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Resumen

La presente investigacion tuvo por objetivo evaluar cepas de Metarhizium sp para el
control de la broca del café (Hypothenemus hampei, Ferrari) provenientes de plantaciones
de café. Las muestras de suelo fueron recolectadas de plantaciones de café de fincas de
produccion organico, de los distritos de San Nicolas, Cochamal, Huambo, Longar,
Mariscal Benavides, Milpuc, Omia, Santa Rosa y Totora de la provincia de Rodriguez de
Mendoza. Se evaluaron las caracteristicas morfoldgicas: color de las colonias de
Metarhizium sp que variaron desde blanco, amarillo palido, amarillo; pasando desde
olivo, gris olivo, gris olivo oscuro, marron rojizo claro; la pigmentacion que se observaron
de las cepas fueron desde blanco, amarillo palido, amarillo, rojo amarillento, marrén
amarillento, rojo oscuro. Las caracteristicas fisioldgicas evaluadas fueron la germinacion,
la esporulacion y crecimiento radial. Los datos se procesaron en el programa InfoStat
Version 15.0 utilizando la prueba Tukey (p<0,05) para la comparacion de las medias. Se
aislaron diecinueve cepas de Metarhizium sp, que presentaron patogenicidad de 100% en
adultos de Hypothenemu hampei, germinacién de conidios de 100% al término de 14

horas, crecimiento radial de 43,15mm y una esporulacion de 9,8x107 esporas/ml.

Palabras claves: Caracterizacion, Metarhizium sp, Hypothenemus hampei
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Abstract

The objective of this research was to evaluate native strains of Metarhizium sp for the
control of the coffee borer (Hypothenemus hampei, Ferrari) from coffee plantations. The
soil samples were collected from coffee plantations of organic production farms, from the
districts of San Nicolas, Cochamal, Huambo, Longar, Mariscal Benavides, Milpuc, Omia,
Santa Rosa and Totora in the province of Rodriguez de Mendoza. The morphological
characteristics were evaluated: color of the colonies of Metarhizium sp that varied from
white, pale yellow, yellow; going from olive, olive gray, dark olive gray, light reddish
brown; The pigmentation that was observed of the strains were from white, pale yellow,
yellow, yellowish red, yellowish brown, dark red. The physiological characteristics
evaluated were germination, sporulation and radial growth. The data were processed in
the InfoStat Version 15.0 program using the Tukey test (p <0.05) for the comparison of
means. Nineteen strains of Metarhizium sp were isolated, which presented 100%
pathogenicity in Hypothenemu hampei adults, conidia germination of 100% at the end of
14 hours, radial growth of 43.15mm and a sporulation of 9.8 x 107 spores / m

Keywords: Characterization, Metarhizium sp, Hypothenemus hampei
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INTRODUCCION

El café es la bebida estimulante y aromatica méas difundida en el mundo, procedente
de un arbusto tropical de hojas verdes perteneciente a la familia Rubiaceas y género
Coffea spp., que crece en zonas de moderadamente himedas (Gotteland &
Saturnino, 2007) y se estima que al menos el 30% de la poblacion mundial consume
una vez al dia una taza de café (Valenzuela, 2010). Este cultivo es de gran
importancia agrocomercial mundial (Fernandez et al., 2010; Ejea, 2009).

Este cultivo constituye la segunda mercancia mas comercializada en el mundo,
después del petroleo (Fernandez et al., 2010), sobresaliendo a nivel comercial dos
variedades de café: los cafés arabicos y robustas (Alejandra & Maria, 2010). El café
ardbico (Coffea arabica) es nativo de las tierras de Abisinial, actual
Etiopia,posiblemente de regiones de Africa y Arabia en Asia y el café robusto
(Coffea canephora) proviene de Africa central (Coveca, 2010). La descripcion entre
variedades: El Arabica, genéticamente, posee 44 cromosomas contra 22 de la
Robusta, cuando crece alcanza de 6 a 8 metros; mientras que la Robusta tiende a
ser més alto, de 8 a 10 metros. En cuanto a enfermedades el café Arabica es
particularmente sensible a la roya (Hemileia vastatrix), especialmente cuando se
siembra en terrenos de baja altitud mientras la Robusta es mas resistente a los
ataques de los parasitos, a las enfermedades y al calor. Pero la gran diferencia entre
las dos especies esta en el grano verde. ElI grano Arabico es mas aplanado y
alargado, su color verde es mas intenso, y a veces muestra matices azules con un
surco central sinuoso en cambio el grano de la Robusta es mas convexo y
abombado, con un surco central rectilineo, y su color es verde palido con matices
marrones o grises. Desde el punto de vista quimico, el grano Arabico contiene de
1.1 a 1.7% de cafeina, mientras que la Robusta contiene de 2 a 4.5%. Y el sabor en
la taza en las dos especies tampoco es igual: el Arabico es mas dulce y aromatico y
sensiblemente menos amargo y astringente que el experimentado con la Robusta
(Figueroa et al.,2015).

La produccion mundial para este cultivo en el periodo 2017-2018 fue de 163 51
millones de sacos (OIC, 2018). Los principales productores de café, son: Brasil con
57.4 millones, Vietnam con 29.5 millones, Colombia con 14 millones, Indonesia
con 10.36 millones y Honduras 7.7 millones de sacos. En el afio 2018, el Peru
mostrd que el café pergamino, tuvo una produccion anual de 369 62 toneladas, con
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un rendimiento de 826 kg/ha y una superficie de 447 426 ha. En la Regidn
Amazonas, para el mismo afio, hubo una produccién anual de 43 946 toneladas, con
un rendimiento de 738 kg/ha y una superficie de 59 539 ha (MINAGRI,2018).
Bajo esta perspectiva, la produccién agricola del café enfrentara el desafio del
control de plagas y enfermedades (Canet & Soto, 2016). Las plagas mas importantes
del cultivo de café a nivel nacional son, principalmente, la broca (Hypothenemus
hampei, Ferrari), el minador (Leucoptera coffella), arafiita roja (Oligonychus
yothersi), hormiga de color marrdn (Atta cephalotes,) y Queresa Coccus viridis
(Sanchez & Vergara, 2002).

La broca del café Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera: Scolytidae), tiene
su origen en el Africa oriental, actual Uganda, en la region cercana al Lago Victoria.
(Franqui & Medina, 2003). Aparecio por primera vez en latinoamérica en 1913, en
Brasil en 1924, en Guatemala en 1971 y Colombia en 1988 (Canet & Soto, 2016) y
actualmente es considerada la plaga mas importante del cultivo del café en el
mundo, por el severo dafio que causa al grano (Padilla et al., 2000). lo que genera
serias pérdidas en el rendimiento y en la calidad del producto. La hembra adulta de
este coleOptero taladra y hace galerias en el endospermo del grano de café,
produciendo tres tipos de dafios: perforacion y alimentacién por los adultos y su
progenie, reduciendo la produccion y la calidad del producto final; el dafio fisico de
la broca permite que los granos maduros atacados sean vulnerables a la infestacion
y a los ataques de otras plagas y el tercer dafio implica que la broca ataque también
a los granos verdes, causando la caida prematuras (Barrera et al., 2006).

Los estudios realizados por Canet & Soto (2016), utilizando avispas Cephalonomia
stephanoderis, Prorops nasuta, Phymastichus coffea y Heterospilus coffeicola para
el control biolégico, actian como parasitos. Estos insectos tienen el propésito de
reducir en lo posible el nimero de estados inmaduros que dan origen a las hembras
fundadoras aptas para colonizar la futura cosecha. Funcion que también pueden
cumplir ciertos hongos entomopatdgenos pertenecientes al género Metarhizium y
Beauveria (Monzén, 2001), que se encuentran en la naturaleza en rastrojos de
cultivos, estiércol, suelo, plantas y parasitando algin insecto (Canet & Soto, 2016).
Monzén (2001), encontrd que el Metarhizium sp, ataca naturalmente a mas de 300
especies de insectos de diversos ordenes, en cuanto a la patogenicidad, esta especie
tiene la capacidad de sintetizar enzimas extracelulares que pueden degradar

polimeros de la cuticula (proteinas, lipidos y quitina) (Leger et al., 1988). Otra
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forma de ataque es mediante los metabolitos toxicos llamados depsipéptidos,
especialmente la destruxina que es producida por el Metarhizium sp. y son
sintetizados cuando el hongo ha penetrado el exoesqueleto y alcanzado el hemocele
(Franco et al., 2011).

