
S. (2012). Caracterizacién morfologica de Beauveria bassiana, aislada de diferentes
insectos en Trujillo, Venezuela. Academia, 11(23), 275-281.

Cintron, B y Grillo, H., Caracterizacion de la dinamica poblacional de la broca del café
(Hypothenemus hampei) (Ferrari) (Coleoptera: Curculionidae) durante el desarrollo de

los frutos, Agroecologia, 650.

Colonia, L. (2012). Guia técnica del manejo integrado de plagas en el cultivo de café.
Agrobanco, 26.

48



Chiriboga, P., Gomez, G. y Garcés, K., (2015) Protocolo para la formulacion y aplicacion
del bio-insumo: Beuaveria bassiana hongo entomopatogeno para el control biologico
de hormigas cortadoras (ysau) por Instituto Internacional de Cooperacion para la
Agricultura (1ICA), 40.

Echeverria, B. F. (2006). Caracterizacion bioldgica y molecular de aislamientos del hongo
entomopatégeno Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin. Instituto Tecnoldgico de
Costa Rica, 105.

Estrada, M. N., Vélez, P. E., Restrepo, E. C., y Bustillo, A. E. (1999). Esporulacion,
germinacion y patogenicidad de aislamientos monoespoéricos de Beauveria bassiana,
Cenicafé 50(1), 49-65.

Garcia, M, A., Cappello, S., Lesher, J. M. y Molina, R, F,. (2011). Aislamiento y
caracterizacion morfoldgica de los hongos entomopatogenos Beauveria y metarhizium

anisopliae. Horizonte Sanitario, 10(2), 21-28.

Geronimo, J. D. C., Torres, M., Pérez, M., De La Cruz, A., Ortiz, C. F., y Cappello, S. (2016).
Caracterizacion de aislamientos nativos de Beauveria bassiana y su patogenicidad
hacia Hypothenemus hampei, en Tabasco, México TT - Characterization of native
isolates of Beauveria bassiana and its pathogenicity to Hypothenemus hampei, en

Tabasco, Mexico. Revista Colombiana de Entomologia, 42(1), 28-35.

Goicochea, J. (2017). Efecto de la altitud y edad de plantacion como variables determinantes
en la incidencia de broca del café hypothenemus hampei (ferrari), en la provincia de
rodriguez de mendoza, amazonas, 2017. (Tesis de pre grado) Universidad Nacional

Toribio Rodriguez de Mendoza, Amazonas - Peru.

Gongora, C. E., Marin, P. y Benavides, P. (2009). Claves para el éxito del hongo Beauveria

bassiana como controlador bioldgico de la broca del café. Cenifacfe, (16), 3-8.

Gonzélez, M. T., Valencia, A., y Bustillo, A. E. (2001). Incremento de la patogenicidad de
Beauveria bassiana sobre Hypothenemus hampei, utilizando integumento del insecto

en el medio de cultivo. Manejo integrado de plagas, (60), 31-35.

Hernandez, A. (2016). Evaluacion de hongos entomopatdgenos (Beauveria bassiana y
Metarhizium anisopliae) para el control de hormigas cortadoras de hojas (Atta spp) en

49



eucalipto. (Tesis de pre grado) Universidad Rafael Landivar, Escuintla.

Huarte, C., y Pedrini, N. (2017). Caracterizacion molecular de genes del hongo
entomopatégeno Beauveria bassiana involucrados en la captacion y degradacion de

hidrocarburos de insecto. (Tesis doctoral) Universidad Nacional de la Plata, Argentina.

Hernén, J., Poma, L., y Lopez, C. (2017). Esporulacién de conidias de Beauveria bassiana
en sustratos de arroz. Revista de la carrera de inegenieria agronomica-UMSA 3(2),
500-513.

