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Resumen

La presente investigacion tuvo por objetiwakiar cepasie Metarhiziumsp para el
control de la broca del cafélypothenemus hampéierrari) provenientes gaantaciones

de café. Las muestras de suelo fueron recolectadas de plantaciones de café de fincas de
produccién organico, de los distrita® San Nicolas, Cochamal, Huambo, Longar,
Mariscal Benavides, Milpuc, Omia, Santa Rosa y Totora de la provinciadteggBez de
Mendoza. Se evaluaron las caracteristicas morfolégicas: color de las colonias de
Metarhiziumsp que variaron desde blanco, amarillo palido, amarillo; pasando desde
olivo, gris olivo, gris olivo oscuro, marrén rojizo clata;pigmentacién que sdservaron

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 radidlos datos se procesaron dnpeograma InfoStat
Version 15.0 utilizando la prueba Tuk@y<0,05) para la comparacion de las medias. Se
aislaron diecinueve cepas Bletarhiziumsp, que presentaron patogenicidad de 100% en
adultos deHypothenemu hampegerminacion de conidios de 1008btérmino de 14

horas, crecimiento radial de 43,15mm y una esporulacion de 9,8sgdras/ml

Palabras clavesCaracterizacionyletarhiziumsp, Hypothenemus hampei
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Abstract

The objective of this research was to evaluate native straiNetarhiziumsp for the
control of the coffee boreHypothenemus hampéierrari) from coffee plantations. The

soil samples were collected from coffee plantations of organic production fasmghe
districts of San Nicolas, Cochamal, Huambo, Longar, Mariscal Benavides, Milpuc, Omia,
Santa Rosa and Totora in the province of Rodriguez de Mendoza. Thhahogical
characteristics werevaluated: color of the colonies Mletarhiziumsp that vaed 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 physiologicarabteristics
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 dfetarhizium sp were isolated, which presed 100%
pathogenicity irHypothenemu hampadults, conidia germination of 100% at the end of
14 hours, radial growth of 43.15mm and a sporulation of 9.8 sgdres / m

Keywords: Characterizationyletarhiziumsp,Hypothenemus hampei
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INTRODUCCION

El café es la bebida estimulante y aromatica més difundida en el npuodedente

deun arbusto tropical de hojas verdes perteneciente a la familia Rubiaceas y género
Coffea spp, que crece en zonas daroderadmente himedas(Gotteland &
Saturning 2007) y se estima que al menos el 30% de la poblacion mundial consume
una vez al dia una taza de café (Valenzuela, 2E$e cultivo es de gran
importancia agroomercial mundia{Fernandezt al.,201Q Ejea, 2009).

Este cultivo constituye la segunda mercancia mas comercializada en el mundo,
después del petréleo (Fernaneeal.,2010, sobresaliendo a nivel comercas
variedades deafé: los cafés aratms y robustas (Alejandra & Maria, 2018) café

ardbico Coffea ardbica es nativo de las tiersa de Abisinial, actual
Etiopiaposiblemente de regiones de Africa y Arabia en Asia yaé¢ robusto
(Coffea canephoigproviene de Africa central (Coveca, 20103 descripcion entre
variedadesEl Arabica, genéticamente, posdé cromosomas contra 22 de la
Robusta,cuando crecalcanzade 6 a 8 metros; mientras que la Robusta tiende a
ser mas alto, de 8 a 10 metr&n cuanto a enfermedadesaalfé Arabicaes
particularmente sensible a la roydefnileia vastatri¥, especialmente cuando se
siembra en terrenos de baja altitud mientras la Robusta es mas resistente a los
ataques de los parésitos, a las enfermedades y alRaloda gran difereine entre

las dos especies estd en el grano verde. El grano Ardbico es méas aplanado y
alargado, su color verde es mas intensoyga@es muestra matices azules con un
surco central sinuoso en cambio el grano de la Robusta es mas convexo y
abombado, con urusco central rectilineo, y su color es verde palido con matices
marrones o grises. Desde el punto de vista quimico, el grano Ardbico 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 especiasmpoco es igual: el Arabico es mas dulce y aromético y
sensiblemente menos amargo y astringente que el experimentado con la Robusta
(Figueroaet al.,2015.

La produccion mundial para este cultivo en el periodo ZI1B fue del6351
millones desacos (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
mostré que etafé pergaminduvo una produccién anual 86962 toneladas, con
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un rendimiento de 826 kg/ha una superficie de 44426 ha. En la Region
Amazonas, para el mismo afo, hubo una produccién and&I3#6 toneladas, con

un rendimiento de38 kg/ha y una superficie de 539 ha (MINAGRI,2018).

Bajo esta perspectiva, la produccion agricola del café enfrentara el desafio del
control de plagas y enfermedad€anet & Soto, 2016). Las plagas mas importantes
del cultivo de café a nivel nacional son, principalmente, la bidgpdthenemus
hampej Ferrari), el minador Leucoptera coffella)arafita roja(Oligonychus
yothersi),hormiga de color marro(Atta cephalotes,) YueresaCoccus viridis
(Sanchez & Vergara, 2002).

La broca del cafélypothenemus hampérerrari) (ColeopteraScolytidae), tiene

su origen en el Africa oriental, actual Uganda, en la region cercana al Lago Victoria.
(Franqui & Medina, 2003)Apareciopor primera veenlatinoameérica en 1913, en
Brasil en 1924, en Guatemala en 1971 y Colombia en 1988 (Candb 82846) y
actualmente es considerada la plaga mas importante del cultivo del café en el
mundo, por el severdafioque causal grano(Padillaet al, 2000). loquegenera
serias pérdidas en el rendimiegten la calidad del producto. La hembra addéa

este coledpterotaladra y hace galerias en el endospermo del grano de café,
produciendo tres tipos de dafios: perforacion y alimentacion por los adultos y su
progenie, reduciendo la produccion y la calidadodetiucto final el dafio fisico de

la broca permite que los granos maduros atacados sean vulnerables a la infestacion
y a los ataques de otras plagad tercer dafio implica que la brocagiatambién

a los granos verdes, candgala caida prematusdBarreraet al,, 2006).

Los estudios realizados por Canet & Soto (2016), utilizavikpasCephalonona
stephanoderis, Prorops nasuta, Phymastichus cefféeterospilus coffeicolpara

el control bioldgico, actian como parasitBstos insectos tienen el propdsito de
reducir en lo posible el nimero de estados inmaduros que dan origen a las hembras
fundadoras aptas para colonizar la futura cosdetiacion quetambién pueden
cumplir ciertos hongogntomopatégenos perteneciendégenero Metarhizium y
Beauveria(Monzén, 2001),que se encuentran en la naturaleza en rastrojos de
cultivos, estiércol, suelplantasy parasitando algun insedi@Ganet & Soto, 2016).
Monzén (2001), encontré que Metarhiziumsp, atacaaturalmente a mas de 300
especies dmsectos de diversos ordenes,ceianto a la patogenicidad, estpecie

tiene la capacidad de sintetizar enzimas extracelulares que pueden degradar
polimeros de la cuticula (proteinas, lipidos y quitinagéret al, 1988). Otra
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forma de ataque esnediante los metabolitos toxicos llamados depsipéptidos,
especialmente la destruxina que es producida pdvietbrhiziumsp.y son
sintetizados cuando el hongo ha penetrado el exoesgyeletmzado el hemocele
(Francoetal., 2011).