En la regidbn Amazonas, el café es cultivado a mediana escala, principalmente en la
provincia de Rodriguez de Mendoza, generando un mayor ingreso econémico-
familiar. Donde, agricultores han reportado incidencias de dafios al cultivo por
encima del 50 %, atribuidos a la broca del café; convirtiendo a esta plaga en una
amenaza para la produccion del mismo (Leiva, 2013).

Con el fin de aprovechar la diversidad de hongos entomopatdgenos en diferentes
agroecosistemas productivos de café en la Provincia Rodriguez de Mendoza, el
objetivo de la presente investigacion fue aislar, identificar y evaluar la
patogenicidad de diferentes cepas nativas de Metarhizium sp. contra la broca del

café (Hypothenemus hampei) en la provincia de Rodriguez de Mendoza — Peru.
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Il. MATERIAL Y METODOS

2.1. Ubicacion del &rea de estudio
La presente investigacion se ejecutd por etapas: la primera etapa de
recoleccion de muestras de suelo procedente de plantaciones de café organico
de los distritos de la provincia de Rodriguez de Mendoza: San Nicolas,
Cochamal, Huambo, Longar, Mariscal Benavides, Milpuc, Omia, Santa Rosa
y Totora (Mapa 1), y la segunda etapa para el aislamiento, caracterizacion,
patogenicidad y distribucion geoespacial, a ser realizada en el Laboratorio de
Investigacion en Sanidad Vegetal (LABISANV), ubicado en la Ciudad
Universitaria de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza,

barrio Higos Urco, Chachapoyas (Mapa 2).
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Mapa 1
Mapa del area de estudio. Los distritos involucrados en el estudio son los pertenecientes a la provincia de Rodriguez de Mendoza
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Mapa 2
Mapa de la ciudad universitaria UNTRM-A y el Laboratorio de Investigacion en Sanidad Vegetal. Donde se desarrollara la segunda etapa:

aislamiento, identificacion, caracterizacion y distribucion geoespacial de las muestras recolectad

CAMPUS UNIVERSITARIO LABORATORIO DE
DELAUNTRM INVESTIGACION
DE SANIDAD VEGETAL
(LABISANY)

REPUBLICA
DEL PERU

DEPARTAMENTO
AMAZONAS
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Los materiales, equipos, reactivos y medios nutritivos utilizados en campo y

laboratorio para el analisis de muestras (Tabla 1).

Tabla 1
Materiales y equipos utilizados en el aislamiento, evaluacién de la

caracterizacién y patogenicidad del hongo

Equipos y materiales de campo

- Bolsas -Wincha
- Costal - Hipoclorito de sodio al 70%
- Gps - Plumon indelible

- Muestreador metalico

Equipos y materiales de laboratorio

Materiales
- Recipientes de plastico - Mecheros - Papel toalla
- Placas petri - Bisturi - Estilete
- Tips - Pinzas - Sacabocado
- Aguja de siembra - Cubre objeto - Tubos de ensayo
- Ansa de siembra - Portaobjeto - Matraz Erlenmeyer
- Plumon indeleble - Papel aluminio - Gradilla
Medios nutritivos
- Potato dextrose agar (PDA)
- Arroz
Reactivos
- Lactofenol - Antibidtico cloranfenicol
- Lactofenol azul - Alcohol de 96°
- Tween 80 - Alcohol de 70°
- Agua destilada
Equipos
- Incubadora - Autoclave

- Microscopio marca Leica® - Estereoscopio

- Vortex Estufa

- Balanza analitica Camara de flujo laminar
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- Macropipetade de 5 ml - Cémara de Neubauer
- Micropipeta de 1ml - Agitador magnético

2.2. Métodos y procedimientos
Seleccion y evaluacion en fincas cafetaleras
Las muestras de suelos fueron recolectadas por el equipo técnico del Instituto
de Investigacion para el Desarrollo Sustentable de Ceja de Selva de la
Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza (INDES-CES) en
fincas productoras de café de los distritos de San Nicolas, Cochamal,
Huambo, Longar, Mariscal Benavides, Milpuc, Omia, Santa Rosa y Totora.
Distribucion geoespacial de las fincas cafetaleras
Cada muestra de suelo recolectada fue georreferenciada mediante GPS
(Anexo 01: Tabla 8), datos que fueron ingresados al software ArcGIS.

Fase de Campo

Recoleccion de muestras de suelo

En esta etapa se utiliz la metodologia descrita por Avila et al. (2014) con
algunas modificaciones.

Se colectaron muestras de suelo, procedentes de 31 unidades agricolas
identificadas, para ello se seleccionaron 5 plantas de café al azar por finca,
del cual se obtuvieron 5 sub muestra por planta a una profundidad de 0-20
cm, todas estas muestras fueron homogenizadas para sacar de ellas una sola
muestra compuesta por finca, obteniendo aproximadamente 300 Kg de
muestra, estas fueron colectadas en bolsas de polietileno previamente
codificadas para luego ser transportados al Laboratorio de Sanidad Vegetal
de la UNTRM.

Figura 1

Muestras de suelo de la provincia de Rodriguez de Mendoza

Fase de laboratorio
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Aislamiento de cepas nativas de Metarhizium sp.

Aislamiento de cepas nativas de Metarhizium sp: Técnica del insecto
trampa “Cebo — Insecto

Para el desarrollo del aislamiento se utilizd la metodologia descrita por
Zimmermann (1986), con algunas modificaciones.

De cada muestra homogenizada, se tom6 150 g de suelo para ser colocados
en un recipiente plastico, conjuntamente se colocaron 2 larvas del picudo de
la cafia de azucar (Metamasius hemipterus). siendo 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
entomopatogeno

Se seleccionaron aquellas larvas que presentaron crecimiento de micelio sobre
la cuticula y con la ayuda de una aguja de siembra se raspé el micelio,
repicando en medio de cultivo (PDA), llevando a incubar a 30°C por 7 dias
(Cafnedo & Ames, 2004).

Figura 2

"Técnica del insecto trampa “Cebo - Insecto”; A: pesado 150g de muestra
de suelo; B: muestras de suelo con larvas de Metamasius hemipterus; C:
presencia de micelio del hongo en la larva.
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2.3. Caracterizacion de cepas nativas de Metarhizium

a)

b)

Morfologia macroscopica

Las cepas aisladas fueron sembradas en placas Petri con medio PDA y
se incubaron a 30 °C por 30 dias, durante los cuales se observo las
caracteristicas macroscépicas como el color de las colonias, textura o
aspecto, el tipo de esporulacion y pigmentacion (Padilla et al., 2000).

Para describir el color se utiliz6 la tabla Munsell (Obando et al., 2013).

Figura 3
Evaluacion macroscopica; color de la colonia y pigmentacion de

Metarhizium sp mediante la tabla Munsell

Morfologia microscépica

Microcultivo de cepas nativas de Metarhizium

Se transfirieron discos de 4 mm de didmetro del borde de una placa de
PDA y se colocaron sobre un portaobjeto, seguidamente, con el asa de
siembra se inocularon las esporas del hongo sobre los discos de PDA,
se humedecid el papel toalla con agua destilada estéril y finalmente se
incubaron a 30°C por 5 dias (Torres et al., 2015).

Montaje de los microcultivos

Pasados 5 dias, se hizo una preparacion semipermanente con lactofenol
y lactofenol azul, con una pinza se levant6 el cubreobjetos con esporas
de los microcultivos y se colocd en porta objeto con lactofenol y
lactofenol azul, lo mismo se realizd con los portaobjetos del

microcultivo. El siguiente procedimiento consistid en secar los
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montajes con papel, se pasé con esmalte transparente de ufias y se
observaron las estructuras microscopicas en el microscopio marca
Leica® para tomarles foto y luego medir las esporas y fialides del
hongo. Finalmente se compararon las estructuras microscopicas con las
tablas taxonémicas de (Barnett & Hunter, 1998; Bischoff et al., 2009;
Nishi et al., 2017).

Para la medicién de las estructuras microscépicas se utiliz6 el Software

Image Tool 3.0.

Figura 4
Estructuras microscdpicas; A-B Metarhizium sp en microscopio optico,
coloreadas con lactofenol y azul de lactofenol Co: conidiéforo c:

conidio. (PHR-M14)
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Crecimiento Radial

El procedimiento siguié la metodologia descrita por Torres et al.
(2013). Con el rotulador se dividieron en 4 cuadrantes las placas petri,
para poder evaluar el crecimiento radial con la ayuda de una regla de
30 cm. A partir de los aislados de Metarhizium sp de cinco dias de edad
se transfirio un disco de 4 mm de diametro del borde de la colonia en
crecimiento, se coloco en el centro de una placa petri con medio de
cultivo PDA y se incubd a 30° C. Para la medicion se siguio la
metodologia descrita por Padilla et al., (2000), se midié el crecimiento
con Vernier cada dos dias, a partir del quinto dia de incubacion hasta

los 20 dias y cada cinco repeticiones por aislado.
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d)

Figura 5
Evaluacion de crecimiento radial; A: coloniade 20 dias de crecimiento

de Metarhizium sp; B: midiendo con vernier crecimiento radial. (TOR-
M17)

Produccién de conidios

El procedimiento se desarroll6 siguiendo la metodologia descrita por
Gomez et al. (2013), con algunas modificaciones.