Leiva, S. T., Roman, A. y Rojas, K. B. (2017). Caracterizacién socioecondmica de la
produccion cafetalera en la provincia de Rodriguez de Mendoza (Amazonas, Peru)
Socioeconomic characterization of coffee production in the province of Rodriguez de
Mendoza (Amazonas, Per(), Revista de investigacion agrosustentable (3), 59-67.
doi.org/10.25127/aps.20173.237

Lopez, C. (2017) Pathogenicity of Beauveria bassiana about Hypothenemus hampei in
reproductive generation. Revista de la carrera de ingenieria agronomica-UMSA, (3),
639-651.

Pardey, A. E. B. (2005). El papel del control biol6gico en el Hypothenemus Hampei ( Ferrari
), Academia colombiana de Ciencia, XXIX, 55-68.

Pairona, N., Castellano, P. y Leodn, E. Capacidad entomocida de cepas nativas de Beauveria
sp. sobre Schistocerca piceifrons peruviana (Lynch Arribazaga, 1903), (2007) Revista
Peruana de Biologia, (14) 253-257.

Peteira, B., Gonzalez, I., Arias, Y., Turro, F., Miranda, LL. y Martines, B. (2011)
Caracterizacion bioquimica de seis aislamientos de Beuaveria bassiana (Balsamo)
Vuillemin, Proteccion Vegetal, (26) 16-22.

Suérez, A. M. (2016). Caracterizacién de aislados autoctonos del hongo entomopatdgeno
Beauveria bassiana ( Balsamo ) Vuillemin, Proteccion Vegetal 31(2), 4697.

Teéllez, A., Guadalupe, M., Ramirez, C., y Flores, Y. M. (2007). Mecanismos de accion y
respuesta en la relacion de hongos entomopatégenos e insectos (2009) Revista

Mexicana de Micologia., 80.

50



Torres, A. (2012). Caracterizacion morfologica y molecular de Beauveria bassiana
(Balsamo) Vuillemin y Metarhizium anisopliae (metsch.) Sorokin de suelos cultivados
y no impactados en el norte de Sinaloa. (Tesis de maestria) Instituto Politécnico

Nacional, Sinaloa.

Tudela, J. W. (2015). Caracterizacion socioecondmica y ambiental de la produccién de café
orgdnico en el Perd 1. Revista de investigacion .Altoandin., 17, 23-32.
doi.org/http://dx.doi.org/10.18271/ria.2015.73

Vargas , M. E. (2003). Caracterizacion de tres cepas de Beauveria brongniartii (Saccardo)
Petch y su virulencia en Phthorimaea operculella (Zeller) y Symmetrischema tangolias
(Gyen), 100. (Tesis de pre grado)Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima-

Peru.

Véazquez, L. L., Blanco, E., El6segui, O., Matienzo , Y., Alfonso, J. (2006). Observaciones
sobre enemigos naturales de la broca del café (hypothenemus hampei ferrari) en cuba.
Fitosanidad, 10(4), 307-308.

Vela, P. R., Pineda, J. A. y Duarte, A. S (2018). Cepa nativa ecuatoriana de Beauveria
bassiana con potencial industrial, Biorefineria (1) 10.

Vélez, P. E., Estarda, M. N., Gonzalez, M. T., Valderrama, A. M., y Bustillo, A. E. (2001).
Caracterizacion de aislamientos de Beauveria bassiana para el control de la broca del
café. Manejo Integrado de Plagas (Costa Rica), 62(62), 38-53.

Vélez, A. E., Gonzélez, M. T., Valderrama, A. M., Estrada, M. N., Bustillo, A. E. y Montoya,
E. C. (2000). Caracterizacion morfoldgica, fisiologica y molecular de aislamientos de
Beauveria bassiana, Cenicafé 51(3), 196-206.

Vera, L. Y., Gil, Z. N., Benavides, P (2007) Identificacion de enemigos naturales de
Hypothenemus hampei en la zona cafetalera central colombiana. Cenicafé, (58) 185-
195.