En la regibn Amazonas, el café es cultivado a mediana escala, principalmente en la
provincia de Rodriguez de Mendoza, generandamagor ingreso economico
familiar. Donde, agricultoreshan reporado incidencias de dafaal cultivo por
encima del 50 %atribuidos a ldbroca del cafégonvirtiendoa esta plaga en una
amenaza para la produccidel mismo(Leiva, 2013).

Con el fin de aprovechar la diversidad de hongos entomopatdégenos en diferentes
agroecosistemas productivos de cafélee®rovincia Rodriguez de Mendoza, el
objetivo de la presente investigacion fue aislar, identificar y evaluar la
patogenicidad de diferentes cepas nativaMdtarhiziumsp. contra la broca del

café Hypothenemus hampagn la provincia de Rodriguez de Miozai Pera.
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ll.  MATERIAL Y METODOS

2.1. Ubicacion del area de estudi
La presente investigacion se ejecutd por etapemsprimera etapa de
recolecciorde muestrade suelgrocedente dplantacionesle café organico
de los distrits de la provincia de Rodriguez de MendoZaan Nicolas,
Cochamal, Huambo, Longar, Mariscal Benavides, Milpuc, Omia, Santa Rosa
y Totora(Mapal), y la segunda etapaara elaislamiento caracterizacion,
patogenicidad gistribucién geoespacial, a ser realizada drabbratorio de
Investigacion en Sanidad Vegetal (LABISANV), ubicado en la Ciudad
Universitaria de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza,

barrio Higos Uro, Chachapoya@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 Rodriguezale Mend

215000 220000 228000 230000 235000

@ 1em=1km
w .
U " D | .

LEYENDA

¥ Puros da soma da rustras
[0 Dntriton o 16 Provineis da Rodtigeez e Mosdozs

-
n:u--nﬂnwnn--—.-u-u.

R AMEAR
it

et i & e

= e e B o

20



Mapa 2
Mapa de la ciudad universitaria UNTRIM Yy el Laboratorio de Investigacion en Sanidad Vegetal. Donde se desarrollara la segunda etapa:

aislamiento, identificacion, caracterizacion y distribucion geoespacial de las muestsctad

CAMPUS UNIVERSITARIO LABORATORIO DE
DE LAUNTRM 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 analigie muestras (Tabla 1).

Tabla 1
Materiales y equipos utilizados en dlislamiento, evaluacion de la

caracterizacion y patogenicidad del hongo

Equipos y materiales de campo

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

- Muestreador metalico

Equipos y materiales de laboratorio

Materiales
- Recipientes de plastice Mecheros - Papel toalla
- Placas petri - Bisturi - Estilete
- Tips - Pinzas - Sacabocado
- Aguja de siembra - Cubre objeto - Tubos de ensayo
- Ansa de siembra - Porta objeto - Matraz Erlenmeyer
- Plumoénindeléble - Papel aluminio - Gradilla

Medios nutritivos
- Potatodextrose agar (PDA)

- Arroz
Reactivos
- Lactofenol - Antibiotico cloranénicol
- Lactofenol azul - Alcohol de 96°
- Tween 80 - Alcohol de 70°

- Agua destilada
Equipos
- Incubadora - Autoclave
- Microscopio marca Leica® Estereoscopio
- Vortex - Estufa

- Balanza analitica - Camarade flujo lamhar
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- Macropipetade de 5 ml - Camara de Neubauer
- Micropipeta de 1ml - Agitador magnético

2.2. Métodos y procedimientos
Seleccidn y galuacion en fincas cafetaleras
Las muestras de suelos fuerenolectadapor el equipo técnico del Instituto
de Investigacion para el Desarrollo Sustentable de Ceja de Selva de la
Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza (INBEESS) en
fincas productoras de cafde los distribs de San Nicolas, Cochamal,
Huambo, Longar, Mariscal Bewides, Milpuc, Omia, Santa Rosalgtora.
Distribucidn geoespacial & las fincas cafetaleras
Cada muestrade suelorecolectadafue georreferenciadanediante GPS
(Anexo01: Tabla 8), datos qudueron ingresados al software ArcGIS

Fasede Campo

Recoleccit de muestras de suelo

En esta etapa sailizo la metodologia descrita por Avikt al (2014) con
algunas modificaciorse

Se colectaronmuestras de suelgrocedentesle 31 unidades agricolas
identificadas para ello se seleccionaron 5 plantkescaféal azar por finca,

del cual se obtuvieron &ub muestrapor planta a una profundidad de20

cm, todas estas muestras fueron homogdag@ara sacar de ellas una sola
muestra ompuesta por finca, obteniendgproximadamente 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

Figural

Muestras de suelo de la provincia de Rodriguez de Mendoza

Fasede laboratorio
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Aislamiento de cepas nativas di¥letarhizium sp.

Aislamiento de cepas nativas deéMetarhizium sp: Técnica del insecto
trampa fiCeboi Insecto

Para el desarrollo dehislamiento seutilizé la metodologia descrita por
Zimmermann 1986) con algunasnodificaciones.

De cada muestirhomogenizadae tomo 150 g dsuelo paraser colocados

en unrecipiente plasticogonjuntamentse col@aron?2 larvas del picudo de

la cafia de azucaketamasius hemipterusiendoincubados a 27 °Gurante

7 diasLuego de este periodias larvas muertas fueron retiradas y colocadas
en camaras humedas para favorecer el crecimiento del hongo
entomopatdégeno

Seseleccionaron aquellas larvas que presentaron cre¢omuemicelio sobre

la cuticula ycon la ayuda de una aguja de siembra se raspo el micelio
repicandcen medio de cultivo (PDA}levando a incubaa 30°C po 7 dias
(Cafieda& Ames, 2004

Figura 2
"T®cnica del i n-d encsted\:tpiesado mF0q de indestia o
de suelo; B: muestras de suelo con larvasvid#amasius hemipterp€:

presencia de micelio del hongo en la larva.
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2.3. Caracterizaciénde cepas nativagle Metarhizium

a)

b)

Morfologia macroscopia

Las cepas aisladas fuersembradas en placBetri conmedio PDA 'y

se incubaron a 30 °C por 30 dias, durante los cuales se observo las
caracteristicas macroscoépicas como el color de las coloexdsra o
aspeab, el tipo de esporulacion y pigmentaci{Padillaet al, 2000).

Para describir el colee utilizo la tabla Munsell (Obands al.,2013).

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

Metarhizium sp mediante la tabla Munsell

Morfologia microscépica

Microcultivo de cepasnativas de Metarhizium

Setransfirierondiscos de 4 mm da@iametro del bordde unaplacade

PDA y se colocarosobreun portaobjetoseguidamentecon el asa de
siembra se inoculardas esporas diéhongo sobre lodiscos de PDA,

se humedeci6 el papel toalla con agua destilada estéril y finalmente se
incubaron a 30°C por 5 diéEorreset al.,2015).

Montaje de los microcultivos

Pasadeb5 dias, se hizo una preparacion semipermanentéctofenol

y lactofenol azulcon una pinza se levanto el cubreobjetos con esporas
de los microcultivos y se colocé en porta objeto con lacwmfy
lactofenol azul, lo mismo seealiz6 con los portaobjes del

microcultivo. El siguiente procedimiento consisti6 en sedas

25



montajes con papel, se pason esmaltetransparentale ufiasy se
observaronlas estructuras microscopicas en el microscopio marca
Leica® para tomarles foto y luego medas esporas Yyidlides del
hongo.Finalmente 8 compararofas estructuras microscopicas d¢as
tablas taxondmicasle (Barnett & Hunter, 1998Bischoff et al, 2009;
Nishi et al, 2017)

Para la medicién de las estructumgisroscopicase utilizéel Software
Image Tool 3.0.