Se preparo la solucion madre, la cual estuvo formada por 1 g de arroz
de conidios de Metarhizium sp mas Tween 80 al 0.01 % en 100 ml de
agua destilada estéril en el matraz Erlenmeyer, posteriormente se
desprendio las esporas utilizando agitador magnético y con una pipeta
Pasteur se pas6 1 ml de la solucion madre al tubo de ensayo que
pertenecia a la dilucion 107%; se repitié el procedimiento llevando 1 ml
de esta dilucion (102) a tubo con 9 ml de agua destilada estéril. De las
diluciones realizadas anteriormente, se determind la concentracion de
esporas, tomando una alicuota de 10ul con una micropipeta,
depositandose con cuidado en la camara de Neubauer y dejando que las
esporas se asienten por 2 min, luego se coloc6 la camara Neubauer en
el microscopio marca Leica® en el objetivo de 40 X y se realizé el
conteo de esporas.

El conteo de conidios se realiz6 en la cdmara Neubauer y la
concentracion mi™ se determind mediante la siguiente formula de (Lipa
& Slizynski, 1973).

C = (Cc) (4 x 10°) (Fd / 80)
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Donde:

C = Numero de conidios. ml*!

Cc = Numero promedio de conidios contados en la camara de
Neubauer

Fd = Factor de dilucién

Figura 6

Lectura de conidios en la camara Neubauer; A: cuadros principales de
camara de Neubauer: se utilizé para contar las 4 esquinas y el cuadro
central; B: Conteo de conidias en uno de los cuadrantes centrales de
la camara de Neubauer. Las conidias que estan sobre la linea derecha

e inferior no se cuentan (Gomez & Mendoza, 2004).

Porcentaje de Germinacion

Para el desarrollo de esta actividad se utilizé la metodologia descrita
por Acufa et al. (2015), se prepararon diluciones en serie de la
suspension de esporas (10 a 1072). Para obtener la dilucion 10! se
tomo6 1 ml de la suspension de esporas al que se le colocaron 9 ml de
agua destilada estéril con una solucion de Tween 80 al 0.01 % y
colocando la dilucion en un vértex por 1 min. Este procedimiento se
repiti6 hasta obtener las diluciones necesarias. A partir de las
concentraciones de esporas, se llevé a sembrar a la camara de flujo
laminar y con una micropipeta se depositdé 30 ul de la dilucién
determinada de Metarhizium sp en dos puntos de una placa petri con
PDA, se colocé encima cubreobjetos y se incubo a 30°C. Luego de esto
se realizd el conteo de esporas totales, registrando las germinadas y las

no germinadas, 14 horas después de la siembra.
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El porcentaje de germinacion se determind mediante la siguiente

formula:

* 100

a
% Germinacion = s

a= numero de conidias germinadas

b = ndmero de conidias sin germinar

Figura7
Evaluacion de porcentaje de germinacion; A: lectura de porcentaje de

germinacion; B: C= conidios germinados.

2.4. Determinacion de la capacidad entomopatdgena de las cepas nativas de

Metarhizium sp

a.

Produccion masiva de las cepas nativas de Metarhizium sp

Se realiz6 la propagacién masiva de 18 cepas nativas de Metarhizium
sp

e Sepesd 150 g de arroz y se colocé en bandeja de plastico.

e El agua en estado de ebullicién fue vertida en las bandejas de
plastico y se dejé reposar por un tiempo de 2 horas.

e Luego se extrajo toda el agua de los recipientes. El arroz ya
precocido fue colocado en bolsas y después autoclavado a 121°C
por 15 minutos.

e En la cAmara de flujo laminar se colocé las 18 bolsas y se aplico

rayos ultra violeta (uv) por 15 minutos.
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e Teniendo los hongos de Metarhizium sp previamente repicados en
placas de PDA (papa dextrosa agar), se empezd a cortar discos con
sacabocados para colocar 5 de estos discos de PDA a cada bolsa.

e Finalmente, las bolsas fueron cerradas y codificadas vy
posteriormente colocadas en la incubadora a una temperatura de 27
°C por 15 dias.

Figura 8

Propagacion masiva: cepas nativas de Metarhizium sp en medio solido

arroz.

w?
-"v‘.

Recoleccion de adultos de Broca (Hypothenemus hampei).

Las muestras de cerezos de café fueron recolectadas de fincas en
estudio, las cuales presentaban incidencia de Hypothenemus hampei.
Estas muestras fueron llevadas al laboratorio donde se realizo el sacado
de 570 brocas (Hypothenemus hampei) de café con buena manipulacion
para la respectiva prueba y evaluacion.

Prueba de patogenicidad

Para el desarrollo de la actividad se utilizo la metodologia descrita por
Gonzélez et al. (1993), con algunas modificaciones.

Para la prueba de patogenicidad en el laboratorio se usaron 18
tratamientos de Metarhizium sp y un testigo; el cual fue considerado
como un tratamiento mas (TO0), tratado solo con agua destilada estéril.
Para la aplicacion de Metarhizium sp, a los 18 tratamientos se utilizo el
método de inmersidn, que consiste en sumergir las brocas durante 3
minutos colocadas dentro de una malla, en una solucion de hipoclorito

de sodio comercial al 0.5 %, para su desinfeccion; posteriormente,
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fueron sumergidas en agua destilada estéril durante 2 minutos por tres
oportunidades para eliminar los residuos de cloro. Una vez
desinfectados se sumergieron las brocas durante 3 minutos en
concentraciones ajustadas por cada tratamiento de Metarhizium sp en
1x10” UFC/ml de agua. (UFC=Unidades formadoras de colonias).
Luego de la inoculacion se prepararon nuevas placas Petri, donde se
introdujo un papel filtro estéril y humedecido en la base de cada placa
Petri, para luego colocar con una pinza 10 brocas inoculadas con 3
granos de café en cada placa para evitar canibalismo entre ellas y
muerte por hambre. Cada placa petri fue sellado con parafina y fue
rotulados con cédigos por tratamientos y repeticiones para los conteos
posteriores. Las placas Petri fueron colocadas en la incubadora a 27°C
por 12 dias, mientras sea necesario se humedecid el papel filtro con
agua destilada estéril sin saturarla.

En base Gonzalez et al. (1993), se evalud la patogenicidad y virulencia
de las cepas del hongo sobre la broca del café, por 12 dias, registrando
los tiempos de mortandad por causas patogénicas y el ciclo del hongo,
manteniendo las brocas vivas 0 muertas en las placas petri para no
interrumpir la dinamica del insecto y el desarrollo hongo.

Figura 9

Prueba de patogenicidad; A y B: extraccion de adultos de
Hypothenemus hampei de granos de café; C: desinfeccion de
Hypothenemus hampei; D: inoculacion de los tratamientos a adultos

de Hypothenemus hampei; E: tratamientos rotulados listas para

incubacion; F: Disposicion de los tratamientos.
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Figura 10

Micosis de Metarhizium sp; A- B: micosis del hongo sobre

Hypothenemus hampei

2.5. Disefio experimental
Se trabajo con un disefio completamente al azar (DCA). Se distribuy6 en 19
tratamientos (18 tratamientos “aislados” de Metarhizium sp, y 1 tratamiento
testigo) con 3 repeticiones, cada uno haciendo un total de 57 unidades
experimentales (cada unidad experimental represent6 una placa petri de 9 cm
de diametro).
Poblacion:
La poblacion a estudiar fue conformada por el total de placas petri donde se
evaluo el efecto in vitro de cepas de Metarhizium sp con potencial de
biocontrol sobre la broca del café (Hypothenemus hampei).
Muestra:
Para el presente estudio se evaluaron 57 placas petri, (cada placa petri de 9
cm de didmetro fue una unidad experimental.)
Muestreo:

El muestreo fue de tipo probabilistico.
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Tabla 2
Caracteristicas generales del experimento

Disefio completamente al azar

Repeticiones 3

Tratamientos 19

N° de unidades experimentales 57

N° de placas por repeticion 19 placas de 9cm de diametro
N° de placas a evaluar 57

Fuente: Elaboracion propia
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Disposicion en laboratorio:

Figura 11
Disposicion de los tratamientos en el laboratorio
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Tratamientos

TO: Testigo T4: CMR-M8 T8: MHR-M4 T12: CCR-M3 12 T16: MNR-M18
T1: TOR-M17 T5: POR-M9 T9: LLM-M2 T13: MMR-M16 T17: DHR-M11
T2: SRR-M12 T6: MMR-M1 T10: PMR-M13 T14: TOR-M10 T18: MMR-M7
T3: PHR-M14 T7: GOR-M19 T11: TSR-M15 T15: PTR-M6
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Evaluacion de las variables.