Villamil, J. E., y Martinez, J. W. (2014). Evaluacion de aislamientos nativos de Beanveria
app. sobre Tecia solanivora (Lepidoptera:Gelechiidae) in vitro. Revista de Ciencias
Agricolas- Universidad de Narifio, 31(1), 92-105.

Villamil, J. E., Martinez, J. W., y Pinzén, E. H. (2015). Actividad entomopatogénica de
51



aislamientos autdctonos de Beauveria spp. sobre Premnotrypes vorax (hustache) in
vitro. Temas Agerarios, 20(1), 14.

52



X. ANEXOS

Anexo 1: Fichas de evaluaciones

Tabla 9. Ficha de evaluacion de la patogenicidad
PRUEBA DE PATOGENICIDAD

MORTALIDA
MORTALIDA PROMEDIO PROMEDIO
AISLADO  BLOQUES D MICOSIS %deMO  %deMT
D TESTIGO % MC MICOSIS
OBTENIDA

(IR S G NS SN =N TEup ey FEEUEE G S R EEG N S g S SEN N SR SN SRR

3
4
2
2
1
3
3
3
2
4
1
2
3
2
2
2
4
3
4
4
3
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Tabla 10. Ficha de datos de porcentaje de germinacién de aislados de Beauveria sp

LECTURA DE ESPORAS GERMINADAS Y NO GERMINADAS

REPETICION RL R R R4 RS

LU GERMINADAS GERM'\IJI:ADAS oL GERI\:‘;I‘II):CION GERMINADAS GERM'\I‘::ADAS oL GERI\:TI\JD:CION GERNINADAS GERMTI(‘I)ADAS oL GERI\:ND:CION GERVINADAS GERM':I(:ADAS TOTAL GERI\:‘;I‘?:CION GERMINADAS GERMr:sADAS TOTAL GERI\:GII::CION
38 8 1 59 |eusen| s 4 A EESAEE 7 e 1 A EEEE: 3 4| 926829268
T 156 20 185 [800473183 134 31 165 [8Lannn|  ue 18 16 [890302| 110 % 136 |80882359| 103 3 126 | 817460317
e [ 19 W [ ssusn1| @ " 104 [884615385 116 16 130 [878787879] 105 1Y 19 [s8230941| 109 3 13 [ 82575757
F59 % 9 5 8 3 10 T 10 4 |mannn| B 67 |65676418] 9 1 ) 5
P6 7 0 A 3 B |nuee| w7 0 69 [826086957| 55 1 6 [83388] 6 10 B
ps [ 5 141 [8226950355) 114 31 s | 78620697 | 14 % 154 [805194805| 104 3 134|763 183 2 135 | 837037037
P20 60 % 8 |nasne| 7 10 BRI EE: 5 I L 7 138 [80434706] 59 8 87 | 6781609
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Tabla 11. Ficha de evaluacion y lectura en microscopio de germinacion de aislados de Beauveria sp