Figura 4
Estructuras microscopicas;-B Metarhizium sp en microscopio éptico,
coloreadas conactofenol y azul de lactofendlo: conidioforo c:

conidio. (PHRM14)

-
-

\

"Aﬁ

= N

Crecimiento Radial

El procedimiento siguié la metodologia descrita por Toetsl
(2013) Conel rotulador se dividieron en 4 cuadrantes las placas petri,
para poder evaluar el crecimiento radial tdayuda de una regla de
30cm. A partir de los aislados diéetarhiziumsp de cincalias de edad

se transfirid un disco de 4 mm de diametro del éatd la colonia en
crecimiento,se coloc6 en el centro de una placa petri m@dio de
cultivo PDA y se incub6 a 30° CPara la medicion se siguio la
metodologia desdd porPadillaet al, (2000),semidi6 el crecimiento
con Vernier cada dos dias, a partir del quinto dia deébaion hasta

los 20 dias y cadainco repeticiones por aislado.
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d)

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

de Metarhiziumsp; B: midiendo con vernier crecimiento radial. (TOR
M17)

Produccion de conidios

El procedimiento se desarrollé siguiendo la metodologia descrita por
Gomezet al (2013), coralgunas modificaciones.

Se prepard la solucion madre, la cual estuvo formada por 1 g de arroz
de conidios deMetarhiziumspmas Twea 80 al 0.01 % en 100 ml de
agua destiladaestéril en el matraz Erlenmeyguosteriormentese
desprendio las esporas utilizanaigitador magnético gon una pipeta
Pasteur se pas0 1 ml de la solucibn madre al tubo de ensayo que
pertenecia a la dilucion 10se repitio el procedimiento llevando 1 ml

de esta dilucién (1) atubocon 9 ml de agua destilada estébié las
diluciones realizadas anteriormente, se determind la concentracion de
esporas, tomandauna alicuota delOul con una micropipeta,
depositdndose con cuidado en la cAmara de Neubauer y dejando que las
esporas se asienten por 2 min, luego se colocénteaia Neubauer en

el microscopio marcéeica® en el objetivo de 40 X y se realizo el
conteo de esporas.

El conteo deconidios serealiz6 en la cadmara Neubauer y la
concentracion mise determindnediantda siguiente formulae (Lipa

& Slizynski,1973).

C = (Cc) (4 x 16) (Fd / 80)
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Dénde:

C = Ndmero deconidios. ntrt

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

Fd = Factor de dilucion

Figura 6

Lectura de conidios en la cAmara Neubauercuadros pmcipales de
camara de Neubauese utilizé para contar lag esquinas y el cuadro
centrat B: Conteo de conidiasn uno de los cuadrantes centrales de

la cAmara de Neubauer. Las conidias que estan sobre la linea derecha

e inferior no se cuentafGémez Mendoza, 2004).

Porcentaje de Germinacién

Para el desarrollo de esta actividad se utilizé la metodotiegerita
por Acufia et al. (2015, se prepararon diluciones en serie de la
suspension de esporas '@ 102). Para obteer la dilucion 10! se
tomd 1 mlde la suspension de esps al que se le colocaron 9 dd
agua destilada estéril con una solucionTaeeen 80 al @1 % y
colocandaola dilucion en un vortex por 1 min. Este procedimiento se
repiti6 hasta obtener las diluciones necesarfaspartir de las
concentraciones de esporas, se llevé a senabtarcamara de flujo
laminar y ©n una micropipeta seegosité 30 pl de la dilucion
determinada d&letarhiziumsp en dos puntos de una placa petri con
PDA, se coloc@ncima cubreobjetgsse incubo a 30°C. Luego de esto
serealizéel conteo de esporas totales, registrando las germinadas y las

no germinadas, 1doras después di& siembra.
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El porcentaje de germinacion se determind mediantsidaiente

formula:

N W
b "OQi 16BIQ ——=2
[ law o A pTT

a= numero de conidias germinadas

b = nimero de conidias sin germinar

Figura 7
Evaluacion de porcentaje de germinagi@n lectura de porcentaje de

germinacion B: C= conidios grminados

2.4. Determinacion de la capacidad entomopatdégena de las cepeagivas de
Metarhizium sp
a. Produccion masiva de las cepagativas de Metarhizium 9

Serealiz6la propagacion masiva de 18 cepas nativaglelarhizium
Sp

Se pes6 150 dearroz y secolocd en bandeja de plastico
El agua en estado de ebullicion fue vertidalan bandejas de
plastico y se dejo reposar por un tiempo de 2 horas.

1 Luego se extrajo toda el agua de los recigienEl arroz ya
precocido fue colocaden bolsas y después acitvado a 121°C
por 15 minutos.

1 En la cdmara d#ujo laminar se coloco las8lbolsasy se aplico

rayos ultra violetauyv) por 15 minutos.
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1 Teniendo los hongos déetarhiziumsp previamente repicados en
placas de PDA (papa deasa agar), se empez0 a codasicas con
sacabocados para colo&ade estos discos de PDA a cada bolsa.

1 Finalmente, las bolsas fueron cerradas cpdificadas vy
posteriormente colocadas la incubadora@na temperatura de 27
°C por 15 dias.

Figura 8
Propagacion masiva: cepas nativasMetarhizium sp en medio sélido

arroz

Recoleccionde adultos de Broca flypothenemus hampei

Las muestras de cerezos de café fueron recolectadas de fincas en
estudo, las cuales presentaban incidenciaHigothenemus hampei
Estas muestras fueron llevadas al laboratorio donde se realiz6 el sacado
de 570 broca@Hypothenemus hampei¢ café con buena manipulacion
para la respectiva prueba y evaluacién

Prueba de mtogenicidad

Para el desarrollo de la actividad se utilizé la metodologia descrita por
Gonzéleztal. (1993), con algunas modificaciae

Para la prueba de patogenicidad en el laboratorio se usaron 18
tratamientos dé/letarhiziumsp yun testigo el cual fue considerado
como un tratamiento mas (T0), tratado solo con agudatks estéril

Para laaplicacionde Metarhiziumsp, a los 18 tratamientos se utilizé el
método de inmersidn, que consiste en sumergir las brhoaste 3
minutoscolocadas dentro de una malla, en una solucion de higoclori

de sodio comercial al 0.5 %ara su desinfeccion; posteriormente,
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fueron sumergidasn agua destilada estédirante 2 minutos por tres
oportunidades para eliminar los residuos de cloro. Lea
desinfectados se sumergieron las brocas durante 3 mimutos
concentraciones ajustadas por cada tratamientdedarhiziumsp en

1x10' UFC/ml de agualUFC=Unidades formadoras de colonias).

Luego de la inoculacion se prepararon nuevas plee&s donde se
introdujo un papel filtro estéril y humedecido en la base de cada placa
Petri, para luego colocar con ungza 10 brocas inoculadas con 3
granos de café en cada placa para evitar canibalismo entre ellas y
muertepor hambre. Cada placa pefue sellado con parafina y fue
rotulados con codigos por tratamientos y repeticiones para los conteos
posterioresLas placas Petri fueron colocadasla incubadora a 27°C

por 12dias,mientras sea necesase humedeci&l papel filtro con

agua destilda estéril sin saturarla.

En base Gonzale 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,
manteniendods brocas vivas 0 muertas en las placas petri para no
interrumpir la dinamica del insecto y el desarrollo hongo.