La unidad experimental fue representada con 10 brocas por placa Petri, para
un total de 30 brocas por tratamiento; a las 24 horas de la inoculacion se
procedié a evaluar los tratamientos.

Mortalidad de adultos de la broca del café Hypothenemus hampei: Esta
variable fue evaluada monitoreando la mortalidad de los adultos de
Hypothenemus hampei en cada tratamiento y comparando con el tratamiento
testigo.

Crecimiento de micelio del hongo (Metarhizium sp.) en adultos de
(Hypothenemus hampei): En esta variable se midio el crecimiento de micelio del
hongo en el cuerpo del insecto, en cada tratamiento, determinando el porcentaje de
individuos infectados con evidencia de micosis.

El tratamiento testigo, los insectos tratados con agua destilada estéril, no deberian
presentar una mortalidad mayor al 10 % ni signos de micosis.

Andlisis de datos

Para el analisis de los resultados de las evaluaciones se elabord una matriz de
datos usando Microsoft Excel 2016®, luego fueron sometidos a un analisis
de varianza para comprobar la existencia de diferencias significativas entre
variables, posterior a ello se realizd la prueba de comparaciones multiples de
Tukey al 5% de significacion a fin de conocer las diferencias entre los
tratamientos evaluados; los analisis fueron realizados en el paquete

estadistico InfoStat versién 15.
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I1l. RESULTADOS

3.1. Aislamiento
Se recolecté muestras de suelo de los distritos de San Nicolas, Cochamal,
Huambo, Longar, Mariscal Benavides, Milpuc, Omia, Santa Rosa, Totora,
colectando 31 muestras de suelo de fincas productoras de café de las cuales
se realizé el aislamiento de cepas con la técnica de insecto trampa logrando

aislar 19 cepas de Metarhizium sp (tabla 6).
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Tabla 3

Relacion de parcelas georreferenciadas. Sitio donde se realizo el aislamiento cepas de Metarhizium sp

Ubicacion

Ne° ng;ﬁgode Lagggaitggrio Provincia Distrito Caserio . N 8:2;% Vag;?‘gad
1 | Mamich02 | MMR-M1 R. de Mendoza Mariscal Benavides Michina 221265 9292992 | 1565 Catimor
2 Long04 LLM-M2 R. de Mendoza Longar Longar 218471 9293560 | 1586 Catimor
3 | COCHO6 CCR-M3 R. de Mendoza Cochamal Cochamal 214885 9291139 | 1598 Catimor
4 | Mirall MHR-M4 R. de Mendoza Huambo Miraflores 220603 9287599 | 1661 Catimor
5 | Naranjol3 | NRR-M5 R. de Mendoza R. Mendoza Naranjo 223901 9291297 | 1592 Catimor
6 LP18 PTR-M6 R. de Mendoza Totora La Perla 228487 9281802 | 1757 Catimor
7 Milp20 MMR-M7 R. de Mendoza Milpuc Milpuc 230505 9280744 | 1662 Catimor
8 | Chon22 CMR-M8 R. de Mendoza Milpuc Chontapampa 233125 9281689 | 1689 Catimor
9 Pm25 POR-M9 R. de Mendoza Omia Pumamarca 238132 9281904 | 1614 Catimor
10 T27 TOR-M10 R. de Mendoza Omia Tuemal 232896 9286902 | 1431 Catimor
11 | Dscrl0 DHR-M11 R. de Mendoza Huambo Dos Cruces 218155 9289509 | 1645 Catimor
12 oL1 SRR-M12 R. de Mendoza Omia Limén 234775 9285337 | 1391 Catimor
13 Ma01 PMR-M13 R. de Mendoza Mariscal Benavides Pilancon 222237 9293179 | 1585 Catimor
14 Puq08 PHR-M14 R. de Mendoza Huambo Puquio 215684 9288975 | 1588 Catimor
15 Tranl4 TSR-M15 R. de Mendoza Santa Rosa Trancaguaico 224648 9287667 1729 Catimor
16 | Milp19 MMR-M16 R. de Mendoza Milpuc Milpuc 229996 9281264 | 1656 Catimor
17 Gebil TOR-M17 R. de Mendoza Omia Gebil 236088 9284363 | 1369 Catimor
18 M28 MNR-M18 R. de Mendoza San Nicolas Mito 231472 9288826 | 1478 Catimor
19 |  0G23 GOR-M19 R. de Mendoza Omia Gebil 235997 9284919 | 1391 Catimor
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Mapa 3

Ubicacidn de los aislados de Metarhizium sp . EI mapa indica la ubicacion de las zonas en las cuales se identificaron suelos con presencia

de Metarhizium (Mariscal Benavides, Longar, Cochamal, Huambo, San Nicolas, Omia, Chirimoto, Totora y Milpu
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3.2. Caracterizacion de aislados de Metarhizium sp
a) Caracteristicas macroscépicas de Metarhizium sp
Las cepas aisladas presentaron caracteristicas diferentes entre cepas como,
tipo de esporulacion, borde de colonia, textura de colonia, color y
pigmentacion, los cuales crecieron en medio de cultivo PDA a 30°C en
incubadora, en el tipo de esporulacién lo que se encontrd que solamente la
cepa POR-MQ tiene anillo uniforme terminal (Figura 8. A), 13 cepas tienen
anillo en toda la colonia (Figura 8.B), 5 cepas con anillos uniformes
centrales (Figura 8. C); para el caso de borde de colonia 11 termina de
forma ondulado (Figura 9. A) y 8 con terminales plumosa (Figura 9.B). La
textura de las cepas 12 de 19 tuvieron textura polvosa (Figura 10.A) y 6
con textura algodonoso (Figura 10.B). Los colores de las cepas variaron
desde blanco, amarillo palido, amarillo, amarillo rojizo; pasando desde
olivo, gris olivo, gris olivo oscuro, marron rojizo claro y gris. La
pigmentacion que se observé de las cepas fueron desde blanco, amarillo
palido, amarillo, rojo amarillento, marrén amarillento, amarillo rojizo, rojo

0SCuro y rojo.

Figura 12

Tipo de esporulacion. A: Anillo uniforme terminal POR-M9; B: Anillo en
toda la colonia DHR-M11; C: Anillos uniformes centrales PHR-M14
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Figura 13
Borde de la colonia. A: Ondulado TOR-M17; B: Plumoso SRR-M12

Figura 14
Textura de la colonia. A: Polvosa MNR-M18; B: Algodonosa PMR- M13
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Cuadro 1
Caracteristicas macroscopicas. Color de colonia de Metarhizium sp
Cddigo de Color de la

Imagen de la colonia _
cepa colonia

TOR-M10 Gris olivo

oscuro,
Amarillo
palido, gris,

blanco.

NRR-M5

Marrén rojizo

claro

MMR-M1

Olivo,  gris
olivo oscuro,
gris, blanco.
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Cuadro 2

b) Caracteristicas microscépicas de Metarhizium sp

Medicién de cepas de Metarhizium sp. Largo y ancho de las esporas;

largo de las fialides.

