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Resumen

El cultivo del café arabigo es importante en la provincia de Morona Santiago, debido al
Proyecto de Reactivacion del Café y Cacao Fino de Aroma impulsado por el MAG. Sin
embargo, la caficultura en esta zona busca mejorar sus ingresos produciendo café orgéanico.
Las pérdidas ocasionadas por Hypothenemus hampei son altas, de ahi que el uso de
organismos entomopatdégenos como una alternativa del manejo integrado de plagas puede
resultar satisfactoria. Beauveria spp. es un entomopatégeno eficaz para el control de plagas,
por tanto, el presente trabajo de investigacion evalu6 aislados de Beauveria spp. como
biocontrolador sobre H. hampei. Se recolectaron brocas infectadas con Beauveria spp. en 13
fincas correspondientes a las parroquias Cuchaentza, General Proafio, San Isidro, Sinai y
Sevilla Don Bosco - Cantén Morona, las cepas de Beauveria spp. se aislaron mediante
siembra directa del micelio en cajas petri con medio de cultivo Papa Dextrosa Agar. Dentro
de la identificacion morfoldgica a nivel macroscopico se evalué: forma, elevacion, textura del
micelio, color anverso y reverso, superficie y presencia de sinnemas. A nivel microscopico se
evalud: longitud de conidiéforos, fialides y el tamafio de conidias. La capacidad
biocontroladora se determind mediante un bioensayo a nivel de laboratorio, en el cual se
inocularon adultos de H. hampei con una solucién de Beauveria spp. a una concentracion
1x107 conidias/ml. Se determiné el porcentaje de mortalidad y el tiempo letal al 50%. Las
cepas 1, 6, 41 y 53 presentaron mayores porcentajes de mortalidad a lo largo del experimento

con respecto al control.

Palabras clave: entomopatdgeno, Hypothenemus hampei, Beauveria, Coffea arabica
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Abstrac

The cultivation of coffee has taken on great importance in the province of Morona Santiago,
partially due to the project “Reactivacion del Café y Cacao Fino de Aroma,” promoted by the
MAG. However, coffee growers in this area seek to improve their income by producing
specialty coffee - one of these being organic coffee. Crop losses caused by the Hypothenemus
hampei insect are high. To combat this, the use of entomopathogenic organisms as an
alternative to integrated pest management can be satisfactory. Beauveria spp. encompasses
one of the most effective genera of entomopathogenic fungi for pest control; therefore, the
present research work evaluates Beauveria spp. as a biocontroller for H. hampei. Borers
infected with Beauveria spp. in 13 farms, corresponding to the Morona Canton parishes
Cuchaentza, General Proafio, San Isidro, Sinai and Sevilla Don Bosco, were isolated by direct
sowing of the mycelium in petri dishes with a potato dextrose agar culture medium. For
morphological identification at the macroscopic level, the following elements were evaluated:
shape, elevation, texture of the mycelium and the front and back color, surface, and the
presence of sinnemas. As for the microscopic level, the following were evaluated: length of
conidiophores, phialides, and size of conidia. The biocontrol ability was determined by means
of a bioassay at the laboratory level, in which adults of H. hampei were inoculated with a
solution of Beauveria spp. at a concentration of 1x10’ conidia/ml. Percentage of mortality was
determined over a period of 15 days and the lethal time set at 50%. Strains 1, 6, 41 and 53
experienced higher percentages of mortality throughout the experiment with respect to the

control.

Keywords: entomopathogenic, Hypothenemus hampei, Beauveria, Coffea arabica
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Introducciéon

En el Ecuador el area cultivada de café esta representada por 34.789 hectareas (ESPAC,
2020) de las cuales el 52% corresponde a café arabica y el 48% a café robusta (Guilcapi,
2018). Con respecto a la Amazonia, en el cantdbn Morona la superficie de este cultivo ocupa
277 hectareas mismas que se distribuyen en 190 fincas (Barba I., comunicacion personal, 14
de agosto de 2021).

La produccion en el afio 2020 a nivel nacional de café fue de 5.280 Tm (ESPAC, 2020),
mientras que el rendimiento de café arabica reportado durante el afio 2016 y 2017 en Morona
Santiago fue de 0.23 t/ha (Guilcapi, 2018). Segun la Asociacién Nacional de Exportadores de
Café (ANECAFE, 2021) el pais gener6 68 millones de ddlares para el afio 2020, mientras que
a nivel local, en la provincia de Morona Santiago el valor de un quintal de café de tostaduria
de especialidad oscila entre los 100 y 140 délares (Ministerio de Agricultura y Ganaderia
(MAG), 2020).

Este cultivo a nivel nacional provee de empleo a 105.000 familias productoras, asi como para
700.000 familias asociadas a los procesos de comercializacion, industrializacién, transporte y
exportacion (Valverde et al., 2020). En la Amazonia el cultivo de café se ha posicionado como
una de las principales fuentes de ingresos de varias familias colonas he indigenas, y en la
provincia de Morona Santiago no es la excepcion, ya que el cultivo de café se ha consolidado

como actividad adicional para los medios de vida de los productores (Guilcapi, 2018).

Existen varios factores que afectan la produccién a nivel de campo, dentro de ellas el control
de plagas y enfermedades (Guilcapi, 2018). La plaga de mayor importancia econémica a nivel
mundial es Hypothenemus hampei, también conocida como la broca del café (Noboa & Quelal,
2015). Esta plaga es capaz de destruir los frutos formando tuneles y galerias en donde
deposita sus huevos (Loyola & Rodriguez, 2020). Se estima que los dafios en cosecha por
esta plaga oscilan entre el 60% y el 80% de la produccion (Fischersworring & RoBkamp, 2001)
ocasionando pérdidas econdmicas de mas de 500 millones de ddlares por afio a nivel mundial
(Castrillén et al., 2017).

Los hongos entomopatdgenos son la causa mas comun de las enfermedades microbianas en
insectos, puesto que se encuentra en una amplia gama de hébitats, incluidos entornos
agricolas y urbanos (Qu & Wang, 2018). Estos microorganismos infectan a los artrépodos y
tienen un impacto minimo en los ecosistemas naturales (Gasmi et al., 2021). El género
Beauveria ha sido el mas estudiado a nivel mundial como controlador de poblaciones de

insectos plaga debido a su probada eficiencia y su facil reproduccion (Gonzélez et al., 2015).

Santiago Enrique Proafio Mendoza — Marlon Rubén Rubio Delgado
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Se ha determinado que existen cepas lo suficientemente agresivas para causar un 100% de
mortalidad a nivel de laboratorio (A. Bustillo, 1993), mientras que a nivel de campo se logré
obtener un 60.33% de mortalidad (Fernandez, 2020) ademas se ha corroborado que el control
de H. hampei con cepas nativas de Beauveria spp. es mayor en comparacién con cepas
comerciales, del mismo modo la persistencia de las cepas nativas en el en campo es mayor
(Bayman et al., 2021).

La Estacion Experimental Central de la Amazonia ha desarrollado tecnologia relacionada con
el manejo organico de café empleando cepas de Beauveria spp. como biocontrolador en
cafetales de la regibn amazonica, especificamente en el cantdon La Joya de los Sachas,
provincia de Orellana, en donde se determiné que el entomopatdégeno Beauveria spp.
contribuye al control de la broca encontrando 5,19 brocas por rama infectadas con Beauveria
spp. reduciendo en un 13,84% la infestacion de broca con un manejo organico (Pico et al.,
2018).

Santiago Enrique Proafio Mendoza — Marlon Rubén Rubio Delgado
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Objetivos

2.1  Objetivo General

Evaluar aislados de Beauveria spp. como biocontrolador de broca del café (Hypothenemus

hampei Ferrari) en las principales zonas cafetaleras del cantén Morona.
2.2 Objetivos Especificos
1. Identificar morfolégicamente cepas de Beauveria spp. en condiciones de laboratorio.