Figura 9

Prueba de patogenicidadA y B: extraccion de adultos de
Hypothenemus hampeile granos de café; Cdesinfeccion de
Hypothenemus hampdD: inoculacion de los tratamientos a adultos

de Hypothenemus hampeE: tratamientos rotulados listas para

incubacion; F: Disposicidme los tratamientos.




Figura 10

Micosis de Metarhizium spA- B: micosisdel hongosobre

Hypothenemus hampei

2.5. Disefo experimental
Se trabaj&con un disefio completamenteaalar(DCA). Se distribuy6 erl9
tratamientos (18 r at a mi e nt o Bletath&ziunsp, yaldratamienta e
testigo) con 3repeticiones,cada uno haciendo un total de Giidades
experimentales (cadmidad experimental representda placa petri de 9 cm
de diametro).
Poblacion:
La poblacion a estudiar fue donmada por el total de placastg donde se
evaluo el efecto in vitro de cepas Mketarhiziumsp con potencial de
biocontrol sobre la broca del cafédypothenemus hampei
Muestra:
Para el presente estudio eealuaron 57 placas petf{cada placaqdri 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 wnidades experimatales 57

N° de placas por repeticid 19 placas de 9cm de didmetro
N° de placas a evaluar 57

Fuente: Elaboracion propia
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Disposicién 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: PORM9 T9: LLM-M2 T13: MMR-M16 T17: DHR-M11
T2: SRRM12 T6: MMR-M1 T10: PMR-M13 T14: TOR-M10 T18: MMR-M7

T3: PHR-M14 T7: GOR-M19 T11: TSRM15 T15: PTR-M6
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Evaluacion de las variables.

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

Mortalidad de adultos de la broca del caféHypothenemus hampeiEsta
variable fue evaluada monitoreando la mortalidad de &dultos de
HypothenemubBampeien cada tratamiento y comparando con el tratamiento
testigo.

Crecimiento de micelio del hongo Nletarhizium sp.) en adultos de
(Hypothenemus hampgi En esta variable smidié el crecimiento de micelio del
hongo en el cuerpo del insecen caddratamientodeterminando el porcentaje de
individuos infectados con evidencia de micosis.

El tratamiento testigdps insectos tratados con agua destilada estéril, no deberian
presentar una mortalidad mayor al%0ni signos de micosis.

Analisis de datos

Para el analisis de los resultadiaslas evaluacione® elabor6 una matriz de
datos usando Microsoft Excel 20R6luego fueron sometidos a un analisis

de varianza para comprobar la existencia de diferencias significativas entre
variables, posterior a ello se realiz6 la prueba de comparaciones multiples de
Tukey al 5% de significacién a fin de conocer las diferen@atre los
tratamientos evaluados; los analisis fueron realizados en el paquete

estadistico InfoStat versiéon 15.
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. RESULTADOS

3.1. Aislamiento
Se recolectd muestras daelo delos distritos de San Nicolas, Cochamal
Huambo, Longar, Mariscal Benavides, Milpuc, Omia, Santa Rosa, Totora,
colectanda31 muestras de suelo de fincas productoras de café de las cuales
se realiz6 el aislamiento de cepas con la técnica de insecto trampa logrando

aislar 19 cepas ddetarhiziumsp (tabla 6).
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Tabla 3

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

Ubicacion

Ne ng:glg:e Laggg?oorio Provincia Distrito Caserio = — ?n:ustrlljr?\) Va:::f%ad
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. deMendoza 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 Limon 234775 | 9285337 | 1391 | Catimor
13 Ma01 PMR-M13 R.de Mendoza | Mariscal Benavides | pjjancon 222237 | 9293179 | 1585 | Catimor
14 | Puqos 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

Ubicacion de los aislados de Metarhiziwm .El mapa indica la ubicacién de las zonas en las cuales se identificaron suelos con presencia

de Metarhizium (Mariscal Benavides, Longar, Cochamal, Huambo, San Nicolas, Omia, Chirimoto, Totqra y Mil
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3.2. Caracterizaciénde aislads deMetarhizium sp
a) Caracteristicas macroscopicas ddletarhizium sp

Las cepas aisladas presentaron caracteristicas diferentes entre cepas como,
tipo de esporulacionborde decolonia, texturade colonia, colory
pigmentaciénjos cuales crecieron enedio de cultivo PDA a 30°C en
incubadora, el tipo de esporulacido que se encontré que solamente la
cepaPORM9 tiene anillo uniformeéermind (Figura8. A), 13cepas tienen
anllo en toda la colonigFigura 8.B), 5 cepas con ands uniformes
centrales(Figura 8. C); parael caso de borde de cola 11 termina de
forma onduladd@Figura9. A) y 8 con terminaleplumosaFigura9.B). La
textura de las cepas 12 de 19 tuvieron textura polfFfigaral0.A) y 6
con texturaalgodonose (Figura 10B). Los colores de las cepas variaron
desdeblanco, amarillo palido, amarillo, amarillo rojizo; pada desde
olivo, gris olivg gris olivo oscurqg marrén rojizo claro y gris. La
pigmentacion que se obsérde las cepas fueron desde blanco, amarillo
palido, amarillo, rojo amarillento, marrén amarillento, ant@rijizo, rojo

OSCUro yrojo.

Figura 12
Tipo de esporulaciarA: Anillo uniforme terminal POR9; B: Anillo en

toda la colonia DHRM11; C: Anillos uniformes centrales PHR14
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Figura 13
Borde de la colonia. A: Ondulado T@G®17; B: Plumoso SR#®112

Figura 14
Textura de la colonia. A: Polvosa MNR18; B: Algodonosa PMRM13
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Cuadro 1
Caracteristicas macroscopica€olor de colonia de Metarhizium sp
Caodigo de Color de la

Imagen de la colonia .
cepa colonia

TORM10 Gris olivo

oSscuro,
Amarillo

palido, gris,

blanco.

NRR-M5

Marrén rojizo

claro

MMR-M1

Olivo, gris
olivo oscuro,
gris, blanco.
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b) Caracteristicas microscopicas d&letarhizium sp
Cuadro 2
Medicién de cepas de Metarhizium dpargo y ancho de las esporas;

largo de las fidlides

Cdédigo | Conidia | Fjalide Cdédigo | Conidia | Fjalide
de cepa (um) (um) de cepa (um) (um)
PMRM13| 3,7 x 09 74 MMPR- 4,0 x 10 6,2
M16
MMR-M1 | 3,6 x 10 7,0 MMR-M7 | 2,9 x 10 9,7
LLMM2 | 3,2x08 4.2 CMRM8 | 3,0x 09 5,7
CCRV3 | 3,3x10 53 GORM19 | 4,5 x 10 75
PHRM14 | 7,8 x 23 132 PORM9 | 7,6 x 2] 158
DHRM11 | 3,2 x (9 45 TORM10 | 3,5x 10 59
MHRM4 | 7,2 x 28 153 SRRVI12 | 2,7 x 11 45
NRRMS5 | 4,4 x 17 145 TORM17 | 3,5 x 10 45
MNR
TSRM15 | 3,5x 10 6,3 M18 3,0x08 6,8
PTRM6 | 2,7 x 08 53

c) Crecimiento Radial
El crecimiento radial de los diecinueve aisladodMd¢arhiziumspcon 5
repeticiones, al realizar el andlisis de varianza y la prueba de rangos
multiples de Tukeyp > 0,05dio como resultado que existe diferencia

significativa entre grupo@abla 9.
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Tabla 4