Cadigo Conidia | Fialide
de cepa (um) (um)
PMR-M13 | 3,7x0,9 7,4
MMR-M1 | 3,6x1,0 7,0
LLM-M2 3,2%x0,8 4,2
CCR-M3 3,3x1,0 5,3
PHR-M14 | 7,8x2,3 13,2
DHR-M11 | 3,2x0,9 4,5
MHR-M4 | 7,2x2,8 15,3
NRR-M5 4,4 x1,7 14,5
TSR-M15 | 3,5x1,0 6,3
PTR-M6 2,7x0,8 5,3

Cadigo Conidia | Fjalide
de cepa (um) (um)

MM'\QE' 4,0x1,0 6,2
MMR-M7 | 2,9x1,0 9,7
CMR-M8 | 3,0x0,9 5,7
GOR-M19 | 4,5x1,0 7,5
POR-M9 7,6x2,1 15,8
TOR-M10 | 3,5x1,0 5,9
SRR-M12 | 2,7x1,1 4,5
TOR-M17 | 3,5x1,0 4,5

'\:/I'\g' 3,0x0,8 6,8

¢) Crecimiento Radial

El crecimiento radial de los diecinueve aislados de Metarhizium sp con 5

repeticiones, al realizar el analisis de varianza y la prueba de rangos

maultiples de Tukey p > 0,05 dio como resultado que existe diferencia

significativa entre grupos (Tabla 4).
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Tabla 4

Desarrollo micelial de cepas nativas de Metarhizium sp

Cepas Media * Cepas Media *
SRR-M12 26,82+1,13a TOR-M10 37,46+1,13 cdefgh
CCR-M3 30,17+1,13 ab TSR-M15 38.46x1,13 cdefgh

MNR-M18 33,72+1,13 bc MMR-M7  39,28+1,13 cdefgh
POR-M9 34,18+1,13 bcd  GOR-M19  39,78+1,13 defgh
PTR-M6 34,84+1,13 bed MHR-M4 41,27+1,13 efgh
PMR-M13 35,61+1,13 bcde CMR-M8 41,41+1,13 efgh
NRR-M5 35,87+1,13 bcde MMR-M1  41,72+1,13 fgh
DHR-M11 36,23+1,13 cdef = PHR-M14  41,79+1,13 fgh
MMR-M16 37,13+1,13 cdefy TOR-M17  42,85+1,13 gh
LLM-M2 43,15+1,13 h

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (Tukey p >
0,05).
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Figura 15
Valores de crecimiento radial (maximo y minimo) para Metarhizium sp. El crecimiento radial de las diecinueve cepas en placa petri en
medio nutritivo PDA, indicé que la cepa que tuvo crecimiento de micelio mas rapido a comparacion de las otras cepas fue LLM-M2 con

43.15mm y la que tuvo menor crecimiento fue la cepa SRR-M12 con 26.82mm, evaluacion del dia 15.
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d) Produccién de conidios
En la produccidon de esporas de los aislados de Metarhizium sp en la tabla
5, se observa que la cepa LLM-M2 fue quien tuvo el mayor nivel de
produccion de esporas con 9,8x10” esporas por mililitro y la cepa GOR-
M19 fue quien obtuvo la menor produccion de esporas por mililitro con un
valor de 1x107 (Tabla 5).
Tabla 5
Produccion de esporas/ml de Metarhizium sp

cepas Produccién cepas Produccion
de esporas/ml de esporas/ml
TOR-M17 4,5x107 MMR-M16 2,9%x107
SRR-M12 5,6%x10’ TOR-M10 3,2x107
PHR-M14 5,2x107 PTR-M6, 7,9x107
CMR-M8 3,4x107 MNR-M18
7.3x107
POR-M9 8,3x10’ DHR-M11 7,2x107
MMR-M1 2,2x107 MMR-M7 4,5%x10’
GOR-M19 1x107 CCR-M3 5,7x10’
MHR-M4 7x10’ TSR-M15 6,4x10’
LLM-M2 9,8x10’ PMR-M13 1,7x10

Fuente: Elaboracion propia

45



Figura 16

Concentracion de esporas/ml, contabilizadas de las dieciocho cepas de
Metarhizium sp, indicando que la cepa que obtuvo mayor nimero de
esporas es LL-M2 con 9,8x107 esporas por mililitro y la cepa GOR-M19

obtuvo el menor con 1x107 esporas por mililitro.
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PRODUCCION DE CONIDIOS
CEPAS

CONIDIOS/ml

B TOR-M17 SRR-M12 ®mDHR-M11 ®mPHR-M14 ®PMR-M13 B MHR-M4
PTR-M6 CCR-M3 TSR-M15 ®MMR-M16 ® MMR-M1 B LLM-M2
TOR-M10 CMR-M8 GOR-M19 m MMR-M7 ®mPOR-M9 ® MNR-M18

e) Porcentaje de Germinacion

En la (tabla 6), (figura 17), se observa que, los resultados obtenidos para
los diferentes cepas fueron variables; los catorce cepas TOR-M17,LLM-
M2,DHR-M11,MMR-M16,CMR-M8,PTR-M6,CCR-M3,GOR-
M19,TSR-M15,MHR-M4,PMR-M13,PHR-M14,MNR-M18,TOR-M10
presentaron un alto porcentaje de germinacion por encima del 80% con
100%, 98%, 95, 50%, 93%, 93%, 92%, 91.50%, 90%, 88%, 87%, 87%,
85,50%, 84,50% Yy 83%, respectivamente a las 14 horas de incubacién; a
diferencia de las cinco cepas restantes MMR-M1, MMR-M7,SRR-
M12,POR-M9 que presentaron un porcentaje de germinacion inferior al

80%, a las 14 horas de la incubacion.
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Tabla 6

Porcentaje de germinacion de Metarhizium sp

Cepas Media + Cepas Media +
POR-M9 77,00£5,12 a TSR-M15 88,00+5,12 a
SRR-M12 78,50+5,12 a GOR-M19  90,00+5,12 a
MMR-M7 78,50+4,5,12 a CCR-M3 91,50+5,12 a
MMR-M1 79,00+5,12 a PTR-M6 92,00+5,12 a
TOR-M10 83,00+5,12 a CMR-M8 93,00+5,12 a
MNR-M18  84,50+5,12 a MMR-M16  93,00+5,12 a
PHR-M14 85,50+5,12 a DHR-M11 95,50+5,12 a
PMR-M13 87,00 +5,12 a LLM-M2 98,00+5,12 a
MHR-M4 87,00+£5,12 a TOR-M17 100,00+5,12 a

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (Tukey p >
,05).
Figura 17

Valores porcentaje de germinacién (méaximo, medio y minimo) de las

dieciocho cepas Metarhizium sp, encontrandose que la cepa TOR-M17

germind el 100 % de los conidios en todas las repeticiones, la segunda

cepa con méas germinacion de conidios fue LLM-M2 con 98 % y la cepa

con menos germinacion fue POR-M9 con 77,00%.
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3.3.

Figura 18
Porcentaje de Germinacion de las dieciocho cepas de Metarhizium sp,

promedios germinados y no germinados.
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Prueba de patogenicidad

Mortalidad de adultos de la broca del café Hypothenemus hampei

Los tratamientos mostraron diferencias significativas de patogenicidad, asi
mismo respecto al testigo.

En la (figura N° 19) se muestra que el testigo obtuvo el méas bajo porcentaje
de mortalidad de Hypothenemus hampei con un promedio de 6,67%, mientras
que para los tratamientos respecto a las cepas de Metarhizium sp el nivel de
patogenicidad minimo fue para la cepa SRR-M12 con 36,67% y el maximo
para las cepas TOR-M10y TOR-M17 con 100% de mortalidad, a las 72 horas

de la inoculacion.
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Figura 19

Valores porcentaje de Mortalidad (méximo y minimo) de Metarhizium sp
sobre Hypothenemus hampei, encontrandose que las cepas TOR-M17 y TOR-
M10 ocasionan una mortalidad del 100 % y la cepa que menos ocasiono
mortalidad es SRR-M12 con 36,67 %.
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Tratamlentos
Crecimiento de micelio del hongo (Metarhizium sp) sobre adultos de
(Hypothenemus hampei):
En los tratamientos inoculados con el hongo se observaron insectos con
sintomas de infeccion por hongos, como presencia de hifas o coloracion
blanca inicial, que posteriormente se tornd a una coloracion Olivo con la

esporulacion (figura 20)

Figura 20
Micosis del hongo; A y B: Hypothenemus hampei infectado por Metarhizium
sp (POR-M9, DHR-M11).
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En la (tabla 7), (figura 21), El crecimiento micelio del hongo de las dieciocho

cepas de Metarhizium sp con 3 repeticiones, al realizar el analisis de varianza
y la prueba de rangos multiples de Tukey p > 0,05 dio como resultado que

existe diferencia significativa entre tratamientos.