LECTURA EN MICROSCOPIO DE ESPORAS GERMINADAS Y NO GERMINADAS

REPETICION R1 R2 R3 R4 R5
AISLADO GERMINADAS NO GERMINADAS GERMINADAS NO GERMINADAS GERMINADAS NO GERMINADAS GERMINADAS NO GERMINADAS GERMINADAS NO GERMINADAS |
Lectura 1 12 3 8 (0] 7 3 19 4 8 2
Lectura 2 9 4 11 [¢] 6 1 11 1 11 0
Lectura 3 8 1 10 [0} 7 1 10 4 6 1
Lectura 4 9 2 17 2 10 2 7 2 7 0
Lectura 5 10 1 12 2 8 0 20 (0] 6 0
SUMATORIA 48 11 58 4 38 7 67 11 38 3
Lectura 1 20 4 27 9 20 5 14 5 19 6
Lectura 2 40 6 34 7 33 5 23 4 25 7
Lectura 3 47 8 20 3 29 4 21 8 20 4
Lectura 4 22 1 29 7 30 1 25 4 20 5
Lectura 5 37 1 24 5 34 3 27 5 19 1
SUMATORIA 166 20 134 31 146 18 110 26 103 23
Lectura 1 31 4 19 1 28 4 11 2 22 4
Lectura 2 13 1 25 4 27 7 21 1 20 8
Lectura 3 37 10 19 2 26 1 27 6 26 9
Lectura 4 15 1 15 3 12 0 18 1 27 5
Lectura 5 26 3 14 2 23 4 28 4 14 2
SUMATORIA 122 19 92 12 116 16 105 14 109 23
Lectura 1 8 2 10 2 9 2 12 10 4 (0]
Lectura 2 7 2 4 2 6 2 11 5 2 (0]
Lectura 3 = 0 9 4 4 1 7 2 1 3
Lectura 4 8 3 8 1 4 2 5 2 1 7
Lectura 5 4 2 4 1 11 3 9 4 1 1
SUMATORIA 36 9 35 10 34 10 44 23 9 11
Lectura 1 6 (o] 10 2 14 3 10 4 14 B!
Lectura 2 19 4 22 6 9 1 7 0] 14 (0]
Lectura 3 16 2 11 1 7 1 20 5 10 1
Lectura 4 13 1 10 1 12 3 8 1 15 4
Lectura 5 18 5 7 3 15 4 10 1 16 2
SUMATORIA 72 12 60 13 57 12 55 11 69 10
Lectura 1 30 5 22 8 33 9 21 5 20 1
Lectura 2 28 5 16 4 19 5 27 11 22 3
Lectura 3 35 11 27 6 18 7 16 3 21 6
Lectura 4 13 2 23 6 33 4 21 7 30 8
Lectura 5 10 2 26 7 21 5 19 4 20 4
SUMATORIA 116 25 114 31 124 30 104 30 113 22
Lectura 1 14 8 12 2 17 7 22 5 7 1
Lectura 2 13 5 10 1 20 5 35 4 12
Lectura 3 15 4 11 2 10 3 16 7 8 3
Lectura 4 8 4 14 2 19 1 21 2 21 11
Lectura 5 10 3 25 3 32 9 17 9 11 7
SUMATORIA 60 24 72 10 98 25 111 27 59 28
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Tabla 12 Ficha de evaluacion de la tasa de crecimiento radial de 7 cepas nativas de Beauveria sp.

EVALUACION DE CRECIMIENTO RADIAL EN (cm/3dias)

EVALUACION Evaluacion 1(dia3) Evaluacion 2 (dia 6) Evaluacion 3 (dia9) Evaluacion 4 (dia 12) Evaluacion 5 (dia 15)