Desarrollo micelial de cepas nativas de Metarhizispn

Cepas Media Cepas Media
SRRM12 26,821,13Aa TOR-M10 37,461,13cdefgh
CCRM3 30,1#1,13ab TSRM15 38.46:1,13cdefgh
MNR-M18 33,721,13bc MMR-M7  39,281,13cdefgh
PORM9 34,181,13bcd GOR-M19  39,78&1,13defgh
PTR-M6 34,841,13bcd MHR-M4 41,2°#1,13efgh
PMR-M13 35,621,13bcde CMR-M8 41,411,13efgh
NRR-M5 35,8#1,13bcde MMR-M1  41,72:1,13fgh

DHR-M11 36,281,13cdef PHRM14  41,7%1,13fgh
MMR-M16 37,131,13cdefg TOR-M17  42,851,13gh

LLM-M2 43,15+1,13h

Medias con una letra comun no son significativamente difereftdsey p >
0,05)
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Figura 15
Valores de crecimiento radial (maximo y minimo) para Metarhizium Ep.crecimiento radial de ladiecinuevecepas en placa peten
medio nutritivoPDA, indic6 quela cepa que tuvo crecimientte miceliomas rapido a comparacion de las otras cepas fue M2icon

43.15mm y la que tuvo menor crecimiento fue la cepalMRRon 2682mm, evaluacion del dib.
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d) Produccién de conidios
En la produccion de esporas de los aisladoslerhiziumspen la tabla
5, se observa que la cephdM-M2 fue quien tuvo el mayor nivel de
produccion de esporas cOBx10 esmras por mililitro y la cep&GOR-
M19 fue quien obtuvo la menor produccién de esp@@ mililitro con un
valor de1x10’ (Tabla 5.
Tabla b

Produccion de esporas/ml de Metarhiziam

cepas Produccion cepas Produccion
de esporas/ml de esporas/mi
TOR-M17 4,5x10 MMR-M16 2,9x10
SRRM12 5,6x10 TOR-M10 3,2x10
PHR-M14 5,2x10 PTR-MS6, 7.9x10
CMR-M8 3,4x10 MNR-M18
7.3x10
PORM9 8,3x10 DHR-M11 7,2x10
MMR-M1 2,2x10 MMR-M7 4,5x10
GOR-M19 1x10 CCRM3 5,7x10
MHR-M4 7x10 TSR-M15 6,4x10
LLM-M2 9,8x10 PMR-M13 1,7x1C

Fuente: Elaboraciérpropia
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Figura 16

Concentracion de esporas/ml, contabilizadas de las dieciocho cepas de
Metarhiziumsp, indicando que la cepa que obtuvo mayor nimero de
esporas es 4IM2 con 9,8x10esporas por mililitro y la cepa GORI19

obtuvo el menor con 1xI@sporas por mililitro.
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TOR-M10 = CMR-M8 = GOR-M19m MMR-M7 mPOR-M9 mMNR-M18

e) Porcentaje de Germinacion
En la(tabla 9, (figura 17), se observa que, los resultados obtesigara
los diferentes cepdsieron variablestos catorcecepasTOR-M17,LLM -
M2,DHR-M11,MMR-M16,CMR-M8,PTR-M6,CCR-M3,GOR-
M19,TSRM15,MHR-M4,PMR-M13,PHRM14,MNR-M18,TORM10
presentaron un alto porcentaje de germinacion por encima det&%
100%,98%, 95, 50%, 93%, 93%, 92%, 91.50%,90%, 88%, 87%, 87%,
85,50%,84,50% y83%, respectivamente las 4 horas de incubacién; a
diferencia de las cinco cepas restantédMR-M1, MMR-M7,SRR
M12,PORM9 que presentaron un porcentaje de germinacid@riorfal

80%, a las 14horas dda incubacion
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Tabla 6

Porcentaje de germinacion de Metarhizism

Cepas Media * Cepas Media *
PORM9 77,085,12a TSR-M15 88,0@5,12a
SRRM12 78,5@5,12a GOR-M19  90,0G:5,12a
MMR-M7 78,5@4,5,12a CCR-M3 91,585,12a
MMR-M1 79,0@5,12a PTR-M6 92,085,12a
TOR-M10 83,085,12a CMR-M8 93,0&5,12a
MNR-M18  84,5Gt5,12a MMR-M16  93,0@t5,12a
PHR-M14 85,5@5,12a DHR-M11 95,5@5,12a

PMR-M13 87,0015,12a LLM-M2 98,0(:5,12 a
MHR-M4 87,085,12a TOR-M17 100,0@:5,12a

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

Figura 17

Valores porcentaje de germinaaidmaximo, medio y minimo) das
dieciocho cepadetarhizium spencontrandoseue la cepa TORI17
germind el 100 % d&s conidiosen todas las repeticiongk& segunda
cepa con mas garinacion de conidios fue M-M2 con 98% yla cepa
con menos germinaaiduePORM9 con 77,00.
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Figura 18
Porcentaje de Germinacion das dieciochocepas deMetarhizium sp,

promedios germinados y no germinados
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3.3. Prueba de patogenicidad
Mortalidad de adultosde la broca del caféHypothenemus hampe
Los tratamientosnostraron diferenciasignificativas de patogenicidad, asi
mismo respecto al testigo.
En la(figura N° 19 se muestra que el testigo obtuvo el més bajo porcentaje
de mortalidad délypothenemus hampesn un promedio de 6,6@, mientras
gue para los tratamientosspecto a las cepas Metarhiziumspel nivel de
patogenicidad minimo fue para la c&gRRM12 con 36,67% y el maximo
para las cepaBOR-M10 y TORM17 con100% demortalidal, a las72 horas

de la inoculacion.
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Figura 19

Valores porcentaje de Mortalidad (maximo y minimo)Metarhiziumsp
sobreHypothenemus hampeincontradndose quas cepa3OR-M17y TOR-

M10 ocasionan unenortalidaddel 100 %y la cepa guanmenosocasiond
mortalidadesSRRM12 con 36,6 ®ao.

TABLA DE MORTALIDAD
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Tratamientos
Crecimiento de micelio del hong (Metarhizium sp) sobre adultos de
(Hypothenemusampei)
En los tratamientos inoculados con el hongo se observaron insectos con
sintomas de infeccion por hongos, como presencia de hifas o coloracién
blanca inicial, que posteriormente se torné a una coloracion ©timola

esporulacior{figura 20)

Figura 20
Micosisdel hango; Ay B: Hypothenemus hampei infectado petarhizium
sp(PORM9, DHR-M11).
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En la (tabla 7), (figura 91EI crecimiento micelio del o delas dieciocho

cepas ddetarhiziumspcon 3 repeticiones, al realizar el analisis de varianza

y la prueba de rangos mudltiples de Tukey p > 0,05 dio como resultado que

existe difeencia significativa entre tratamiesto

Tabla 7

Crecimiento del micelio de Metarhizium sp

Cepas Media Cepas Media
TESTIGO 0.0861,96 a TOR-M17 88,331,96 cdef
PORM9 75,931,96 b LLM -M2 89,1%1,96 cdef
PTRM6 80,0Gt1,96 bc MMR-M7  89,331,96cdef
DHR-M11 81,081,96 bc SRM12 89,331,96 cdef
GORM19 82,911,96 bcd PHRM14 92,35%1,96 def
MNR-M18 84,331,96 bcde TSRM15 93,831,96 ef
CCRM3 84,331,96 bcde MMR-M1 94,0@1,96 ef
MMR-M16 85,331,96 bcde MHR-M4  96,151,96 f
PMR-M13 87,641,96 cdef CMR-M8  97,491,96 f
TOR-M10 87,6%1,96cdef