Tabla 7

Crecimiento del micelio de Metarhizium sp

Cepas

Media + Cepas Media *
TESTIGO 0.00+£1,96 a TOR-M17  88,33+1,96 cdef
POR-M9 75,93+1,96 b LLM-M2  89,11+1,96 cdef
PTR-M6 80,00£1,96 bc MMR-M7  89,33+1,96 cdef
DHR-M11 81,00+1,96 bc SRR-M12  89,33+1,96 cdef
GOR-M19 82,91+1,96 bcd PHR-M14 92,35+1,96 def
MNR-M18 84,33£1,96 bcde TSR-M15  93,83+1,96 ef
CCR-M3 84,33£1,96 bcde @ MMR-M1 94,00+1,96 ef
MMR-M16  85,33£1,96 bcde @ MHR-M4  96,15+1,96 f
PMR-M13 87,67 £1,96 cdef CMR-M8  97,49+1,96 f
TOR-M10 87,67£1,96 cdef

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (Tukey p >

0,05).
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Figura 21
Crecimiento micelial de Metarhizium sp sobre cuerpos de H. hampei (maximo y minimo). La cepa que tuvo crecimiento de micelio méas
rapido a comparacién de las otras cepas fue CMR-M8 con 97,49 y la que tuvo menor crecimiento fue la cepa POR-M9 con 75,93, respecto

al testigo fue de 0; evaluacion de las 288 horas.
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Tabla 8

Parcelas con presencia de cepas de Metarhizium sp y sus respectivas caracteristicas microscopicas:

Caracteristicas microscopicas de cepas de Metarhizium sp

Conidios (largo por

Porcentaje de

Caserio Cepas ancho) Fialides Crecimiento radial Esporas/ml germinacion
Pilancon PMR-M13 3.7x0.9 7.4 35,61+1,13 bcde 1,7x10’ 87,00 £5,12 a
Michina MMR-M1 3.6x1.0 7 41,72+1,13 fgh 2,2x107 79,00£5,12 a
Longar LLM-M2 3.2x0.8 4.2 43,15+£1,13 h 9,8x10’ 98,00+5,12 a
Cochamal CCR-M3 3.3x1.0 53 30,17£1,13 ab 5,7x10’ 91,5045,12 a
Puquio PHR-M14 7.8x13.2 13.2 41,79+1,13 fgh 5,2x107 85,50+5,12 a
Dos Cruces DHR-M11 3.2x0.9 4.5 36,23+1,13 cdef 7,2x10’ 95,5045,12 a
Miraflores MHR-M4 7.2x2.8 15.3 41,27+1,13 efgh 7x107 87,00+5,12 a
Naranjo NRR-M5 4.4x1.7 145 35,87+1,13 bcde
Trancaguaico  TSR-M15 3.5x1.0 6.3 38.46x1,13 cdefgh 6,4x10’ 88,00£5,12 a
La Perla PTR-M6 2.7x0.8 53 34,84+1,13 bcd 7,9x10° 92,00£5,12 a
Milpuc MMR-M16 40x1.0 6.2 37,13+1,13 cdefg 2,9x10’ 93,00+5,12 a
Milpuc MMR-M7 29x1.0 9.7 39,28+1,13 cdefgh 4,5%x10’ 78,50+4,5,12 a
Chontapampa  CMR-M8 3.0x0.9 5.7 41,41+1,13 efgh 3,4x107 93,00+5,12 a
Gebil GOR-M19 45x1.0 7.5 39,78+1,13 defgh 1x107 90,0045,12 a
Pumamarca POR-M9 7.6x21 15.8 34,18+1,13 bcd 8,3x10’ 77,005,12 a
Tuemal TOR-M10 35x1.0 5.9 37,46£1,13 cdefgh 3,2x107 83,00+5,12 a
Limon SRR-M12 2.7x11 4.5 26,82+1,13a 5,6x107 78,50+5,12 a
Gebil TOR-M17 35x1.0 4.5 42,85+1,13 gh 4,5%10’ 100,0045,12 a
Mito MNR-M18 3.0x0.8 6.8 33,72+1,13 bc 7.3x10’ 84,50+5,12 a
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DISCUSION

La metodologia empleada por Zimmermann (1986) y Cafiedo & Ames, (2004), en
el aislamiento de cepas nativas de Metarhizium sp, la técnica del insecto trampa
“Cebo - Insecto” fue de gran ayuda para lograr la fase de aislamiento de todo el
material microbiologico; logrando pasar por las etapas de cAmara humeda y repique
sin ninguna complicacion, llegando al establecimiento de diecinueve colonias puras
de 31 muestras de suelo.

La caracterizacion morfoldgica macroscopica demuestra que Metarhizium es un
género de crecimiento lento, de aspecto algodonoso, compacto y polvoriento, con
diferentes variaciones de color: de olivo a amarillo verdoso y de olivo a verde.
Mediante este estudio se pudo corroborar los rasgos caracteristicos de este género,
en la investigacion se encontrd un tipo de esporulacién con anillo (terminal, en toda
la colonia y uniformes centrales) para el caso de borde de colonia de forma
ondulado y plumosa; en cuanto a la textura polvosa y algodonosa, esta caracteristica
indica que cuando la proporcion de micelio es mayor a la produccién de esporas, su
aspecto es algodonoso, de la misma manera, si la proporcion de esporas es superior,
su aspecto sera compacto y se evidencia el color. Los colores de las colonias
variaron desde blanco, amarillo palido, amarillo y amarillo rojizo; pasando desde
olivo, gris olivo, gris olivo oscuro, marron rojizo claro y gris. La pigmentacion que
se observd de las cepas fueron desde blanco, amarillo palido, amarillo, rojo
amarillento, marrén amarillento, amarillo rojizo, rojo oscuro y rojo, existiendo
concordancia con los estudios realizados por Padilla et al., (2000), quienes
evaluaron 50 aislamientos de Metarhizium anisopliae en SDA, incubando por 30
dias, obteniendo colonias con aspectos que variaron de algodonoso a compacto.
Con respecto al color de la colonia, vario de amarillo a verde en diferentes
intensidades. La pigmentacion mostro color de rangos de amarillo a anaranjado o
de rosado a rojo vino, esto da a demostrar que algunos pigmentos juegan un papel
importante en la resistencia de las esporas en ambientes desfavorables asi mismo
(Obando et al., 2013), ya que en este estudio obtuvieron resultados de color de las
colonias que variaron desde amarillo, pasando por verde olivo y alcanzando hasta
el color verde grisdceo oscuro y la pigmentacion coloraciones amarillas,

anaranjadas, rosadas y rojo carmesi; Sepulveda et al., (2016) evaluaron seis

53



aislamientos con textura algodonosa, algunos aislados mostraron anillos de
conidios verdes que cubrian la colonia por completo.

El crecimiento del micelio de las diecinueve cepas de Metarhizium sp vari6 entre la
cepa SRR-M12 26,82 y la cepa LLM-M2 43,15 mm después de 20 dias de cultivo
en potato agar dextrosa (PDA). Asi mismo se observé que una de las cepas entro
en dormancia, en ese sentido, Milner et al., (1991) afirma que es posible que
algunos aislamientos entren en un tipo de dormancia fisioldgica, la cual los hace
aptos para sobrevivir por periodos prolongados en el campo, fuera del insecto
hospedante.

En cuanto a la caracterizacion morfologica microscopica, la investigacion fue
comparada con las claves taxonomicas de Bischoff et al., 2009, existiendo
concordancias entre las cepas: Tamafio de conidios PHR-M14 7,8 x 2,3 uym y
fialides 13,2 um con tamafios similares de conidios de Metarhizium guizhouense
7,0-9,0 pm x 2,0-3,0 um y fialides 7,5-20,0 pum; asi mismo la cepa POR-M9 tuvo
tamarfio de conidio de 7,6 x 2,1 um y fialides 15,8 um con tamafio similares de
conidios de Metarhizium pingshaense 6,0-8,0 um x 2,5-3,5 um y fialides 7,0-17,0
pm y Metarhizium brunneum tamafio de conidios 4,5-7,5 pm x 2,0-3,0 um y
fialides 9,5-18,0 um.

El nivel de esporulacion a los 15 dias se midié a través de la concentracion de
esporas/ml, la cepa LLM-M2 fue quien tuvo el mayor nivel de produccién de
esporas con 9,8x107 esporas/ml, en esa premisa, Padilla et al., (2000) obtuvo
resultados de concentracion maximo de 8,6x107 esporas/ml, bajo parametros de
evaluacion similares en su investigacion y en un décimo de concentracion menor
cuya diferencia entre estudios es casi desapercibido. Padilla et al., (2000) afirmé
que no necesariamente la alta produccion de esporas estd asociada a una mayor
virulencia del hongo hacia el insecto.