2. Evaluar la patogenicidad de las cepas de Beauveria spp. sobre la broca del café en
condiciones de laboratorio.

Santiago Enrique Proafio Mendoza — Marlon Rubén Rubio Delgado
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Revisién bibliogréafica
3.1 El cultivo de café

El café encuentra su origen en las tierras de Abisinia, actual Etiopia (Figueroa et al., 2015),
llegando al continente americano en el siglo XVII como medio para generar ingresos en el
rubro agrario (Rice, 2003). Sus frutos son uno de los principales productos de origen agricola
que se comercializan en los mercados internacionales y por lo general son una gran
contribucion a los rubros de exportacion de aquellas regiones productoras (Cajape, 2020).
Esta especie llegd, segun historiadores, al Ecuador desde Colombia en el afio de 1832
(Rodriguez, 2009). Hoy en dia, su produccion se encuentra presente en 23 de las 24
provincias del pais (Aspiazu etal., 2009) destacandose en las provincias de Manabi,
particularmente en Jipijapa, Loja y estribaciones de la Cordillera Occidental de los Andes
(Valverde et al., 2020).

De acuerdo a su diversidad, en el pais existen una gran cantidad de especies de café, entre
las mas importantes se tiene el café robusta y el café arabigo. La primera variedad conocida
por su nombre cientifico Coffea canephora, fue introducido a Ecuador en el afio de 1943 en la
Estacion Experimental Pichilingue (Miranda & Silva, 2019). Su cultivo trascendié mas alla de
la region costera, llegando a varias zonas de la amazonia como son las provincias de Napo,
Sucumbios, y Orellana (INIAP, 2003). La segunda variedad, Coffea arabica, ingreso al pais
en el afio 1830, empezandose a cultivar en los recintos Las Maravillas y El Mamey, del canton
Jipijapa, provincia de Manabi. No obstante, en la actualidad, su cultivo tiene un mayor impacto
en la provincia de Morona Santiago, al ser consolidado como una actividad importante para

los productores (Guilcapi, 2018).

El Proyecto de Reactivacion del Café y Cacao Fino de Aroma tenia como objetivo implementar
para el afio 2016 un total de 1.864 hectareas de café (Ministerio de Agricultura y Ganaderia
[MAG], 2020); sin embargo, se conoce que en la actualidad en el cantén Morona la superficie
de este cultivo ocupa 277 hectareas, mismas que estan distribuidas en 190 fincas (Barba I.,
comunicacion personal, 14 de agosto de 2021). Para el afio 2020 en Morona Santiago se
comercializaron mas de 440 quintales de café de especialidad. El precio por quintal de café
oscila entre los 100 y 140 ddlares (MAG, 2020).

3.2 Principales plagas y enfermedades del cultivo de café

Las principales enfermedades de los cafetos estdn dadas por hongos, virus, bacterias y

nematodos, dentro de estos, la mas importante es la roya causada por el hongo Hemileia
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vastatrix; mientras Hypothenemus hampei, también conocido como la broca del café es el

insecto plaga que causa mayores dafios en este cultivo (Noboa & Quelal, 2015).
3.2.1. La broca del café (Hypothenemus hampei)

Hypothenemus hampei es un coledptero perteneciente a la familia Curculionidae, conocido
comunmente como broca del café, gorgojo del café, barrenillo del grano del café o taladro de
cereza del café cuyo origen proviene de la selva tropical de Africa central (Bustillo, 2006). Este
insecto fue reportado en Ecuador por primera vez en el aiio de 1981 en la provincia de Zamora
Chinchipe (Fernandez, 2020), en donde, en tan solo 2 afios logro distribuirse e infestar a varias
zonas cafetaleras correspondientes a Loja, El Oro, Pichincha Manabi y Napo, convirtiéndose

asi en la principal plaga del café en el pais (Jaramillo, 2019).
3.2.2. Clasificacion taxonémica de la broca del café
En la Tabla 1 se presenta la clasificacion taxonomica de la broca del café.

Tabla 1. Clasificacion taxonémica de la broca del café.

Reino: Animal
Phylum: Arthropoda
Clase: Insecta
Orden: Coleoptera
Familia: Curculionidae

Subfamilia: Scolytinae
Genero: Hypothenemus

Especie: Hypothenemus hampei (Ferrari)

Nota: la tabla presenta los diferentes tipos de taxones donde pertenece la broca del café. Tomado de
Ciclo biolégico de la broca del café (Hypothenemus hampei (Ferrari 1867), en condiciones de

laboratorio en Tingo Maria. Por Arias, 2014, Universidad Nacional Agraria de la Selva.
3.2.3. Dafios e importancia econémica

La broca del café es considerada como plaga clave y de mayor importancia econémica a nivel
mundial en el cultivo del café. Los dafios que ocasiona esta plaga se ven reflejados en el valor
comercial de este producto. Se ha determinado que esta plaga causé pérdidas por mas de
300 millones de délares en Brasil (Assis et al., 2020), mientras que a nivel mundial esta cifra
asciende a 500 millones de délares anuales (Lezaun, 2016). Wegbe et al., (2003) mencionan

que las pérdidas de peso ocasionadas por H. hampei son proporcionales a las tasas de
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ataque. Si no se implementan las medidas de control adecuadas, las perdidas de peso en el

grano pueden llegar hasta un 50% (Montoya, 1999).
Segun Damon (2000) H. hampei causa tres tipos de pérdidas econémicas:

1. Los adultos y sus larvas provocan una reducciéon en el rendimiento y la
calidad del producto final debido a que forman galerias en la cereza del café
para alimentarse.

2. Debido a los dafios fisicos que causa este insecto en las cerezas
maduras atacadas se tornan susceptibles a diferentes infecciones y
contaminaciones.

3. Estos insectos pueden atacar las cerezas inmaduras cuando no
disponen de suficiente alimento, por ende, aumentan su porcentaje de

infestacion.

3.3. Manejo de plagas del cultivo de café

El control de la broca del café se realiza mediante un manejo integrado que comprende: el
control cultural, el control etiolégico o trampeo, el control quimico y el control biolégico (IICA,
2019).

El control cultural se basa en las labores agricolas de campo que permitan reducir la poblacion
de este insecto (Alejos & Valverde, 2020). Dentro de estas practicas se encuentra la
recolecciébn manual de frutos caidos, eliminacién de malezas, fertilizacion, eliminacién de
cafetales decadentes o abandonados y regulacién de la sombra para la entrada de mas luz
(Arias, 2018).

El control etolégico se basa en el empleo de trampas que controlen a esta plaga (Leiva et al.,
2019). Estudios como los realizados por Mendoza et al. (2021) y Fernandez & Cordero (2005)
demuestran que las trampas son eficientes para determinar la época de vuelo de esta especie,
advirtiendo a los caficultores sobre los peligros del insecto en un momento dado (Marrero
et al., 2011).

El control quimico se basa en la aplicacion de insecticidas como productos a base de
abamectina (Jaramillo, 2019). Este método debe emplearse como ultimo recurso cuando las
poblaciones de la broca sean altas. Su utilizacion debe ser dirigida a los focos de infestacion
(IICA, 2019).

3.3.1 Control alternativo de H. hampei
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Se ha estudiado el control alternativo de H. hampei mediante la introduccién de parasitoides
antagonistas como lo son: Cephalonomia stephanoderis, Prorops nasuta, Phymastichus
coffea (Bustillo, 2018). Por otra parte, también se ha probado los efectos del biocida heem
(Azadirachta indica) e higuerilla (Ricinus communis) para reducir las infestaciones y
poblaciones de la broca (Alejos & Valverde, 2020). Sin embargo, dentro del control alternativo
el uso de organismos entomopatdgenos, el hongo Beauveria bassiana, es el mas conocido y
empleado (Rivera & Diaz, 2020).

3.4 El hongo Beauveria spp.

Los hongos entomopatdégenos correspondientes al género Beauveria spp. son los mas
estudiados a nivel mundial como controladores de poblaciones de insectos plaga, esto debido

a su probada eficiencia y su facil reproduccion (Gonzales, Alvarado, & Zepeda, 2015).
3.4.1 Clasificacion taxonOmica de Beauveria spp.
En la Tabla 2 se presenta la clasificacion taxonémica del hongo entomopatogeno.

Tabla 2. Clasificacion taxonémica de Beauveria spp.

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes

Subclase: Hypocreomycetidae

Orden: Hypocreales
Familia: Clavicipitaceae
Genero: Beauveria

Nota: Caracterizacion taxonémica de Beauveria spp. tomado de NCBI taxonomy database.