AISLADO |REPETICION| RM Rm Prom RM Rm Prom RM Rm Prom RM Rm Prom RM Rm Prom

R1 51 39 45 | 1044 | 985 | 10145 1681 | 1587 | 1634 | 233 | 2254 | 2292 | 279 | 27.12 | 2151
R2 532 | 356 | 444 | 1105 | 981 | 1043 | 1944 | 1611 | 17.775 | 27.04 | 2236 | 247 | 336 | 27.59 | 30.59%
ABsp,F38 R3 451 | 311 | 381 | 99 | 959 | 9775 | 1507 | 1476 | 14915 | 2153 | 2127 | 214 | 27.28 | 2659 | 26.935
R4 489 | 334 | 4115 | 1031 | 941 | 98 | 154 | 147 | 1505 | 2355 | 2216 | 22855 | 289 | 27.97 | 28435
RS 556 | 533 | 5445 | 1017 | 9.63 99 | 1722 | 1648 | 1685 | 2533 | 2377 | 2455 | 3064 | 29 | 2982
R1 475 | 361 | 418 | 928 | 797 | 8625 | 1561 | 1517 | 1539 | 2271 | 2164 | 22175 | 27.84 | 263 | 27.07
R2 462 | 354 | 408 | 926 | 813 | 8695 | 1528 | 1512 | 152 | 2259 | 2148 | 22.035 | 27.84 | 2619 | 27.015
ABsp,F42 R3 48 | 434 | 46 935 | 816 | 8755 | 1572 | 1373 | 14725 | 2227 | 1951 | 208 | 276 | 2279 | 25195
R4 532 | 38 | 458 | 108 | 963 | 10215| 1714 | 169 | 17.05 | 2468 | 246 | 2464 | 31 | 2928 | 3014
RS 472 | 393 | 4325 | 894 | 846 | 87 | 1555 | 15.04 | 15295 | 21.44 | 2053 | 20.985 | 27.15 | 2536 | 26.25
R1 436 | 325 | 3805 | 1033 | 975 | 1004 | 1564 | 1432 | 1498 | 2003 | 21 | 20015 | 2617 | 26.06 | 26.115
R2 378 | 239 | 3.08 | 1012 | 831 | 9215 | 147 | 1317 | 13935 | 2003 | 1974 | 20385 | 274 | 23.95 | 25675
ABsp,F58 R3 475 34 | 4075 | 1034 | 87 952 | 1515 | 1451 | 1483 | 2246 | 2135 | 20905 | 2625 | 2548 | 25.865
R4 4.6 272 | 366 | 1079 | 95 | 10145| 158 | 1465 | 15225 | 2323 | 23.08 | 23.155 | 26.58 | 25.81 | 26.195
RS 443 | 367 | 405 | 974 | 891 | 9325 | 1443 | 1432 | 14375 | 22.06 | 21.25 | 20655 | 266 | 2513 | 25.865
R1 3.8 268 | 324 | 869 | 703 | 786 | 127 | 1255 | 12625 | 2019 | 1867 | 1943 | 2486 | 24.47 | 24.665
R2 437 | 333 | 385 | 986 | 964 | 975 | 1544 | 1523 | 15335 | 2277 | 22.56 | 22665 | 27.35 | 27.05 | 272

ABsp,F59 R3 476 | 367 | 4215 | 893 | 869 | 881 | 1412 | 1405 | 14085 | 2163 | 2155 | 2159 | 2692 | 2626 | 2659
R4 487 | 357 | 422 | 934 | 803 | 8685 | 14 | 1397 | 13985 | 2101 | 20.98 | 20995 | 2695 | 26.84 | 26.895
RS 392 | 302 | 347 | 875 | 807 | 841 [ 1321 | 1305 | 1313 | 2077 | 2012 | 201445 | 2457 | 2432 | 24.445
R1 453 | 29 | 3745 | 9.92 8.2 9.06 | 139 | 1331 | 13605 [ 2059 | 1947 | 2003 | 2492 | 2458 | 2475
R2 528 | 335 | 4315 1027 | 875 | 951 | 1526 | 1475 | 15005 | 235 | 2119 | 22345 | 2883 | 27.1 | 27.965
ABsp,P6 R3 581 | 294 | 4375 | 1191 | 893 | 1042 | 1633 | 1402 | 15175 | 2212 | 203 | 2121 | 2636 | 2529 | 25.825
R4 464 | 444 | 454 | 106 | 925 | 9925 | 1609 | 1522 | 15655 [ 21.93 | 2176 | 21.845 | 2634 | 262 | 26.27
RS 515 | 436 | 4755 | 989 | 825 | 907 | 1388 | 1355 | 13715 | 21 | 2095 | 20975 | 2549 | 2503 | 2526
R1 558 | 505 | 5315 | 1046 | 1004 | 1025 | 157 | 1543 | 15565 | 21.86 | 2157 | 21715 | 2639 | 2597 | 2618
R2 59 514 | 552 | 1016 | 919 | 9675 | 1614 | 1605 | 1609 | 2206 | 2045 | 21.255 | 26.74 | 26.03 | 26.385
ABsp,P15 R3 532 | 425 | 4785 | 1114 | 89 | 1002 | 1556 | 1521 | 15385 | 2161 | 2012 | 21365 | 27.13 | 25.92 | 26.525
R4 484 | 427 | 4555 | 1137 | 1044 | 10905 | 1568 | 1476 | 1522 | 221 | 2156 | 21.83 | 27.15 | 2581 | 2648
RS 681 | 39 | 538 | 126 | 1027 | 11435 | 1801 | 159 | 1695 | 2432 | 2015 | 22735 | 295 | 2653 | 28.015
R1 485 | 364 | 4245 | 1012 | 965 | 9885 | 1617 | 161 | 16135 | 2097 | 2074 | 20355 | 2498 | 2453 | 24.755
R2 443 | 348 | 3955 | 9.82 | 911 | 9465 | 1497 | 1456 | 14765 | 2032 | 2116 | 2124 | 2559 | 25.08 | 25.335
ABsp,P20 R3 523 | 358 | 4405 | 953 | 921 | 937 | 1465 | 1354 | 14.095 | 2205 | 2147 | 2176 | 2686 | 2556 | 26.21
R4 523 38 | 4515 | 994 | 947 | 9705 | 1504 | 1432 | 1468 | 2119 | 2108 | 20135 | 2648 | 25.33 | 25.905
RS 528 | 306 | 417 | 1023 | 866 | 49445 | 1574 | 1423 | 14985 | 2226 | 2212 | 2219 | 2597 | 25.68 | 25.825
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Tabla 13. Ficha de datos de promedios de tasa de crecimiento radial