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

0,05).
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Figura 21
Crecimiento micelial de Metarhiziunsp sobrecuerpos de H. hampei (maximo y minimd)a cepa que tuvo crecimiento de micelio mas
rapido a comparadn de las otras cepas fue CMB8 con 97,49 la que tuvo menarecimiento fue la cepa PGM9 con 75,93, respecto

al testigo fue de 0; evaluaci@e las 288 hora
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Tabla 8

Parcelas con presencia de cepas de Metarhiziugnssps respectivas caracteristiqgascroscopica:

Caracteristicas microscopicas de cepas déetarhizium sp

Conidios (largo por

Porcentaje de

Caserio Cepas ancho) Fidlides 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 2,2x10 79,00+5,12 a
Longar LLM-M2 3.2x0.8 4.2 43,15 +£1,13 h 9,8x10 98,0045,12 a
Cochamal CCRM3 3.3x1.0 5.3 30,17+1,13 ab 5,7x10 91,5045,12 a
Puquio PHR-M14 7.8x13.2 13.2 41,79+1,13 fgh 5,2x10 85,5045,12 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 7x10 87,0045,12 a
Naranjo NRR-M5 4.4 x 1.7 14.5 35,87+1,13 bcde
Trancaguaicc TSR-M15 3.5x1.0 6.3 38.46+1,13 cdefgh  6,4x10 88,0015,12 a
La Perla PTRM6 2.7x0.8 5.3 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 93,0045,12 a
Milpuc MMR-M7 29x1.0 9.7 39,28+1,13 cdefgh  4,5x10 78,50+4,5,12 a
Chontapampi CMR-M8 3.0x0.9 5.7 41,41+1,13 efgh 3,4x10 93,00+5,12 a
Gebll GORM19 45x1.0 7.5 39,78+1,13 defgh 1x10 90,0045,12 a
Pumamarca PORM9 7.6x2.1 15.8 34,18+1,13 bcd 8,3x10 77,005,122 a
Tuemal TOR-M10 35x1.0 5.9 37,46%1,13 cdefgh  3,2x10 83,00+5,12 a
Limén SRRM12 27x1.1 4.5 26,82+1,13a 5,6x10 78,50+5,12 a
Gebil TOR-M17 3.5x1.0 4.5 42,85+1,13 gh 4,5x10 100,00+5,12 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 poimmermann (1986y Cafiedo&% Ames,(2004) en

el aislamiento de cepas nativasMetarhiziumsp, la técnica del insecto trampa
fCeblonsect oo fue de gran ayuda para |
material microbiologico; logrando pasar por las etapas de cAmara hiumeda y repique
sin ninguna complicacion, llegando al establecimiento derdiege coloniapuras

de 31 muestras de suelo.

La caracterizaciéon morfolégicamacroscoépica @muestra quéetarhiziumes un
género de crecimientiento,de aspecto algodonoso, compactieoyworiento,con
diferentes variaciones de ool de olivo a amarillo verdoso ge olivo a verde
Medianteeste estudio se pudo corroborar los rasgos caracteristicos de este género
enla investigacion se encontro tipo deesporulacion con anillo (terminal, en toda

la colonia yuniformes centralgspara el caso de borde de colonia de forma
ondulado y plumosa; en cuanttadextura polvosa y algodonosa, esta caracteristica
indicaque cuando la proporcion de micelio es mayla produccion de esgs, su
aspecto es algodonos® k& misma manera, si la proporcién de esporas es superior,
Su aspecto sera compacto y se evidencia el cblm.colores de las colonias
variaron desde blancamarillo palido, amarilloy amarillorojizo; pasando desde
olivo, gris olivo, gris alvo oscuro, marrdn rojizo clarogris. La pigmentacion que

se obsery de las cepas fueron desde blanco, amarillo palido, amarillo, rojo
amarillento, marron amarilleat amarillo rojizo, rojo oscuro yojo, existiendo
concordancia @n los estudios realizados p&adilla et al, (2000), quienes
evaluaron 50 aislamient@® Metarhizium anisoplia@n SDA, incubando por 30

dias obteniendo colonias con aspexctpue variaronde algodonoso a compacto
Con respecto kcolor de la colonia, vari6 de amarillo a&rde en diferentes
intensidades. & pigmentacion mostro color dangos deamarillo a anaranjado

de rosado a rojo vin@sto da a demostrar galgunos pigmentos juegan papel
importante en la regisncia de las esporas anbientesdesfavorablegasimismo
(Obandoet al.,2013), ya que en este estudimtuvieron resultadosle color de las
colonias quevariaron desde amarillpasando por verde olivo y alcanzardsta

el color verde grisaceooscuro y la pigmentaciorcoloraciones amarillas,

anaranjadas, rosadas y rojo carmesi; Sepuhatdal, (2016) evaluaron seis
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aislamientos con textura algodonosa, algunos aislados mostaamitbos de
conidios verdes queubrian la colonigpor completo.

El crecimiento del micelio de las diecinueve cepalldtarhiziumsp varié entréa

cepa SRRVI12 26,82 yla cepa LLMM2 43,15 mm después de 20 dias de cultivo

en potato agar dextro$BDA). Asi mismo seobservé que unde las cepasntrd

en dormancia en ese sentidaylilner et al., (1997 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 morfologitacroscépica la investigacion fue
comparada con las claves taxonomicas de Bischbftl., 2009, existiendo
concordanciagntre lascepas: Tamafo de conidios PHR4 7,8 x 2,3 pym y
fidlides 13,2 um con tamafos similam@s conidios dévietarhiziumguizhouense
7,09,0um x 2,0-:3,0 um vy fidlides 7,80,0 um asi mismo la cepa POGR9 tuvo
tamafo de conidide 7,6 x 2,1 um y fialides 15,8m con tamafo similares de
conidios deMetarhizium pingshaens@,0-8,0um x 2,5-3,5umYy fialides 7,017,0

pm y Metarhizium brunneunmtamafnode conidios 4,57,5 pum x 2,03,0 um y
fidlides 9,518,0 um.

El nivel de esporulacioa los 15dias semidio a través ddéa concentracion de
esporas/mlja cepa LLMM2 fue quien tuvo el mayor nivel de produccién de
esporas con 9,8x1Gsporas/mlen esa premiséRadilla et al, (2000) obtuvo
resultados de concentraciomiximo de8,6x10’ esporas/ml, bajo parametros de
evaluacion similares en su investigacion y en un décimo de concentracion menor
cuya diferencia entre estudios es casi desaperciBattillaet al, (2000) afirmé

gue no necesariamente la alta produccion de esporas esadasmaina mayor
virulencia del hongo hacia el insecto.