Con relacién a la variabilidad de especies de Beauveria spp. tenemos a: B. amorpha, B.
asiatica, B. australis, B. bassiana, B. brongniartii, B. caledonica, B. hoplocheli, B. kipukae, B.
lii, B. malawiensis, B. pseudobassiana, B. sungii, B. varroae y B. vermiconia (Castrillo &
Wheeler, 2020) cada una de estas especies tienen diferentes caracteristicas morfoldgicas
describiéndose como color, borde, aspecto de la colonia y pigmentacion del medio (Castillo
et al., 2014).
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3.4.2 Hospederos

Beauveria spp. se la puede encontrar de forma natural el suelo y en ciertas plantas, tiene
preferencias por climas templados y himedos. Su amplia lista de hospederos incluye
mariposas, afidos, moscas blancas, saltamontes, termitas, escarabajos, gorgojos, hormigas y
chinches. Se ha encontrado que ataca a 200 o méas especies de insectos con un predominio
de Coleoptera, Lepidoptera, Auchenorrhyncha, Sternorrhyncha y Heteroptera (Sponagel,
1994).

Existen diferentes cepas de Beauveria que presentan una gran variaciébn en cuanto a
virulencia, patogenicidad y rango de hospederos (Nicholls, 2008). Dentro de estas cepas, las
mas utilizadas como agentes de biocontrol tenemos a: B. bassiana, B. brongniartii y B. tenella
(Motta & Murcia, 2011).

3.5 Clasificaciéon morfolégica

La caracterizacibn morfoldgica permite identificar cepas, seleccionar diferentes genotipos
mediante aislamientos limitados geograficamente a una region en particular, definir genotipos
a partir de aislamientos con potencial para el control biolégico de H. hampei (Vélez et al.,
2001).

3.5.1 Caracteristicas Macroscopicas

Beauveria spp. se caracteriza por presentarse como un algodén blanco, mismo que se tornan
amarillento o de color rosa palido, al pasar los dias el crecimiento de la colonia toma un
aspecto polvoriento color crema. En el insecto, el micelio crece en el exoesqueleto formando
una cubierta algodonosa que tiene un color blanco en la superficie (Capek & Fassatiova,
1977). Las colonias in vitro comprenden un diametro que oscilan entre los 6 mm a 23 mm por
un alto de 5 mm en un lapso de 8 dias, se diferencian por su aspecto lanoso, flocoso,
polvoriento o aterciopelado con algunas rarezas que presentan sinnemas, también se las
diferencia mediante su forma, elevacién, margen, superficie y color como se presenta en la

Imagen 1 (Husseini, 2019).
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Imagen 1. Formas y caracteristicas del hongo Beauveria spp.
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Nota: Extraido de Universidad Nacional del Nordeste Facultad de Ciencias Exactas y Naturales y

Agrimensura, (Piccoli et al., 2010).
3.5.2 Caracteristicas Microscopicas

Humber (2005) sefiala que las cepas de Beauveria spp. presentan una estructura
diferenciada, sus hifas por lo general son septadas y hialinas con paredes lisas entre 1.5 um
a 3 ym de ancho, dependiendo su variedad. En los aislamientos frescos el aparato conidial
aparece agrupado al contrario en cepas antiguas se encuentran menos asociadas y mas
distribuidas, las células conidiégenas tienden a presentarse en grupos pequefios 0 en

solitarios, usualmente de 1 a 5 células de igual manera dependiendo su variedad (Imagen 2).

Imagen 2. Estructuras microscopias de Beauveria spp.
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Nota: A. aparato conidial, B. células conididgenas, C. conidias
Fuente: Hoog (1972)
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3.6 Mecanismo Patogénico

El hongo inicia su proceso infectivo cuando las esporas se establecen en el area del
integumento del insecto, donde germinan y comienza a excretar enzimas como las quitinasas,
proteasas, lipasas, quitobiasas, y lipooxigenasas. Estas enzimas degradan la cuticula del
insecto y asi contindian con el proceso de penetracion por presion mecanica donde comienza
por una estructura especializada del tubo germinativo llamada apresorio. Una vez dentro del
insecto, el hongo logra su desarrollo como cuerpos hifales que se van esparciendo a través
del hemocele e invaden diversos tejidos musculares, tubos de Malpighi, cuerpos grasos,
mitocondrias y hemocitos, ocasionando la muerte del insecto después de 3 a 14 dias de

iniciada la infeccién (Pucheta et al., 2006).

Beauveria spp. relacionandolo H. hampei inicia su proceso infectivo cuando las esporas
viables son retenidas por contacto en la superficie del integumento del insecto, mientras
encuentran un espacio idéneo para establecer la asociacion patégeno-hospedero y empezar
a colonizarlo (Jones, 1994). Haro (2013) menciona que el ciclo de esta asociacién comprende
tres fases: la primera, es la adhesién y germinacion de la espora viable en la cuticula del
insecto, la segunda, es la penetracién en el hemocele y en la tercera se desarrolla el hongo,
al culminar la infeccién la broca del café muere y se desarrolla sus cuerpos fructiferos como

se observa en la Imagen 3.

Imagen 3. Broca del Café infectada con Beauveria spp.

Nota: la imagen presenta al hongo entomopatdgeno infectando al insecto en la cereza de café.

Elaborado por los Autores.
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Bustillo (2001) sefiala que la germinacién de las conidias de Beauveria spp. en condiciones
favorables, se produce en aproximadamente 12 horas después de la inoculacién y, en el lapso

de 72 horas, el insecto esta totalmente colonizado.
3.7 Beauveria spp. como controlador de Hypothenemus hampei

Beauveria bassiana es un controlador natural de H. hampei (Posada & Bustillo, 1994).
Estudios de laboratorio demostraron que B. bassiana es el hongo més virulento para H.
hampei, lo que sugiere que este puede desempeiiar un importante papel como agente de
control biologico de H. hampei (Murphy, 1990). Sponagel (1994) revelo que en Ecuador B.
bassiana tiene una virulencia notable en condiciones controladas, sin embargo, también
determiné que a nivel de campo no hay diferencia entre las parcelas de control y
experimentales debido a factores climaticos en su mayoria, puesto que los mismos no

permiten que el hongo se adapte y cause una infeccion.

La eficacia de Beauveria bassiana en el control de la broca del café esta influenciada por la
calidad y concentracion del hongo, condiciones climaticas y el manejo del cultivo. Los niveles
de control pueden fluctuar desde valores muy bajos cercanos al 20% a niveles altos del 75%
(Bustillo & Marin, 2002). Cardenas, Villalba, Bustillo, Montoya, & Goéngora (2007) aseguran
gue, desde una vista mas bioldgica, la mortalidad del 66.63% obtenida sobre la broca del cafeé,

es un resultado significativo, que muestra la eficacia del entomopat6geno.

La estacion Experimental Central de la Amazonia ha desarrollado tecnologia relacionada con
el manejo orgénico de café empleando cepas de Beauveria spp. como biocontrolador en
cafetales de la regibn amazonica, especificamente en el cantéon La Joya de los Sachas,
provincia de Orellana, en donde se determindé que el entomopatégeno Beauveria spp.
contribuye al control de la broca empleando un manejo organico (Pico et al., 2018). De la
misma forma en la Amazonia Ecuatoriana se ha establecido que la presencia del hongo B.
bassiana es notable en aquellos cafetales donde la infestacion de H. hampei es mayor (Piato
et al., 2018).

Estudios mas recientes realizados en Puerto Rico dan a conocer que tanto aislamientos
locales como comerciales de B. bassiana son igual de virulentos; sin embargo, la persistencia
del aislado comercial no es la suficiente, debido a que el tiempo requerido para que actle en
contra del insecto es mayor, mientras que los aislados locales se adaptan con mayor facilidad
a las condiciones medioambientales y son mas eficientes al paso del tiempo (Bayman et al.,
2021).
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Por otra parte, ensayos de campo en Colombia relacionados con la aplicacion de conidias de
B. bassiana a las cerezas caidas resulté en una infeccion de broca del 30 al 40% y redujo la
posterior infestacion de arboles hasta en un 50% (Bustillo, Bernal, Benavides, & Chaves,
1999). De igual manera, Benavides, Gdngora, & Bustillo, (2012) encontraron que una mezcla

de cepas de B. bassiana caus6 una mortalidad de la broca del 60% al 66%.

La capacidad biopesticida de B. bassiana contra H. hampei se demuestra en el estudio
realizado por Fernandez, (2020) quien obtuvo un porcentaje de mortalidad del 60.33%
transcurridos 4 dias de la inoculacién, mientras que al cabo de dos dias mas, la mortalidad
llegd a un 96.66%. Assis et al. (2020) demostré la efectividad de B. bassiana para controlar
H. hampei a nivel de campo obteniendo un 40.62% de mortalidad de adultos de H. hampei en

un lapso de 12 dias.