PROMEDIO POR REPETICION
EVALUACION Evaluacion 1 (dia 3) |Evaluacién 2 (dia 6) |Evaluacién 3 (dia 9) |Evaluacion 4 (dia 12) |Evaluacién 5 (dia 15) | PROMEDIO | mm/dia
AISLADO | REPETICION mm/3 dias mm/3 dias mm/3 dias mm/3 dias mm/3 dias
R1 4.5 5.645 6.195 6.58 4.59 5.502 1.83
R2 4.44 5.99 7.345 6.925 5.895 6.119 2.04
ABsp,F38 R3 3.81 5.965 5.14 6.485 5.535 5.387 1.80
R4 4.115 5.745 5.19 7.805 5.58 5.687 1.90
R5 5.445 4.455 6.95 7.7 5.27 5.964 1.99
R1 4.18 4.445 6.765 6.785 4.895 5.414 1.80
R2 4.08 4.615 6.505 6.835 4.98 5.403 1.80
ABsp,F42 R3 4.6 4.155 5.97 6.165 4.305 5.039 1.68
R4 4.58 5.635 6.835 7.59 55 6.028 2.01
R5 4.325 4.375 6.595 5.69 5.27 5.251 1.75
R1 3.805 6.235 4.94 6.035 5.1 5.223 1.74
R2 3.085 6.13 4.72 6.45 5.29 5.135 171
ABsp,F58 R3 4.075 5.445 531 7.075 3.96 5173 172
R4 3.66 6.485 5.08 7.93 3.04 5.239 1.75
R5 4,05 5.275 5.05 7.28 421 5.173 1.72
R1 3.24 4.62 4.765 6.805 5.235 4,933 1.64
R2 3.85 59 5.535 733 4.535 5.43 1.81
ABsp,F59 R3 4.215 4.595 5.275 7.505 5 5.318 177
R4 4.22 4.465 53 7.01 5.9 5.379 179
R5 3.47 494 4.72 8315 3 4.889 1.63
R1 3.745 5.315 4.545 6.425 4.72 4.95 1.65
R2 4315 5.195 5.495 7.34 5.62 5.593 1.86
ABsp,P6 R3 4.375 6.045 4.755 6.035 4.615 5.165 172
R4 4.54 5.385 573 6.19 4.425 5.254 1.75
R5 4755 4.315 4,645 1.26 4.285 5.052 1.68
R1 5.315 4.885 5.315 6.15 4.465 5.226 1.74
R2 5.52 4.155 6.42 5.16 513 5.277 1.76
ABsp,P15 R3 4.785 5.235 5.365 5.98 5.16 5.305 177
R4 4.555 6.35 4315 6.61 4.65 5.296 177
R5 5.385 6.05 5.52 5.78 5.28 5.603 1.87
R1 4.245 5.64 6.25 5.22 34 4,951 1.65
R2 3.955 5.51 53 6.475 4.095 5.067 1.69
ABsp,P20 R3 4.405 4.965 4.725 7.665 4.45 5.242 1.75
R4 4.515 5.19 4.975 6.455 477 5.181 1.73
R5 4.17 5.275 5.54 7.205 3.635 5.165 1.72
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Tabla 14. Ficha de datos de lectura en microscopio para evaluacion de la concentracion de conidios de 7cepas nativas de Beauveria sp