En cuanto a los resultados obtenidos en el porcentaje de germinacién de los
dieciocho aislados, se determino la viabilidad de los conidios, con un nivel de
porcentaje maximo de la cepa TOR-M17 obtuvo el 100% de germinacion. Al
respecto Padilla et al., (2000) obtuvo resultados similares de germinacion con nivel
maximo de sus cepas Ma 9212 y Ma9236 con 99,1% germinacién. Torres et al.
(2013) afirmo que la velocidad de germinacion es una caracteristica importante en
la seleccion de hongos entomopatdgenos porque a mayor velocidad existe una

mayor oportunidad del hongo para infectar al insecto hospedero.
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Las cepas de Metarhizium sp, TOR-M17, TOR-M10 y MMR-M1 presentaron una
mortalidad alta del 100% sobre Hypothenemus hampei, cuyas caracteristicas
propias les confiere propiedades patogénicas para combatir esta plaga, ya que esta
especie tiene la capacidad de sintetizar enzimas extracelulares que pueden degradar
polimeros de la cuticula (proteinas, lipidos y quitina) (Leger et al., 1988). Ademas,
mediante los metabolitos toxicos Ilamados depsipéptidos, especialmente la
destruxina que es producida por Metarhizium sp y son sintetizados cuando el hongo
ha penetrado el exoesqueleto y alcanzado el hemocele, estas toxinas tienen un
amplio rango de efectos bioldgicos en los insectos, causando: paralisis tetanica y
muerte, cambios morfolédgicos y del citoesqueleto de los plasmocitos del insecto
que afecta parte de la respuesta inmune como la encapsulacion y la fagocitosis,
reduce la expresion de péptidos antimicrobianos que tienen un papel importante en
la respuesta inmune humoral de los insectos y estrés oxidativo en las células,
también inhiben la tasa de secrecion de fluidos en los tubos de Malpighi (Franco et
al., 2011). Por lo tanto, la virulencia de cepas de hongos es una caracteristica
relevante en la seleccion de aislamientos con fines de control bioldgico.

En cuanto al crecimiento del micelio de Metarhizium sp sobre Hypothenemus
hampei, las cepas que obtuvieron niveles superiores al 90% a los 12 dias de
inoculaciéon fueron CMR-M8 con 97,49, MHR-M4 96,15 y MMR-M1 94,00,
presentado hifas o coloracion blanca al inicio, que posteriormente se torn6 a una

coloracion Olivo y verde oscuro con la esporulacion o liberacion de conidios.
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CONCLUSIONES

Se disefid un mapa de la georreferenciacion de diecinueve parcelas de plantaciones
de cultivo de café, cuyas muestras de suelos se logro aislar cepas nativas de
Metarhizium sp.

La cepa nativa de Metarhizium sp LLM-M2 fue la méas predominate en la
caracterizacion fisiologica: con porcentaje de germinacion 98%, crecimiento radial
43,15mm y nivel de esporulacion 9,8x107 esporas/ml.

Las cepas nativas aisladas mostraron las caracteristicas morfologicas
macroscopicas (tipo de esporulacion, textura, color de la colonia y pigmentacion) y
estructuras microscopicas esperadas para el género Metarhizium sp.

Las cepas nativas de Metarhizium sp: TOR-M17, TOR-M10, MMR-M1, CMR-M8
y MMR-M16 resultaron ser patogénicas sobre adultos Hypothenemus hampei, por
lo cual esta podria ser la mejor alternativa para realizar mas investigaciones en
control bioldgico de esta plaga.

Los resultados obtenidos en la prueba de patogenicidad muestran relacion con los
resultados obtenidos en las pruebas: Germinacion y crecimiento radial para la cepa
nativa TOR-M17.
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VI.

RECOMENDACIONES

Las cepas de Metarhizium sp, (TOR-M17, TOR-M10, MMR-M1, CMR-M8 y
MMR-M16) demostraron ser altamente patogenicas a nivel de laboratorio, por lo
que seria conveniente realizar aplicaciones en campo para el control de

Hypothenemus hampei en los cultivos de café.

Realizar mas investigaciones de control biolégico con las cepas nativas de
Metarhizium sp en otras especies de insectos plaga en los diferentes cultivos de

importancia econdmica para la region Amazonas.

Se recomienda utilizar las cepas nativas de Metarhizium sp para el control en
campo, debido a la gran capacidad adaptativa de humedad relativa y diversas

temperaturas.

Se recomienda realizar el aislamiento de Metarhizium de muestras de suelo de

plantaciones de café, asi como también de diversos cultivos.

Se recomienda caracterizar las cepas de Metarhizium sp, probando diversos medios

de cultivo nutritivos en condiciones de laboratorio.

Se recomienda caracterizar molecularmente las cepas aisladas de Metarhizium sp,
ya que estos estudios permitiran la identificacion correcta a las especies que

pertenecen.
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ANEXOS

Anexo 1: Fichas de evaluaciones

Tabla9

Parcelas georreferenciadas de los distritos de Rodriguez de Mendoza

. . . Ubicacion Altitud Variedad  Area
Ne° Codigo Distrito Caserio .
g Este Norte (msnm) cafe (Ha)
Mariscal
1 Ma01 Benavides Pilancon 222237 9293179 1585 Catimor 2
Mariscal
2 Mamich02 Benavides Michina 221265 9292992 1565 Catimor 2,5
Mariscal
3 Calzada03 Benavides Calzada 219036 9293716 1585 Catimor 1
4 Long04 Longar Longar 218471 9293560 1586 Catimor 0,5
5 Shucu05 Longar Shucush 216204 9292955 1598 Catimor 0,5
6 Coch06 Cochamal Cochamal 214885 9291139 1598 Catimor 1
7 Sma07 Huambo San Martin 214687 9289883 1588 Catimor 0,5
8 Puq08 Huambo Puquio 215684 9288975 1588 Catimor 0,5
9 Chont09 Huambo Chontapampa 217263 9289690 1629 Catimor 0,25
10 Dscr10 Huambo Dos Cruces 218155 9289509 1645 Catimor 1,5
11 Mirall Huambo Miraflores 220603 9287599 1661 Catimor 2
12 Cuch12 Huambo Cucho 222428 9287865 1580 Catimor 1
13 Naranjol3 R. Mendoza Naranjo 223901 9291297 1592 Catimor 0,5
14 Tranl4 Santa Rosa Trancaguaico 224648 9287667 1729 Catimor 2
15 Ramos15 Santa Rosa Ramos 226642 9286689 1816 Catimor 0,5
16 Srl6 Santa Rosa Santa Rosa 228314 9285644 1763 Catimor 0,75
Totora Catimor+
17 Totl7 Totora 226713 9281612 1665 tipico 0,5
18 LP18 Totora La Perla 228487 9281802 1757 Catimor 2
19 Milp19 Milpuc Milpuc 229996 9281264 1656 Catimor 0,5
20 Milp20 Milpuc Milpuc 230505 9280744 1662 Catimor 2
Milpuc Catimor+
21 Cha2l P Chaguar 231774 9280786 1758 tipico 05
22 chon22 Milpuc Chontapampa 233125 9281689 1689 Catimor 1,5
23 0G23 Omia Gebil 235997 9284919 1391 Catimor 2
24 To24 Omia Tocuya 237353 9283162 1377 Catimor 0,5
25 Pm25 Omia Pumamarca 238132 9281904 1614 Catimor 15
26 026 Omia Omia 235075 9284486 1358 Catimor 0,5
27 T27 Omia Tuemal 232896 9286902 1431 Catimor 0,75
28 Gébil Omia Gébil 236088 9284363 1369 Catimor 1
Omia Nueva
29 Ne29 Esperanza 228956 9290327 1533 Catimor 0,5
30 ol1 Omia Limon 234775 9285337 1391 Catimor 1
31 M28 San Nicolas Mito 231472 9288826 1478 Catimor 0,5
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Tabla 10

Ficha de evaluacion de las caracteristicas morfol6gicas macroscopica de Metarhizium sp

CARACTERIZACION MACROSCOPICA DE AISLADOS DE METARHIZIUM SP

Parametros

Categorias

valor
asignado

Aislados de Metarhizium sp

TOR
M1

SRR

M12

DHR
-M11

PHR
-M14

PMR
-M13

MNR
-M18

MHR  PTR CCR TSR MMR MMR

-M4 -Mé6 -M3 M15 -M16 -M1

LLM TOR CMR
-M2 -M10 -M8

GOR NRR MMR
-M19 -M5 -M7

POR
-M9

Tipo de
esporulacion

Borde de la
colonia

Textura de
la colonia
(aspecto)

Color

Uniforme

Anillos en
toda la
colonia

Uniforme
con anillos
terminales

Uniforme
con anillos
centrales

Disperso
Entero
Ondulado
Plumoso
Afelpada
Polvosa
Estriada
Algodonosa
Aterciopelad
a
Gris olivo
oscuro
Amarillo
palido

0

A WONPFRPOWROM

o

[

63



Marron
rojizo claro
gris
olivo
Gris olivo

Amarillo

blanco
Amarillo
rojizo
Rojo oscuro
Amarillo
palido
Amarillo
Rojo
Pigmentacid Rojo
n amarillento
Marrén
amarillento
blanco
Amarillo
rojizo