El hongo B. bassiana tiene diferentes cepas y aislados originarios de distintos paises, dentro
de los cuales existen cepas predominantes como la cepa “Bb9205”. Esta cepa es considerada
como el aislamiento con las mejores caracteristicas por su alta produccién de esporas,
virulencia y rapida mortalidad de la broca del café (Arcila et al., 2006). Cardenas, Villalba,
Bustillo, Montoya, & Géngora (2007) demostraron que el empleo de la cepa “Bb9205”, causa
entre el 90% y el 100% de mortalidad en el laboratorio, y entre el 30% y el 60% de mortalidad

en el campo.

Las cepas de B. bassiana causan a nivel de campo entre un 20% y 25% de mortalidad en
adultos de H. Hampei, no obstante, la actividad de los residuos de este entomopatégeno
disminuye con el paso del tiempo (Wraighta et al., 2021).

En el estudio de Siahaan, Supriana, & Iskandarini, (2021) se evalud la relaciéon que tiene el
efecto de los fertilizantes, el uso del entomopatégeno B. bassiana y la mano de obra con
relacion a los ingresos de los caficultores. Concluyen que tanto la fertilizacion y el uso de B.
bassiana tiene un efecto significativo positivo en la produccién de café, no obstante, este
efecto significativo positivo se da en aquellos caficultores que aplican de manera intensiva

este biopesticida.
3.8 Evaluacion de la efectividad de Beauveria spp.

La evaluacion de la capacidad biopesticida se valora con base en el porcentaje de mortalidad,
la dosis letal (DL), concentracion letal (CL) y tiempo letal (TL) (Fernandez, 2020). En el
transcurso de las investigaciones en el campo se han demostrado que a medida que se

incrementa la concentracion de esporas se obtiene una mayor mortalidad en poblaciones de
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H. hampei. Se considera que una concentracion de 1 x 10° esporas por planta es la mas
Optima (Bustillo, 2002). La efectividad de Beauveria spp. en condiciones de laboratorio y de
campo se mide en la tasa de mortalidad de H. hampei, en la colonizacién y en la virulencia
del entomopatégeno que ataca al insecto (Posada & Vega, 2006).
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Materiales y métodos

4.1 Area de estudio

Para el presente trabajo de investigacion se recolectaros muestras en distintas fincas de café
ubicadas en el canton Morona, principalmente en las parroquias Cuchaentza, General Proafio,

San lIsidro, Sinai y Sevilla Don Bosco, provincia de Morona Santiago.

Imagen 4. Mapa de Zonas muestreadas dentro del cantén Morona.
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Elaborado por los Autores.

4.2 Materiales

Para desarrollar el presente trabajo de investigacidbn se emplearon materiales fisicos,

quimicos, bioldgicos e Informaticos.
4.2.1 Material Fisico

GPS, clinbmetro, smartphone, tarrinas plasticas ¥ litro, fundas plasticas de 2 x 8 pulgadas,
espuma fendlica, etiquetas, hojas de campo, cooler, microscopio, estéreo microscopio,

camara Lumenera Infinity 1, cdmara de flujo laminar, autoclave, estufa de calor en seco,
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destilador de agua, balanza analitica, micropipetas, computador portatil, refrigerador, asa de
cultivo, bisturi, caja petri, camara de neubauer, cinta, cronémetro, tubos de plastico de 10 ml,
eppendorf de 5 ml, marcadores de vidrio, etiquetas, guantes de laboratorio, hojas de registro,
jeringa, mandil de laboratorio, papel filtro estéril, papel toalla, parafilm, porta y cubre objetos,

alcohol, algoddn hidréfilo, papel aluminio, tijera, equipo de bioseguridad.
4.2.2 Material Biolégico

Aislados del hongo Beauveria spp., insectos adultos de brocas de café (H. hampei), cerezas

de café especie arabiga.
4.2.3 Material Quimico

Acido lactico, agar, dextrosa, agua destilada, azul de lactofenol, clorotalonil (Daconil),

hipoclorito de sodio al 5%, propargite (Omite), Tween 80, hielo.

4.2.4 Material Informético

Aplicacién mévil HabitApp, Excel, InfoStat versién 2020e, ArcGIS e Infinity analyze.
4.3 Metodologia

El trabajo de investigacion se dividio en dos fases, la primera denominada fase de trabajo de

campo Y la segunda trabajo de laboratorio.

4.3.1 Metodologiadel primer objetivo especifico (Identificar morfolégicamente cepas de

Beauveria spp. en condiciones de laboratorio)
4.3.1.1 Recoleccion de las muestras

Se visitaron un total de 20 fincas de café ubicadas en el cantén Morona. Dentro de cada finca
se tomé informacién relevante para el estudio como lo es la ubicacion geografica, altitud,
variedad de café, porcentaje de sombreado, caracteristicas del escenario y porcentaje de
infestacion. Finalmente, en cada una de las fincas se recolectaron las muestras de brocas
adultas infectadas con Beauveria spp. (Ministerio del Ambiente, Agua y Transicion Ecologica
(MAATE), 2022).

Dentro de cada finca se recolectaron diez insectos infectados con el hongo al azar (MAATE,
2022). Los insectos fueron colocados en fundas plasticas de 2 x 8 pulgadas y dispuestas en

una tarrina de medio litro de capacidad que contenia en su interior una esponja fendlica. Para
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asegurar su conservacion, las tarrinas fueron trasportadas en un cooler que contenia hielo en

su interior.
4.3.1.2 Aislamiento del Hongo

Una vez ingresadas las muestras en el laboratorio se sembré el insecto infectado (muerto)
con el hongo en medio PDA (Papa Dextrosa Agar). Dicho medio fue preparado con 39 g de
Millipore PDA en un litro de agua destilada, el medio se lleva a esterilizacion en el autoclave
por 15 minutos a 15 libras de presion. El medio de cultivo fue dispensado en cajas Petri dentro

de la cAmara de flujo.

En la camara de flujo laminar se extrajo cuidadosamente el insecto infectado y se coloc6 en

las cajas Petri cuyo interior contenian medio PDA.

Las cajas fueron incubadas a 25°C durante 5 dias, trascurrido este lapso de tiempo se realiz6
una identificacion visual y microscépica descartando aquellas muestras que no correspondian

a Beauveria spp. y aquellas muestras contaminadas.

Se resembraron las muestras en medio PDA con la finalidad de obtener un cultivo méas puro.

Las muestras fueron incubadas a 25°C, pero en esta ocasién por un lapso de 25 dias.

Posteriormente se realizé un cultivo monospérico en un medio agar agua. Para ello en un litro
de agua se coloco 10 g de agar agar, se llevo a punto de ebullicién y se esterilizé el medio en
la autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion, se dej6 reposar para que se enfriara y se

dispensé en cajas petri.

Se realizé una suspensién de esporas tomando una pequefia porcion del hongo y colocandola
en un tubo de ensayo el cual contenia 5 ml agua destilada esterilizada en la autoclave a 15
bares de presion por 15 minutos. Finalmente, se taparon los tubos de ensayo y se mezclé el
hongo con el agua en un vortex. Todo este procedimiento se ejecuté dentro de una camara

de flujo laminar.

Una vez obtenido el medio de cultivo y la solucién del hongo con una micropipeta y puntillas
esterilizadas se tomé 0,2 L de la solucion y esta se colocé en el medio de agar agua, todo

este proceso se realiz6 dentro de la camara de flujo laminar.

Se realizaron observaciones constantes en el microscopio, al cabo de 24 horas germinaron
las esporas y se procedi6 a realizar la pesca de la espora y sembrarla en medio PDA para

evaluar el desarrollo del hongo.
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4.3.1.3 Caracterizacién Macroscépica

Para la caracterizacidbn macroscépica se resembré del hongo en medio PDA y se mantuvo el
mismo en desarrollo durante 15 dias en una camara de humedad a 25°C y a un 80% de HR,
pasado este tiempo se evalud la forma, la elevacion, la textura del micelio y color anverso y
reverso, la superficie y la presencia de sinnemas. Se tomaron fotografias de cada una de las
cajas evaluadas y los datos levantados fueron registradas en una hoja de Excel para su

posterior andlisis.
4.3.1.4 Caracterizacién Microscopica

Previo a la caracterizacion microscopica se instalo y configurd el software Infinity Analyze el
cual nos permitié hacer uso de la cAmara Lumenera Infinity 1, misma que nos facilito la toma

de mediciones de las microestructuras del hongo.