LECTURA DE ESPORAS EN LA CAMARA DE NEUBAUER CON MICROSCOPIO INVERTIDO

R1
AISLADO |CUADRANTE " DE PROMEDIO| AISLADO |CUADRANTE N"DE PROMEDIO| AISLADO | CUADRANTE \"DE PROMEDIO | AISLADO [CUADRANTE| \"DE PROMEDIO| AISLADO |CUADRANTE \"DE PROMEDIO
ESPORAS ESPORAS ESPORAS ESPORAS ESPORAS
C1 20 C1 23 C1 27 Cl 33 C1 20
c2 1 25.25 F38 c2 20 285 F38 c2 ] 24.75 F38 = 2 23.25 F38 = 4 255
C3 43 Q3 25 [&] 30 3 21 &) 19
C4 19 C4 26 C4 17 C4 15 c4 22
Cl 18 C1 16 C1 31 Cl 35 C1 21
Q2 25 Q2 31 Q2 19 Q 23 Q 26
24 22.25 F42 23 26 Fa2 235
C3 32 &) 15 C3 22 C3 25 a3 30
C4 21 C4 27 C4 20 c4 21 c4 17
C1 17 C1 19 C1 17 C1 23 C1 31
C2 24 C2 24 C2 21 Q2 16 Q2 23
2175 20.25 F58 23
C3 19 C3 21 C3 34 C3 24 a3 20
C4 27 C4 16 C4 17 C4 18 C4 18
C1 13 C1 23 C1 24 C1 19 C1 21
C2 18 C2 20 C2 33 C2 32 Q2 22
19.2! 23. F 19.
C3 19 5 C3 25 C3 15 C3 12 33 » a3 1 33
C4 27 C4 7 C4 19 C4 31 C4 24
C1 17 C1 14 C1 13 C1 14 C1 16
C2 15 C2 19 C2 27 C2 23 Q2 22
C3 21 v C3 29 C3 21 C3 19 1. Pe (&} 18 07
C4 15 C4 16 C4 14 C4 13 C4 27
C1 36 C1 16 C1 10 C1 17 C1 18
Q2 18 205 Q2 19 Q2 18 Q2 21 18,35 P15 Q 33 25
a3 19 Q3 22 [&] 21 [&] 19 &) 22
C4 9 C4 20 C4 13 C4 16 C4 17
C1 15 C1 17 C1 23 Cl 21 C1 29
Q2 17 Q2 30 Q 14 Q 13 Q 27
17.25 20.25 P20 20.5 19.5 P20 24.75
C3 22 3 15 C3 18 C3 28 &) 17
C4 15 C4 19 C4 27 C4 16 c4 26
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Tabla 15. Datos de concentracion de conidios de 7 cepas nativas de Beauveria sp.