En cuantoa los resultados obtenidan el porcetaje de germinacion de los
dieciocho aisladgsse determino la viabilidad de los conidie®n un niel de
porcentaje maximale la cepa TORM17 obtuvoel 100% de germinacionAl
respectdadillaet al, (2000 obtuvo resultadosimilares degerminacion on nivel
maximode sus cepabla 9212 y Ma923&on 991% germinacion.Torreset al.
(2013)afirmo que b velocidad dgerminacion es una caracteristica importante en

la seleccion de hongos entomopatdogenos porque a mayor velocidad existe una

mayor oportunidad del hongo para infectar al insecto hospedero.
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Las cepas ddletarhiziumsp, TOR-M17, TOR-M10 y MMR-M1 presentaromna
mortalidad altadel 1006 sobre Hypothenemus hampecuyas caracteristicas
propias les confiere propiedades patogénicas para combatir estayplgge esta
especie tiene la capacidad de sintetizar enzimas extracelulares queqrgrddar
polimeros de la cuticula (proteinas, lipidos y quitina) (Legat, 1988) Ademas
mediante los metabolitos toxicos llamados depsipéptidos, especialmente la
destruxina ques producida pdvletarhiziumsp y son sintetizados cuando el hongo

ha penetrado el exoesqueleto y alcanzado el hemoestias toxinas tienen un
amplio rango de efectos biologicos en los insectagsado: paralisis tetanica y
muerte,cambios morfologicos y del citoesqueleto de los plasmocitos del insecto
gue 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 moral de los insectog estrésoxidativo en las células,
también inhiben la tasa de secrecion de fluidos en los tubos de Mékpighdoet

al., 2011).Por lo tanto, la virulencia de cepas de hongos es una caracteristica
relevante en la seleccion de aislamientos con fines de control biologico.

En cuanto al crecimiento del micelio déetarhiziumsp sobreHypothenemus
hampej las cepagjue obtuvieronniveles superioresl 90% alos 12 dias de
inoculacién fueron CMRM8 con 97,49 MHR-M4 96,15 y MMR-M1 94,0Q
presentado hifas o coloracién blanca al inicio, que posteriormente se torn6 a una

coloracion Olivo y verde oscuro con la esporula@diberacion de conidios
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CONCLUSIONES

Sedisefid un mapa de la georreferenciacdédiecinueve parcelas de plantaciones
de cultivo de café, cuyas muestras de suelos se logré aislar cepas nativas de
Metarhiziumsp.

La cepa nativa deMetarhiziumsp LLM-M2 fue la mas predominate en la
caracterizacion fisiologicaon porcentajee germinadn 98%, crecimiento radial
43,15mmy nivel de esporulaciod,8x10 esporas/ml

Las cepas nativas aisladas mostrardées caracteristicas morfologicas
macroscopicagipo de esporulacig textura, color de la coloniapygmentacion) y
estructuras microscopicasperadas para el géndetarhizumsp.

Las cepas nativas didetarhiziumsp TOR-M17, TOR-M10, MMR-M1, CMR-M8

y MMR-M16 resultarorser patogénicas sobre adultdgpothenemus hampgior

lo cual estapodria sefda mejor alternatia para realizar mas investigaciones en
control biologico de esta plaga.

Los resultados obtenidos en la pruebgat®genicidad muestraelacion con los
resultados obtenidos easl pruebas: Germinaciércyedmiento radialparala cepa
nativaTOR-M17.
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VI.

RECOMENDACIONE S

Las cepas déMetarhiziumsp, TOR-M17, TORM10, MMR-M1, CMR-M8 y
MMR-M16) demostraron ser altamente patogénicas a nivel de laboratorio, por lo
que seria conveniente realizar aplicaciones en campo para el control de

Hypothenemus hampei los cultivos de café.

Realizar mas investigaciones de control bioldgico con las cepasvamtde
Metarhiziumsp en otras especies de insectos plaga en los diferentes cultivos de

importancia economicpara la region Amazonas.

Se recomiendatilizar las cepas nativas dMetarhiziumsp parael control en
campqg debido a la gran capacidad adaptatde humedadelaiva y diversas

temperaturas

Se recomiendaenlizar el aislamiento d®etarhiziumde muestras de suelo de

plantaciones de café, asi como léén de diversos cultivos.

Se recomiendaagacterizar las cepas Neetarhiziumsp, probando diversos medios

de cultivonutritivos encondiciones de laoratorio.

Se recomiendaazacterizar molecularmente las cepasadasie Metarhiziumsp,
ya que estoestudios permitirdia identificacion correcta a las especies que

pertenecen.
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ANEXOS

Anexo 1: Fichas de evaluaciones

Tabla 9

Parcelas georreferenciadas de los distritosRtmriguezie Mendoza

. _ . Ubicacion Altitud Variedad  Area
N©° Cadigo Distrito Caserio p
9 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 Naranjo13 R. Mendoza Naranjo 223901 9291297 1592 Catimor 0,5
14  Tranl4 Santa Rosa Trancaguaico 224648 9287667 1729 Catimor 2
15 Ramosl15 Santa Rosa Ramos 226642 9286689 1816 Catimor 0,5
16 Srl6 Santa Rosa Santa Rosa 228314 9285644 1763 Catimor 0,75
Totor Catimor+
17  Totl7 otora 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
Milouc Catimor+
21 Cha21l P Chaguar 231774 9280786 1758 tipico 0,5
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 1,5
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 lasracteristicas morfolégicas macroscopica de Metarhizipm

CARACTERIZACION MACROSCOPICA DE AISLADOS DE METARHIZIUM SP

Aislados deMetarhizium sp

M17 M12 -M11  -M14  -M13  -M18 -M4 -M6 -M3 M15 -M16 -M1 -M2 -M10 -M8 -M19 -M5 -M7 -M9

Parametros Categorias valor SRR TSR
asignado TOR DHR PHR PMR MNR MHR PTR CCR MMR MMR LLM TOR CMR GOR NRR MMR POR

Uniforme 0

Anillos en
toda la 1 X X X X X X X X X X X X X
colonia

Uniforme
con anillos 2 X
terminales

Tipo de
esporulacion

Uniforme
con anillos 3 X X X X X X
centrales

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

Borde de la
colonia

Textura de
la colonia
(aspecto)

A WONPFRPOWRFROM

o
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x

Color

[y
x
x
x
x
x
x
x
x
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Marrén
rojizo claro
gris
olivo
Gris olivo

Amarillo

blanco
Amarillo
rojizo
Rojo oscuro
Amarillo
palido
Amarillo
Rojo
Pigmentaci6 Rojo
n amarillento
Marrén
amarillento
blanco
Amarillo
rojizo

A WON B O 0 N O bW N

o

x
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Tabla 11

Ficha de evaluacion de la produccion de esporas de Metarhizium sp

PRODUCCION DE ESPORAS DE CEPAS DEMETARHIZIUM SP

Lectura Lectura

N° Cepas dilu_czic’)n: (CC)*(4*1000000)(FD/80) Cientifica N° Cepas dilu_czic’)n: (CC)*(4*1000000)(FD/80) Cientifica
1 TOR-M17 9 45000000 45%x10 10 MMR-M16 58 29000000 2,9x10
2 SRR-M12 112 56000000 56x10 11 MMR-M1 44 22000000 2,2x10
3 DHR-M11 144 72000000 7,2x10 12 LLM -M2 196 98000000 9,8x10
4 PHR-M14 104 52000000 52x10 13 TOR-M10 6.4 32000000 3,2x10
5 PMR-M13 34 17000000 1,7x10 14 CMR-M8 6.8 34000000 3,4x10
6 MHR -M4 14 70000000 7x10 15 GOR-M19 2 10000000 1x10

7 PTR-M6 158 79000000 7,9x10 16 MMR-M7 9 45000000 4,5x10
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8 CCR-M3 114 57000000 57x10 17 POR-M9 16.6 83000000 8,3x10

9 TSR-M15 128 64000000 6,4x10 18 MNR-M18 14.6 73000000 7.3x10
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Tabla 12