Para la caracterizacién microscépica se resembré del hongo en medio PDA mismo que se
mantuvo en una camara de humedad a 25 °C y a un 80% de HR durante un periodo de 5 dias,
trascurrido este tiempo se observaron las estructuras principales del hongo como lo son las

conidias, conidioforos vy fidlides.

Para observar dichas estructuras en el microscopio se tomé una porcion de hongo y se realizé
un método de tincion el cual consisti6 en colocar una gota de azul de metileno en un
portaobjeto sobre este una cinta que contenia las estructuras del hongo. Finalmente, las
estructuras se observaron en el microscopio y fueron medidas con ayuda del software Infinity

Analyze.
4.3.1.5 Analisis de los datos

Para determinar la similitud entre las cepas identificadas se realiz6 un andlisis de
conglomerados utilizando el método de separacion Ward y distancia Euclidea. Las variables
cualitativas como la forma, la elevacion, la textura del micelio, color anverso y reverso, la
superficie y la presencia de sinnemas se transformaron en variables dummy. Previo este
analisis todas las variables se estandarizaron. Para formar los grupos se consider6 el 50% de

la distancia de similitud.

4.3.2 Metodologia del segundo objetivo especifico (Evaluar la patogenicidad de las

cepas de Beauveria spp. sobre la broca del café en condiciones de laboratorio)
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4.3.2.1 Recolecciodn y cria del insecto para la evaluacion de patogenicidad

Para establecer el pie de cria se recolectaron al azar adultos de Hypothenemus hampei que
no estén infectados con Beauveria spp. dentro de la zona correspondiente a Domono
(MAATE, 2022), los mismos fueron transportados al Insectario de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad de Cuenca, los frutos fueron lavados y desinfectados con

propargite mas clorotalonil a una solucién de 1 mL de producto por 1 litro de agua.

Las camaras de cria constaron de tarrinas plasticas de % litro de capacidad, en las cuales se
coloco espuma fendlica, mismas que sirvieron para mantener la humedad dentro de la tarrina.
Se colocaron las cerezas brocadas con insectos adultos de Hypothenemus hampei y cerezas
sanas que se utilizaron de alimento. Las cdmaras de cria fueron colocadas dentro de un
bioclimatico a una temperatura de 25°C y 80% HR. Se realiz0 la revision de las camaras de
cria por un lapso de 30 dias y cada 5 dias se realizaba la aspersién de agua destilada con un

atomizador para mantener la humedad.

Aquellas cerezas que mostraban signos de descomposicion eran desechadas y remplazadas
con cerezas de café frescas. De igual manera aquellas brocas que se encontraban sin vida

eran desechadas para evitar la proliferacion de alguna enfermedad.

Al cabo de 28 dias se pudo observar los adultos recién emergidos correspondientes a la F1

de H. hampei. Se obtuvieron un total de 500 insectos.

4.3.2.2 Determinacién de la concentracién de conidias

Para la evaluacion de la capacidad biopesticida se realizaron diluciones de los 10 aislados

seleccionados en el andlisis de conglomerados.

Para la determinacion de la concentracion de conidios nos basamos en la metodologia
propuesta por Baez et al., (2019) con algunas variaciones propuestas por el departamento de

Sanidad Vegetal de la Estacion Experimental Central de la Amazonia — INIAP.

Se sembré cada uno de los aislados de Beauveria spp. en cajas petri individuales en medio
PDA. Al cabo de 10 dias se extrajo una porcion del hongo con un sacabocados de 1 cmy se
adiciond a un tubo de ensayo con 9 ml de agua destilada, se agit6 manualmente durante 30

segundos. Esta suspensién obtenida corresponde a la solucién madre.

De dicha diluciéon madre se tom6 30 L y se la colocd en una camara de Neubauer. Con ayuda

del electromicroscopio en el objetivo 40x se cont6 los conidios.
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4.3.2.3 Evaluacion de la capacidad biopesticida

Para la evaluaciébn de la capacidad biopesticida se empleé un disefio experimental
completamente al azar (DCA). Se establecieron 10 tratamientos a una concentraciéon de 1x10°

mas el control, cada tratamiento cont6 con 3 repeticiones.

En cajas petri, con papel absorbente en su interior, se colocdé 10 adultos de H. hampei
conjuntamente con media cereza de café. Cada tratamiento fue colocado en atomizadores
manuales de 100 ml de capacidad. Se realizé una Unica aspersion de las cepas de Beauveria
spp. sobre los adultos de H. hampei, se taparon las cajas petri y se colocaron en un
bioclimatico a 25°C y a un 80% de HR. Para el control se utiliz6 agua destilada. Este proceso

se repitio tres veces por tratamiento.

Durante 15 dias se registré el comportamiento cada uno de los adultos de H. hampei. Cuando
se observaba un insecto muerto inmediatamente se los retiraba de la caja petri en donde se
estaba realizando el ensayo y se lo colocaba en una cadmara de humedad, la cual constaba
de una caja petri con un portaobjeto y papel absolvente en su interior. Esto se realizaba para

observar el desarrollo del hongo sobre el cuerpo del insecto.

Durante este periodo de tiempo se evalud el porcentaje de mortalidad, el tiempo letal al 50%

de la mortalidad el porcentaje de invasioén de micelio y el porcentaje de colonizacion.

4.3.2.4 Andlisis de los datos

La variable mortalidad se analizé mediante pruebas no paramétricas de Kruskal Wallis y el

tiempo letal al 50% (TLso) se determind mediante un analisis probit.
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Resultados

5.1. Porcentaje de Infestacion y numero de cepas aisladas por finca

33

En las 20 fincas estudiadas se determind la presencia de la plaga, sin embargo, en 7 fincas

se observo una infestacion menor al 1%. Beauveria spp. estuvo presente en 13 de las 20

fincas estudiadas. Se obtuvieron un total de 58 aislados del hongo.

En la Tabla 3 se puede observar el nivel de infestaciéon de las distintas fincas analizadas en el

trabajo de investigacion, Cuchaentza es la parroquia mas afectada por la plaga, de igual

manera esta parroquia presenta el mayor niumero de aislados de Beauveria spp.

Tabla 3. Niveles de infestacién de H. hampei y presencia del Beauveria spp.

Codigo Parroquia Presencia del Infestacion Numero de
hongo (%) cepas aisladas
MS-CU-001 Cuchaentza Si 33.79 8
MS-CU-002 Cuchaentza Si 22.96 6
MS-CU-003 Cuchaentza Si 14.85 12
MS-CU-004 Cuchaentza Si 5.79 1
MS-CU-005 Cuchaentza Si 35.92 6
MS-DP-001 Domono/La pitahaya Si 13.96 2
MS-EE-001 El Edén No 0.36 0
MS-GP-001 General Proafio Si 17.97 3
MS-SI-001 San Isidro Si 18.99 1
MS-SI-002 San Isidro No 0.2 0
MS-SE-001 Sevilla Don Bosco Si 2.2 1
MS-SE-002 Sevilla Don Bosco No 1.15 0
MS-SE-003 Sevilla Don Bosco No 0.35 0
MS-SE-004 Sevilla Don Bosco Si 16.8 6
MS-SE-005 Sevilla Don Bosco Si 23.77 7
MS-S-001 Sinai Si 3.46 2
MS-S-002 Sinai Si 17.33 3
MS-S-003 Sinai No 0.73 0
MS-S-004 Sinai No 0.77 0
MS-S-005 Sinai No 0.87 0

Elaborado por los Autores.
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5.2. Analisis de frecuencias de las caracteristicas de la zona

Con respecto a la procedencia de las muestras analizadas se determind que de la parroquia
Cuchaentza procede el mayor nimero de cepas con un 57% (Figura 1).

B Cuchaentza @ Donomo/La Pitahaya [ General Proafio

O San Isidro @ Sevilla Don Bosco @ Sinai

Figura 1. Frecuencia de las parroquias en las que se encontr6 el hongo Beauveria spp.

Con respecto a la vegetacion circundante de las zonas de donde procedieron las muestras
podemos decir que el 51% no presentaba ningun tipo de cobertura (Figura 2).