PRODUCCION DE ESPORAS

N° DE
REPETICION| | PROMEDIO
R1 25.25
R2 285
R3 24.75 25.45
R4 23.25
RS 255
R1 u |
R2 22.25
R3 23 23.75
R4 26
RS 235
R1 2175 |
R2 20
R3 22.25 21.45
R4 20.25
RS 23
R1 1925 |
R2 18.75
R3 22.75 20.75
R4 235
RS 195
R1 17
R2 195
R3 18.75 18.65
R4 17.25
RS 20.75
R1 205 |
R2 19.25
R3 155 19.2
R4 18.25
RS 25
R1 1725 |
R2 20.25
R3 20,5 20.45
R4 195
RS 24.75
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Anexo 2. Analisis estadistico

Tabla 16. Prueba de normalidad para aptogenicidad Shapiro-Wilks.

Variable n | Media |D.E. W* | p (Unilateral D)
Prueba de | 21 | 71.98 18.24 0.91 | 0.001
patogenicidad
Tabla 17. Prueba de Kruskal Wallis
Variable PARCELA N Medias D.E. Medianas | gl H p
Prueba de F38 92.59 6.41 88.89
patogenicidad 3
Prueba de| F42 88.89| 0.00 88.89
patogenicidad 3
Prueba de| F58 92.59| 12.83 100
patogenicidad 3
Prueba de F59 88.89| 11.11 88.89 . 8.6 0.200
patogenicidad 3 ' '
Prueba de| P15 9259 6.41 88.89
patogenicidad 3
Prueba de| P20 9259 12.83 100
patogenicidad 3
Prueba de P6 88.89| 0.00 88.89
patogenicidad 3

Tabla 18. Prueba de Normalidad para porcentaje de germinacién Shapiro-Wilks

Variable n | Media |D.E. W=* | p (Unilateral D)
Porcentaje de | 35 | 81.44 8.77 0.83 | 0.001
Germinacion
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Tabla 19. Prueba de Kruskal Wallis

Variable PARCELA N Medias D.E. Medianas | gl H p

Porcentaje de F38 5 87.58 5.32 85.89

Germinacién

Porcentaje de F42 5 84.42 4.31 81.74

Germinacién

Porcentaje de F58 5 86.73 2.44 87.87

Germinacion

Porcentaje de F59 5 69.14 14.61 77.27

Germinacion 6 20 0.003
Porcentaje de P15 5 80.54 2.51 80.51

Germinacién

Porcentaje de P20 5 77.43 7.91 79.67

Germinacién

Porcentaje de P6 5 84.23 2.21 83.33

Germinacién

Tabla 20. Prueba de Normalidad para crecimiento radial Shapiro-Wilks

Variable n | Media D.E. W* | p (Unilateral D)
Crecimiento 35| 1.70 0.10 0.90 0.0082
radial

Tabla 21 Prueba de Kruskal Wallis

Variable PARCELA N Medias D.E. Medianas | gl H p

Crecimiento F38 ) 1.90 0.10 1.89

Radial

Crecimiento F42 5 1.80 0.12 1.8

Radial

Crecimiento F58 5 1.73 0.01 1.72

Radial

Crecimiento F59 5 1.73 0.09 1.77 5 15.156 0.018
Radial

Crecimiento P15 5 1.77 0.05 1.76

Radial

Crecimiento P20 5 1.70 0.04 1.72

Radial

Crecimiento P6 S) 1.73 0.08 1.72

Radial
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Tabla 22 Prueba de Normalidad para numero de esporas Shapiro-Wilks

Variable n | Media | D.E. W* | p (Unilateral D)
NUmero de [ 35 | 21.39 2.94 0.97 | 0.8468
esporas
Prueba de Kruskal Wallis.
Tabla 23 Cuadro ANOVA para nimero de esporas
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 178.27 6 29.71 7.209 0.000
Parcelas 178.27 6 29.71 7.209 0.000
Error 115.40 28 4.12
Total 293.67 34
Tabla 24 Prueba Tukey para nimero de esporas
TRAT Medias n E.E. Prueba Tukey
F38 25.45 5 0.908 A
F42 23.75 5 0.908 AB
F58 21.45 5 0.908 ABC
F59 20.75 5 0.908 BC
P20 20.45 5 0.908 BC
P15 19.2 5 0.908 C
P6 18.65 5 0.908 C
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