A WON P O 0 N O O WwW N

(&3]

x
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Tabla 11

Ficha de evaluacion de la produccion de esporas de Metarhizium sp

PRODUCCION DE ESPORAS DE CEPAS DE METARHIZIUM SP

Lectura Lectura

N° Cepas dilu_czic’m: (CC)*(4*1000000)(FD/80) Cientifica N° Cepas dilu_czic’)n: (CC)*(4*1000000)(FD/80)  Cientifica
1 TOR-M17 9 45000000 45x10" 10 MMR-M16 5,8 29000000 2,9%x107
2 SRR-M12 11,2 56000000 5,6x10° 11 MMR-M1 4,4 22000000 2,2x107
3 DHR-M11 14,4 72000000 7,2x10° 12 LLM-M2 19,6 98000000 9,8x10’
4 PHR-M14 10,4 52000000 52x10° 13 TOR-M10 6,4 32000000 3,2x107
5 PMR-M13 3,4 17000000 1,7x10" 14 CMR-M8 6,8 34000000 3,4x10’
6 MHR-M4 14 70000000 7x107 15 GOR-M19 2 10000000 1x10’

7 PTR-M6 15,8 79000000 7,9x10° 16 MMR-M7 9 45000000 4,5%x10’
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8 CCR-M3 11,4 57000000 57x10" 17  POR-M9 16.6 83000000 8,3x107

9 TSR-M15 12,8 64000000 6,4x10° 18 MNR-M18 14.6 73000000 7.3x107
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Tabla 12

Ficha de evaluacion de porcentaje de germinacion de cepas de Metarhizium sp

Lectura 1 HEETE!
N° cod campo cod lab Repeticion N° cod campo cod lab Repeticion 1
G NG G NG
1
1 Gebil TOR-M17 1000 10 Tranl4 TSR-M15 1 87 13
2 100 O 2 89 11
1
2 oL1 SRR-M12 69 31 11 Milp19 MMR-M16 1 %8 2
2 88 12 2 88 12
1
3 Dscr10 DHR-M11 93 ! 12 Mamich02 MMR-M1 1 76 24
2 98 2 2 82 18
1
4 Puq08 PHR-M14 % 10 13 Long04 LLM-M2 1 97
2 81 19 2 99 1
1
5 Ma01 PMR-M13 97 3 14 T27 TOR-M10 1 83 17
2 77 23 2 83 17
1
6 M28 MNR-M18 % 5 15 Chon22 CMR-M8 1 97 3
2 74 26 2 89 11
1
7 Mirall MHR-M4 8 15 44 0G23 GOR-M19 L % 6
2 89 11 2 86 14
1 78 22
8 LP18 PTR-M6 86 14 17 Milp20 MMR-M7 1
2 98 2 2 79 21
83 17
9  COCHO6 CCR-M3 L 2 8 g PM25 POR-M9 L
2 91 9 2 71 29
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Tabla 13

Ficha de evaluacion de Mortalidad Hypothenemus hampei

Gebil I 0 1 10
ebi
1 TOR-M17 I 1 1 10
1"l 1 2 10 30 100,00
I 0 1 5 10 10
Ool'1
2 SRR-M12 I 1 1 2 8 10
I 0O 1 4 10 10 11 36,67
I 0 4 8 10
Puqg 08
3 PHR-M14 I 0 4 9 10
1"l 0 3 9 10 26 86,67
Chon 22 I 1 3 9 10
on
4 CMR-MS8 I 2 4 10 10
I 0 3 10 10 29 96,67
I 0 1 9 10 10 10 10
Pm 25
5 POR-M9 I 2 2 3 b5 7 7 9 9
1"l 1 3 6 7 10 10 10 10 16 53,33
Mamich 02 I 2 2 10
amic
6 MMR-M1 I 1 4 10
I 3 5 10 30 100,00
I 2 2 8 9 10
I 1 2 8 10 10
7 Og 23
GOR-M19

23 76,67
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Tabla 14

Ficha de evaluacién de micosis de Metarhizium sp sobre Hypothenemus hampei

PATOGENICIDAD DE 18 CEPAS DE Metarhizium sp SOBRE LA BROCA DEL CAFE

TRATAMIENTO REPETICION

Registro de micosis en dias de evaluacion

24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h 192h 216h 240h 264h 288h
1 | 0 3 15 32 445 545 615 67 78 83.5
TOR-M17 I 2.5 10 24 35.5 545 705 795 855 925 95
Il 1.5 5 24 37.5 54 60.5 695 75 81.333 86.5
5 | 0 15 20.6 43 60 67.5 72 79 84 89.5
SRR-M12 I 10 225 27 40 56 61 675 735 82 87.5
Il 0 7.5 205 37.5 595 655 745 80 86 91
3 I 0 19 21.25 45 545 66.11 7444 8056 8556 89.44
PHR-M14 I 0 11.25 20 47 61.5 67 77 82.5 88.5 92
Il 0 25 26.11 51.67 63.33 75 80 8556 90.56 95.6
4 | 0 375 3937 5333 68.89 76.11 8389 091.11 95 97.77
CMR-MS8 I 0 3214 4125 515 66.5 735 82 87.5 93 97.5
Il 0 25 26.25 4889 63.89 71.11 8167 86.67 93.33 97.2
5 | 0 5 18.33 3167 40.71 46.25 47 56.5 67.5 76
POR-M9 I 0 0 0 20 30 42 4833 59.17 65 73.3
Il 0 15 23,75 2786 40.56 45.5 52 62.5 70.5 78.5
6 I 0 20 32222 46 76.5 85 915 965 98.5 100
MMR-M1 I 0 32 355 42.5 545 56.57 69 75.5 82.5 87.5
i 0 33 355 52.5 71 78 85 89.5 92,5 945
. | 0 30 31.25 3944 51 61.67 68.89 7556 81.67 87.222
GOR-M19 I 0 30 26.43 44.44 49 58.5 66 73 78.5 83
Il 0 8 20 3125 375 515 59 67 73 78.5
8 | 0 29 33 5444 6222 71.67 77.78 8278 89.44 94.444
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MHR-M4 T 0 26 35 505 625 73 80 85 925 98
I 0 18 365 51 655 745 81 8 91 9%
| 0 28 2625 475 5875 6222 70 7556 8L67 87.222

LLI\?I-MZ I 0 28 2938 4380 60 6722 7278 72 79 845

1 0 35 325 5063 6167 6667 7389 7889 8333 956
| 0 25 20 38 49 60 67 725 775 85
PMI}SM » I 0 23 2905 435 57 63 70 76 83 87
I 0 26 3111 415 515 595 69 745 805 9l

| 0 20 29286 39 515 61 725 795 875 945
TSFISM 5 I 0 15 1688 385 545 645 745 815 88 95
1 0 375 4214 47 61 665 73 805 87 92
| 0 13 28 4 52 60 69 76 83 87
CoRs I 0 18 28 4 54 61 6 72 78 83
1 0 22 31 47 52 60 6 72 78 83
s | 0 18 23 43 52 59 68 74 80 85
I 0 23 20 43 51 57 66 74 80 87
MMR-M16 I 0 15 23 41 47 54 63 711 77 84
y | 0 25 27 4389 57 63 68 74 79 85
I 0 27 39 49 52 6 73 79 86 91
TOR-MI0 1 0 32 38 45 34 49 62 72 81 87
| 0 10 23 27 36 47 54 66 75 82
TRME I 0 15 25 28 4 47 56 68 73 83
I 0 40 43 35 38 50 52 g1 69 75
" | 0 15 25 33 43 53 64 73 81 87
I 0 20 26 38 41 50 64 72 80 85
MNR-M18 I 0 19 30 41 51 57 64 70 75 81
17 | 0 10 20 40 49 56 63 69 74 80
DHR-M11 I 0 23 20 40 53 62 66 74 80 84
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Anexo 2

Analisis estadistico
Tabla 15

Analisis de varianza de Crecimiento radial de Metarhizium sp

FV Gl SC CM™M F p-valor
Cepas 18 171747 95,42 14,90 <0,0001
Error 76 486,66 95,42
Total 94 2204,13 6,40
CV:6,76%
Tabla 16

Analisis de varianza de Porcentaje de germinacion de Metarhizium sp

FV Gl SC CM™M F p-valor
Cepas 17 1620,00 95,29 1,82 <0,1089
Error 18 943,00 52,39
Total 35 2563,00
CV:8,24%
Tabla 17

Analisis de varianza de Crecimiento de micelio del hongo (Metarhizium sp) so sobre
adultos de (Hypothenemus hampei)

FV Gl SC CM F p-valor
Tratamientos 18 23576,36 1309,80 113,85 <0,0001
Error 38 437,18 11,50
Total 56 24013,55

CV: 4,08%
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