@ Cubierto por malezas O Pasto

[ Pasto cubierto por hojarazca O Suelo desnudo

@ Suelo semicubierto por malezas

Figura 2. Frecuencia de la vegetacién de las fincas en las que se encontré el hongo
Beauveria spp.
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Con respecto a la diversidad de café sembrada en las zonas de las cuales proceden las
muestras tenemos que la variedad Catucai LS predomina con un 43% (Figura 3).

@ Catucai O Catucai LS O Catucai Amarillo

O Catucai Rojo @ Catucai Rojo/Amarillo

Figura 3. Frecuencia de las variedades de café en las que se encontré el hongo Beauveria

SppP.

5.3. Andlisis de las caracteristicas macroscoépicas
Con relacion a las caracteristicas macroscépicas tenemos que la forma irregular predomino

con un 42% de las muestras encontradas en el estudio (Figura 4).

Figura 4. Frecuencia de las formas en del hongo Beauveria spp. (A) Irregular, (B) Circular,
(C) Filamentosa, (D) Rizoidal.
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La elevacién mas predominate fue la plana y extendida con un 45% (Figura 5).

Figura 5. Frecuencia de las distintas elevaciones del hongo Beauveria spp. (A) Plana 'y

extendida, (B) Elevada y limitada, (C) Convexa umbilicada.

En la textura micelar podemos decir que la textura polvorienta fue la que prevalecié en mayor

porcentaje con un 45% (Figura 6).

Figura 6. Frecuencia de las texturas del micelio del hongo Beauveria spp. (A) Polvorienta,

(B) Aterciopelada, (C) Algodonosa.

Con relacion al color anverso de la caja petri podemos decir que el color predominate fue el

blanco con un 91% (Figura 7).
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Color Anverso

o/

/

OAmarille OBlanco

Figura 7. Frecuencia del color adverso de la caja petri que contina al hongo Beauveria spp.

En el color reverso de la caja se observé una mayor variabilidad de colores siendo el color

amarillo y blanco los mas predominantes, con el 35y 34% respectivamente (Figura 8).

6.90%
5.17%
3.45%
| 34.48%
8.62%
6.90%
| 34.48%

0.00% 5.00% 10.00% 15.00% 20.00% 25.00% 30.00% 35.00% 40.00%
Porcentaje

B Rojo @EMarron OBlanco-amarrillo OBlanco

OAmarillo-rojizo O Amarillo-marron OAmarillo

Figura 8. Frecuencia del color reverso de la caja petri que contina al hongo Beauveria spp.
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En cuanto a la superficie del hongo podemos decir que el mayor porcentaje esta representado
por la superficie sectorizada con un 40%, seguida de la superficie plegada con un 36% y

finalmente se encuentra la superficie con surcos radiales con un 24% (Figura 9).

Figura 9. Frecuencia de la superficie del hongo Beauveria spp. (A) Sectorizada, (B)

Plegada, (C) con surcos radiales.

Con respecto a la presencia de sinnemas tenemos que un 62% de los aislados analizados
presentaron estas estructuras mientras que el 38 % no lo hicieron (Figura 10).

Figura 10. Frecuencia de la presencia de sinnemas del hongo Beauveria spp. (A) Si, (B) No.

Para mayor informacion relacionada d las caracteristicas macroscopicas ver el Anexo 16.
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5.4. Andlisis de las caracteristicas microscopicas
Con relacion a las caracteristicas microscépicas de manera general el tamafio de las conidias
oscilé entre 1.68 um, el tamafio de los conidioforos entre 22.21 um y el tamafio de las fidlides

entre 8.15 um (ver Anexo 1, 8, 9y 10).

5.5. Analisis de Conglomerados
En el andlisis de conglomerados utilizando la distancia euclidea presenté una correlaciéon
cofenética 0.811 y una correlacion de Pearson mas alta entre los conglomerados de las

variables cuantitativas de laboratorio y todas las variables medidas con un valor de 0.93.

Se obtuvieron 58 cepas de Beauveria spp. las cuales se dividieron en 10 conglomerados o
clusters mismos que fueron agrupados segun sus caracteristicas macroscopicas como: forma,
elevacion, textura del micelio, color anverso, color reverso, superficie y presencia de
sinnemas, y sus caracteristicas microscépicas: tamafio de fialides, tamafio de conidi6foros y
tamafio de conidias. De igual manera se tomo en cuenta el porcentaje de infestaciéon de las

fincas.

De los 10 conglomerados se seleccionaron 10 cepas representantes en base al promedio de

cada grupo formado de todas las variables y se seleccioné al mas cercano.

Al conglomerado 2 se le atribuye el mayor nimero de cepas con 38.
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Figura 11. Dendograma de las cepas de Beauveria spp.
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5.6. Evaluacion de la capacidad biopesticida
5.6.1 Porcentaje de Mortalidad

Se analizaron los datos levantados cada cinco dias para los quince dias que dur6 el
experimento. Los datos no presentaron normalidad, por lo tanto, se aplicé un analisis no
paramétrico de Kruskal Wallis. Para el dia cinco el analisis no paramétrico presento
diferencias estadisticamente significativas para el numero de adultos muertos de
Hypothenemus hampei y las distintas cepas (P<0.05), siendo la cepa 41 la que mostro el
mayor nimero de insectos muertos; entre tanto la cepa 40 tuvo el menor nimero de adultos

muertos con respecto al control (Tabla 4).

Tabla 4. Prueba de Kruskal Wallis para el nUmero de insectos muertos tras el paso

de 5 dias post-inoculacion.

Tratamiento Medias Rangos Niveles
Control 0.33 2.00 A

C40 2.33 5.67 A B

C24 3.33 9.17 A B C
C29 3.33 9.17 A B C
C28 5.00 15.50 A B C D
C25 5.67 19.50 B C D
C6 6.33 23.17 C D
C53 6.33 23.50 C D
C1 6.67 24.83 D
Cc21 6.67 25.33 D
C41 7.33 29.17 D

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Dentro del dia 10 la prueba de Kruskal Wallis presentd diferencias estadisticamente
significativas para el nimero de adultos muertos de Hypothenemus hampei y las distintas
cepas (P<0.05). Las cepas 41 y 53 presentaron el mayor nimero de insectos muertos con
respecto al control; mientras que las cepas 24 y 29 presentaron el menor nimero de adultos

muertos tras el paso de 10 dias con respecto al control (Tabla 5).
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Tabla 5. Prueba de Kruskal Wallis para el nUmero de insectos muertos tras el paso

de 10 dias post-inoculacion.

Tratamientos Medias Rangos Niveles
Control 2.00 2.00 A
C24 5.67 6.17 A B
C29 6.67 8.33 A B
C28 7.33 11.00 A B C
C40 8.00 14.00 A B C D
C25 9.00 20.00 B C D
C21 9.33 21.50 B C D
C1 9.67 24.50 C D
C6 9.67 24.50 C D
C41 10.00 27.50 D
C53 10.00 27.50 D

Nota: Medias con una letra comln no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Al realizar el andlisis de los datos del nimero de insectos muertos post-inoculacion con las

diferentes cepas aisladas de Beauveria spp. a los 15 dias, la prueba de Kruskal Wallis

(P<0.05) mostro6 diferencias estadisticamente significativas para las cepas 1, 6, 41 y 53 con

el mayor nimero de insectos muertos, en tanto que la cepa 24 presenté el menor nimero de

adultos muertos (Tabla 6).

Tabla 6. Prueba de Kruskal Wallis para el nUmero de insectos muertos tras el paso

de 15 dias.
Tratamientos Medias Rangos Niveles
Control 3.00 2.00 A
C24 7.33 5.17 A
C29 8.67 9.83 A B
C25 9.33 15.83 A B C
C28 9.33 15.83 A B C
c21 9.67 20.17 A B C
C40 9.67 20.17 B C
c41 10.00 24.50 C
C1 10.00 24.50 C
C53 10.00 2450 C
C6 10.00 24.50 C

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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De manera general las cepas 1, 6, 41 y 53 presentaron mayores porcentajes de mortalidad a
lo largo del experimento con relacion al control, también podemaos recalcar que las dos Ultimas
llegaron al 100% de mortalidad al cabo de 10 dias en comparacion de las cepas 1y 6 que lo

hicieron en 13 dias (Figura 12).