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

Lectura 1 Lectura
cod campo cod lab Repeticion N° cod campo cod lab Repeticion
G NG G NG
1
Gedbll TOR-M17 100 0 10 Tranl4 TSRM15 L 87 13
2 100 O 2 89 11
1
OL1 SRRM12 69 31 11 Milp19 MMR-M16 L 9% 2
2 88 12 2 88 12
1
Dscr10 DHR-M11 9B 7 12 Mamich02 MMR-M1 L 76 24
2 98 2 2 82 18
1
Puq08 PHR-M14 % 10 13 Long04 LLM-M2 L 97 3
2 81 19 2 9 1
1
MaO01 PMR-M13 97 3 14 T27 TOR-M10 L 83 17
2 77 23 2 83 17
1
M28 MNR-M18 95 5 15 Chon22 CMR-M8 L 97 3
2 74 26 2 89 11
1
Mirall MHR-M4 85 15 44 0G23 GORML9 ! 94 6
2 89 11 2 86 14
1 78 22
LP18 PTR-M6 86 14 17 Milp20 MMR-M7 L
2 98 2 2 79 21
83 17
COCHO6 CCRM3 ! 92 8 g Pm25 PORM9 L
2 91 9 2 71 29
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Tabla 13

Ficha de evaluacion de Mortalidad Hypothenemus hampei

Gebil
TOR-M17

Ool1
SRR-M12

Puq 08
PHR-M14

Chon 22
CMR-M8

Pm 25
POR-M9

Mamich 02
MMR -M1

Og 23
GOR-M19

0
1
1
0
1
0
0
0
0
1
2
0
0
2
1
2
1
3
2
1

NNOBSMNWNPWMNWOWWPSPRPPEPDNPREPR

10

10
10
10

10

10

10
10

10

10
7
10

10

9
10

10

9
10

30

11

26

29

16

30

23

10000

3667

8667

9667

5333

10000

76,67
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10

11

12

13

14

15

16

17

Mira 11
MHR -M4

Long 04
LLM -M2

Ma 01
PMR-M13

Tran 14
TSR-M15

Coch 06
CCR-M3

Milp 19
MMR -M16

T 27
TOR-M10

Lp 18
PTR-M6

M 28
MNR-M18

Dscr 10
DHR-M11

P PNNRPRORRPRPRPNNONORORRORNRRENERE B

=

A NMNMNMNNEPARMMMAMAENOPMPMNOPRPARARRRPPOWWRADD &

w

N O 00O ~NOOO~NOoOOONO O ©

[ B e
oco®oo

10

10

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

10

10
10
10
10
10

10
10
10
10
10

10

10
10
10

10
10

27

21

25

25

24

29

30

21

22

18

90,00

7000

8333

8333

8000

9667

10000

7000

7333

60,00




18

T0

Milp 20
MMR -M7

ADE
Testigo

[oNeN

4 9
10 10
9 10
5 10
1
1

10

24

8000

6,67
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Tabla 14

Ficha de evaluaciéon de micosis de Metarhizepsobre Hypothenemus hampei

PATOGENICIDAD DE 18 CEPAS DE Metarhiziumsp SOBRELA BROCA DEL CAFE

TRATAMIENTO

Registro de micosis en dias de evaluacion

REPETICION "54h 48h 72nh 96h 120h 144h 168h 192h 216h 240h 264h 288h

1
TOR-M17

2
SRR-M12

3
PHR-M14

CMR-M8

POR-M9

MMR -M1

7
GOR-M19

8

I 0 3 15 32 445 545 61.5 67 78 83.5
Il 2.5 10 24 355 545 705 795 855 92.5 95
11 15 5 24 37.5 54 60.5 69.5 75 81.333 86.5
I 0 15 20.6 43 60 67.5 72 79 84 89.5
Il 10 225 27 40 56 61 67.5 735 82 87.5
7.5 205 375 595 655 745 80 86 91
19 21.25 45 545 66.11 74.44 80.56 85.56 89.44
11.25 20 47 61.5 67 77 82.5 88.5 92
25 26.11 51.67 63.33 75 80 8556 90.56 95.6
375 39.37 53.33 68.89 76.11 83.89 91.11 95 97.77
3214 4125 515 665 735 82 87.5 93 97.5
25 26.25 48.89 63.89 71.11 81.67 86.67 93.33 97.2
5 18.33 31.67 40.71 46.25 47 56.5 67.5 76
0 0 20 30 42  48.33 59.17 65 73.3
15 23,75 27.86 40.56 455 52 62.5 70.5 785
20 32222 46 76.5 85 915 96.5 98.5 100
32 355 425 545 56.57 69 75.5 825 875
33 355 525 71 78 85 89.5 925 945
30 3125 3944 51 61.67 68.89 75.56 81.67 87.222
30 26.43 4444 49 58.5 66 73 78.5 83
8 20 31.25 375 515 59 67 73 78.5
29 33 54.44 62.22 71.67 77.78 8278 89.44 94.444

ol eolNelolololNololNololNoelololNolollolNe]
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MHR -M4 i 0 26 35 505 625 73 80 865 925 98
I 0 18 365 51 655 745 81 8 91 96

| 0 28 2625 475 5875 6222 70 7556 8L.67 87.222

LM Mo I 0 28 2938 4389 60 6722 7278 72 79 845
1l 0 35 325 5063 6167 6667 73.89 78.80 83.33 956

| 0 25 29 38 49 60 67 725 775 85

OMRML3 I 0 23 295 435 57 63 70 76 8 87
1l 0 26 3111 415 515 595 69 745 805 Ol

| 0 20 29286 39 515 61 725 795 875 945

LemaIE I 0 15 1688 385 545 645 745 815 88 95
1l 0 375 4214 47 61 665 73 805 87 92

| 0 13 28 4 52 60 69 76 8 87

o I 0 18 28 41 54 61 66 72 78 83
1l 0 22 3 47 52 60 65 72 78 83

s | 0 18 23 43 52 59 68 74 80 85
MR M6 I 0 23 29 43 51 57 66 74 80 87
1l 0 15 23 41 47 54 63 71 77 84

| 0O 25 27 4389 57 63 68 74 79 85

ORI I 0 27 39 49 52 67 73 79 8 9l
1l 0 32 38 45 34 49 62 72 8 87

| 0 10 23 27 36 47 54 6 75 82

TG I 0 15 25 28 41 47 56 68 78 83
1l 0 4 43 3 38 5 52 6 6 75

| 0 15 25 33 43 53 64 73 8l 87

VINR M8 I 0O 20 26 38 4 5 64 72 80 85
1l 0 19 30 41 51 5 6 70 75 81

17 | 0 10 20 40 49 56 63 69 74 80
DHR-M11 I 0O 23 20 40 53 62 66 74 80 84
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52
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18
MMR -M7

Testigo
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Anexo 2

Andlisis estadisti®
Tabla 15

Andlisis de varianza de Crecimiento radial de Metarhizium sp

FV Gl SC CM F p-valor
Cepas 18 1717,47 95,42 1490 <0,0001
Error 76 486,66 95,42
Total 94 2204,13 6,40

CV:6,76%
Tabla 16

Andlisis de varianza de Porcentaje de germinacion de Metarhizium sp

FV Gl SC CM F p-valor
Cepas 17 1620,00 95,291,82 <0,1089
Error 18 943,00 52,39
Total 35 2563,00
CV: 8,2%%
Tabla 17

Analisis de varianza de Crecimiento de micelio del hongo (Metarhizium spps®
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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