100%

80%

60%

40%

20%

PORCENTAJE DE MORTALIDAD

0% - . T .
2 5 8 11 14
DIAS
CEPAS
——C1 - C6 Cc21 C24 == C25 —0—C28

——(C29 —(C40 —C41 —4—C53 ——Control

Figura 12. Porcentaje de mortalidad de las cepas analizadas en el bioensayo.
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5.6.2 Tiempo Letal Medio (TL50)

Para determinar el tiempo letal medio se realizé el analisis probit, el mismo revelo que las
cepas 21, 41 y 53 tuvieron el menor tempo letal medio. La cepa C24 fue la que presento el

mayor tiempo letal medio (Figura 13).

Dias
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C1 C6 Cc21 C24 C25 C28 C29 C40 C41 C53
Tratamientos

Figura 13. Tiempo letal medio para las cepas analizadas en el bioensayo.
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Discusioén

De las 20 fincas evaluadas en 7 no se encontro la presencia de Beauveria spp. debido a que
este hongo se encuentra principalmente en zonas humedad y en donde la incidencia de broca
es alta (Vuelta et al., 2017). Cabe mencionar que en aquellas fincas en donde no se encontré

al hongo se estaba combatiendo a la plaga mediante control etologico.

Las caracteristicas macroscopicas de los aislados de Beauveria spp. coinciden con los
descritos por Gonzalez et al. (2021), pues en su estudio obtuvo colonias circulares de color
blanco en el anverso y color amarillento en el reverso. De la misma forma, este autor observé
los tres tipos de elevacion desde plana a convexa, en tanto que la superficie de la mayor parte
de las colonias no presento irregularidades. El aspecto de los aislados en este estudio fue de

algodonosa en su inicio hasta polvorienta.

Con relacién a las caracteristicas microscopicas, Gonzalez et al. (2021) reporta resultados
similares a los nuestros, ya que en su estudio el tamafio de las conidias de Beauveria spp.
oscilaron entre 1.2-3.0 x 1.0-2.8 um, siendo este tamafio también reportado por diversos
autores, quienes concluyeron que las cepas con conidias esféricas menores 3 um de diametro
pueden considerarse como Beauveria bassiana spp. (Kepler et al. 2017). Por otra parte,
Rehner et al. (2011) da a conocer que las conidias de Beauveria spp. se caracterizan por ser
hialinos, de paredes lisas de 1.5 a 5.5 um y de formas globosas a cilindricas o vermiformes.
Lo mismo menciona Humber (2012), quien indica que las conidias de B. bassiana tienen un

diametro < 3.5 um, mientras que la conidia de B. brongniartii oscila entre 2.5 a 4.5 pm.

Rehner et al. (2011) manifiestan que las fialides son solitarias en grupos laterales densos,
base subesférica a ampuliforme, su &pice con un raquis geniculado y denticulado
indeterminado. Segun las claves dicotémicas de De Hoog (1972) el largo de las fialides de B.
bassiana oscilan entre las 15 um, mientras que las de B. brongniartii rondan las 9 um. Estos

datos concuerdan con los encontrados en este estudio.

La longitud de los conidiéforos de B. bassiana miden 20 um o mas por 1 um de ancho, los
conidioforos de B. brongniartii miden hasta 25 um de largo por 1- 1.5 um de ancho y los de B.
alba puede llegar a medir hasta 35 um de largo por 1 um de ancho (De Hoog, 1972). Estos

datos concuerdan con los datos reportados en el presente estudio.

Con relacion a la capacidad biopesticida Gonzalez et al. (2021) expone resultados similares
a los nuestros, obteniendo un porcentaje de mortalidad superior al 70% en el 60% de los
aislados al paso de 15 dias después de la inoculacién, siendo sus mejores tratamientos RS-

1j006 y Bb1400 con un 100% de mortalidad en condiciones de laboratorio.
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Bustillo (2020) demuestra que el ciclo de infeccion de Beauveria bassiana sobre H. hampei
en condiciones de laboratorio en promedio dura 8,2 dias. D, Torres et al. (2016) obtuvo un
porcentaje de mortalidad del 100% después de 6 dias de su experimento. Estos resultados
no se asemejan a los alcanzados en la presente investigacion, no obstante Vuelta et al. (2017)
atribuye esta variacion de tiempo a la humedad, ya que la mortalidad de H. hampei es de 9
dias si las condiciones de humedad relativa son del 70 al 80%, debido a que la viabilidad de

las esporas del hongo baja.

Por otra parte Godoy et al. (2007), mencionan en su estudio el porcentaje de germinacion de
esporas de cinco aislados de Beauveria bassiana en PDA fue superior al 60% a 25°C mientras
que el porcentaje de germinacion a 30°C oscilo entres el 28 y 37%, haciendo alusién a que la
temperatura puede alterar al desarrollo del hongo durante su fase infectiva. Por otra parte,
Blanco (2017) menciona que existe una pérdida gradual de la virulencia del hongo en los

pases inoculativos.

Con respecto al tiempo letal al 50% (TLso),el estudio de Gonzalez et al. (2021) concuerda con
nuestros resultados, encontrando que las cepas mas efectivas causaron el 50 % de mortalidad
en un lapso de 3 dias, mientras las cepas restantes tardaron hasta 11 dias. Del mismo modo,
Torres et al. (2016) obtuvo resultados similares a los nuestros encontrando la dosis letal media
entre 2.9 dias a 4.33 dias. Finalmente, Fernandez (2020) en su estudio menciona que tiempo

letal al 50% (TLso) se estima en aproximadamente 6.3 dias para adultos de H. hampei.
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Conclusiones
En base al presente trabajo de investigacion podemos concluir que:

1) La parroquia de Cuchaentza es la mas afectada por Hypothenemus hampei.
2) Cuchaentza es la parroquia presenta el mayor nimero de aislados de Beauveria spp.

3) Las caracteristicas macro y microscopicas de las cepas aisladas en el presente estudio

corresponden a Beauveria spp.

4) Las cepas de Beauveria spp. 1, 6, 41 y 53 presentaron mayor patogenicidad frente al

control a nivel de laboratorio.

Recomendaciones

Se sugiere que para futuros trabajos de investigacion de laboratorio sean realizados por medio
de pruebas de identificacibn moleculares, con el fin de determinar con exactitud la cantidad
total de especies de Beauveria spp. con la que se cuenta para obtener un tamafio de muestra

Optima de cepas resultantes.

De igual manera, se sugiere continuar con la investigacion de capacidad biopesticida en
campo para evaluar el desarrollo y la adaptabilidad de las cepas de Beauveria spp. en
condiciones no controladas, permitiendo cuantificar los efectos y la tasa de mortalidad de la

broca del café.
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Anexos

Anexo A. Evaluacion de la infestacion de broca dentro de las fincas

Anexo B. Recoleccion de cerezas brocadas con presencia de Beauveria spp.
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Anexo C. Preparacion de medio PDA
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Anexo E. Siembra del hongo para realizar cultivo monospérico
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Anexo G. Caracterizacién macroscopica con guia en la “Imagen 1”

VIR

Anexo H. Caracterizacion microscopica de las conidias con guia en la “Imagen 2”
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Anexo |. Caracterizacion microscopica de las fialides con guia en la “Imagen 2”
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Anexo J. Caracterizacion microscépica de los conidiéforos con guia en la “Imagen 2”

L=cne |

100 um

Anexo K. Cria del insecto Hypothenemus hampei
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Anexo L. Determinacién de la concentracion de conidias
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Anexo M. Evaluacién de la capacidad biopesticida
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Anexo N. Adultos de H. hampei infectados con Beauveria spp.
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Anexo O. Tamarios de las distintas estructuras microscépicas del hongo

Cepa Promedio conidias Promedio Conidioforos Promedio Fialides

um um um
Ci 2.34 24.62 5.50
Cc2 1.72 20.61 6.21
C3 1.18 17.39 5.67
C4 1.35 19.28 9.31
C5 1.75 2291 8.16
C6 2.18 13.05 8.32
Cc7 2.26 20.53 8.54
C8 1.46 19.98 7.41
C9 1.17 22.40 8.42
C10 1.23 18.36 9.42
Cil1 1.94 20.43 8.79
Ci12 1.57 21.59 9.16
C13 1.88 21.44 7.42
Ci4 1.39 24.25 5.48
C15 1.62 20.58 8.60
C16 1.97 18.08 9.05
C17 1.08 26.38 5.94
C18 1.23 19.17 4.98
C19 1.27 20.79 8.50
Cc20 1.61 26.26 5.66
Cc21 2.21 35.23 10.23
Cc22 1.96 22.13 6.66
Cc23 2.18 16.83 14.65
C24 1.41 18.08 6.49
C25 1.67 23.96 12.55
C26 1.65 23.90 6.53
c27 2.05 21.01 14.42
C28 1.30 29.81 11.52
C29 1.20 23.95 11.30
C30 1.99 22.73 10.68
C31 1.63 19.88 7.42
C32 2.00 24.10 8.63
C33 1.37 27.48 6.51
C34 2.38 23.81 7.22
C35 1.31 17.25 8.22
C36 1.07 21.94 9.81
C37 1.60 23.83 7.28
C38 1.40 21.96 10.01
C39 2.00 18.12 8.69
C40 1.52 26.94 7.78
C41 1.21 33.01 8.95
C42 1.43 13.36 5.98
C43 2.01 18.89 8.42
C44 2.40 18.47 6.55
C45 141 21.62 7.78
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C46 1.87 25.43 10.02

Continuacién. Tamafios de las distintas estructuras microscopicas del hongo

Promedio conidias Promedio Conidi6éforos Promedio Fialides

Cepa
pm pm pm

c4a7 1.60 21.30 7.35
C48 2.33 19.46 8.26
C49 1.72 22.24 541
C50 1.53 28.21 8.40
C51 1.75 27.19 6.48
C52 1.33 17.37 5.52
C53 1.85 24.30 7.33
C54 1.63 23.57 7.01
C55 2.04 19.65 8.77
C56 1.74 27.34 7.56
C57 1.62 23.48 7.56
C58 1.63 22.37 8.36
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Anexo P. Caracteristicas macroscoépicas del hongo

66

Textura
- Color Color - .
Cepa |Forma |Elevacion |del Superficie |Sinnemas |Foto anverso Foto Reverso
. . anverso |reverso
micelio
C1 circular Qle_vada y algodonosa | blanco arpanllo- plegada no
limitada rojizo
Cc2 circular e;leyaday aterciopelada | blanco blanco sectorizada si
limitada
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planay

C3 circular . olvorienta blanco amarillo legada no
extendida P pleg

. convexa amarillo- .

C4 irregular . algodonosa | blanco . legada Si
9 umbilicada 9 rojizo pieg
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UCUENCA

68

. elevada y . . . .
C5 circular limitada aterciopelada | blanco amarillo sectorizada si
. planay .
C6 irregular extendida polvorienta blanco blanco plegada no
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UCUENCA

planay

con surcos

C7 irregular . aterciopelada | blanco rojo . no
9 extendida P J radiales
. convexa . .
C8 circular . algodonosa | blanco blanco sectorizada Si
umbilicada 9
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UCUENCA

. elevada y . .

C9 irregular limitada polvorienta blanco amarillo plegada no
. planay . con surcos

C10 irregular extendida aterciopelada | blanco blanco radiales no
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UCUENCA

planay

Cl1 circular extendida polvorienta blanco blanco plegada no
. convexa . . .
C12 circular umbilicada polvorienta blanco rojo plegada si
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UCUENCA

72

planay

C13 circular extendida polvorienta blanco amarillo plegada no
) planay . cOon surcos
Cl4 filamentosa extendida polvorienta blanco blanco radiales no
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UCUENCA

73

planay

amarillo-

C15 irregular extendida algodonosa | blanco r0jizo sectorizada no
) planay . .
C16 filamentosa extendida aterciopelada | blanco amarillo plegada no

Santiago Enrique Proafio Mendoza — Marlon Rubén Rubio Delgado



UCUENCA

74

) planay . con surcos

C17 filamentosa extendida aterciopelada | blanco blanco radiales no
. elevaday . amarillo-

C18 irregular limitada aterciopelada | blanco r0jiz0 plegada no
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UCUENCA

75

planay

con surcos

C19 filamentosa extendida polvorienta blanco blanco radiales no
. planay : . .
C20 circular extendida polvorienta blanco amarillo sectorizada no
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UCUENCA

Cc21 circular gleyada y polvorienta blanco rojo sectorizada no
limitada
. planay . .
C22 irregular extendida polvorienta | amarillo marron plegada no
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UCUENCA

. elevada y .

C23 irregular limitada polvorienta blanco blanco plegada no
. planay . amarillo-

C24 irregular extendida polvorienta blanco marron plegada no
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UCUENCA

convexa

C25 irregular I olvorienta amarillo marron sectorizada no
9 umbilicada P
. lanay .
C26 irregular P . olvorienta blanco marron legada no
9 extendida P pleg
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UCUENCA

. elevada y .
Cc27 circular s olvorienta blanco blanco legada no
limitada P pleg
. lana y . . con surcos
C28 rizoidal P . algodonosa | amarillo amarillo . no
extendida 9 radiales
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UCUENCA

convexa

con surcos

C29 filamentosa umbilicada aterciopelada | blanco rojo radiales no
. elevada y . . .
C30 irregular limitada polvorienta blanco blanco sectorizada si
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UCUENCA

convexa

C31 circular I aterciopelada | blanco amarillo sectorizada Si
umbilicada P
. convexa . . con surcos .
C32 circular . aterciopelada | blanco amarillo . Si
umbilicada P radiales
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UCUENCA

. convexa . blanco- . .
C33 circular i olvorienta blanco . sectorizada si
umbilicada P amarillo
. convexa . . .
C34 irregular . algodonosa | blanco amarillo sectorizada Si
9 umbilicada 9
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UCUENCA

. convexa amarillo- . .
C35 irregular . algodonosa | blanco sectorizada si
9 umbilicada 9 marron
. convexa . .
C36 circular . algodonosa | blanco amarillo sectorizada no
umbilicada 9
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UCUENCA

. convexa . . . .
C37 irregular . aterciopelada | blanco amarillo sectorizada Si
9 umbilicada P
C38 irregular convexa algodonosa | amarillo amarillo- con surcos si
umbilicada marron radiales
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UCUENCA

. convexa . .
C39 circular I olvorienta blanco blanco sectorizada no
umbilicada P
o convexa . amarillo- . .
C40 rizoidal . olvorienta blanco . sectorizada Si
umbilicada P rojizo
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UCUENCA

86

. elevada . amarillo- .
C41 irregular - y aterciopelada | blanco sectorizada no
limitada marron
. elevada . . .
C42 circular limita day aterciopelada | blanco blanco sectorizada si
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UCUENCA

o elevada y . . con surcos .
C43 rizoidal s aterciopelada | blanco amarillo . Si
limitada P radiales
o convexa . .
C4a4 rizoidal . algodonosa | blanco blanco sectorizada Si
umbilicada 9
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UCUENCA

convexa

con surcos

C45 rizoidal . olvorienta blanco amarillo . Si
umbilicada P radiales
. lana 'y . . con surcos
C46 irregular P . algodonosa | amarillo amarillo . no
9 extendida 9 radiales
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UCUENCA

89

elevada y

C47 circular limitada polvorienta blanco blanco plegada no
. elevada y . .
C48 circular limitada polvorienta blanco amarillo plegada no
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UCUENCA

planay

C49 circular . olvorienta blanco blanco legada no
extendida P pleg
. convexa . . .
C50 irregular . algodonosa | blanco amarillo sectorizada Si
9 umbilicada 9
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UCUENCA

91

. planay . .
C51 irregular extendida polvorienta blanco blanco sectorizada no
. elevada y . .
C52 circular limitada algodonosa | blanco amarillo plegada Si

Santiago Enrique Proafio Mendoza — Marlon Rubén Rubio Delgado



UCUENCA

C53 rizoidal convexa aterciopelada | blanco blanco- con surcos no
umbilicada P amarillo radiales

C54 filamentosa planay algodonosa | blanco blanco sectorizada no
extendida
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UCUENCA

planay

C55 circular extendida aterciopelada | blanco blanco plegada no
. convexa . . . .
C56 irregular umbilicada aterciopelada | blanco amarillo sectorizada si
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UCUENCA

. elevada . .
C57 irregular . y polvorienta blanco amarillo plegada no
limitada
. convexa con surcos .
C58 irregular . algodonosa | blanco blanco - Si
9 umbilicada 9 radiales

94

Santiago Enrique Proafio Mendoza — Marlon Rubén Rubio Delgado



