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Resumen

El café es uno de los productos mas cotizados a nivel mundial y Ecuador es uno de los
paises reconocidos por la calidad de café de exportacion. Se conoce que muchos de los
cultivos pueden llegar a tener problemas por insectos plaga que llegan a dafiar diferentes
partes de la planta. En este caso los cultivos de café no son la excepcion debido a que es
atacado principalmente por la broca del café (Hypothenemus hampei), afectando
especificamente la calidad de las bayas. El uso de hongos entomopatégenos como control
bioldgico de la broca del café es una de las estrategias utilizada para evitar los dafios anuales
que se dan por este insecto. Estos hongos presentan una actividad biopesticida que al ser
utilizados en diferentes dosis pueden llegar a matar los insectos plaga de interés. Es por ello
gue en este estudio se ha planteado como objetivo general en evaluar el efecto in vitro de la
aplicacion de hongos entomopatdgenos sobre la plaga Hypothenemus hampei. Para esto se
aislaron hongos del noroccidente de Pichincha, utilizando trampas de arroz e insectos, para
posteriormente obtener cultivos axénicos y dosificarlos sobre los ejemplares de
Hypothenemus hampei en un periodo de tiempo establecido. En los resultados se observa la
muerte de los insectos; sin embargo, ésta estuvo relacionada al ciclo de vida de los mismos y
no al efecto de los hongos aplicados, principalmente porque no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) entre el tratamiento control (aplicacion de agua esteril

sobre los insectos) y los tratamientos con los hongos aislados.

Palabras clave: Café, control bioldgico de Hypothenemus hampei.
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Abstract

Coffee is one of the most sought-after products worldwide and Ecuador is one of the
countries recognized for the quality of export coffee. As is known, many of the crops can
have problems due to pest insects that damage the plants, fruits, etc. In this case coffee crops
are no exception because it is mainly attacked by the coffee bit (Hypothenemus hampei),
affecting the quality of the berries. The biological control of the coffee bit is one of the
strategies that have been chosen to avoid the annual damage that occurs by this pest insect,
with entomopathogenic fungi. These fungi have a biopesticide activity that when used in
different doses can kill the pest insects of interest. That is why it has been raised as a general
objective of this study to assess the in vitro effect of the application of entomopathogenic
fungi on the pest Hypothenemus hampei for the determination of the control exerted by the
selected fungus on the insect. For this, fungi from the northwest of Pichincha were isolated,
using rice rags and insects to later obtain axenic crops from fungal colonies and dose them on
the specimens of Hypothenemus hampei in a set period. In the results it was possible to
observe the death of the insects; however, this was related to the life cycle of the same and not
to the effect of the fungi applied, mainly because no statistically significant differences
(p<0.05) were found between the control treatment (application of sterile water on insects)

and treatments with isolated fungi.

Keywords: Coffee, biological control of Hypothenemus hampei.
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Introduccion

El café es considerado uno de los cultivos mas importantes a nivel mundial
desempefiando un papel fundamental en el aspecto econémico, social, desarrollo y patron de
vida (Bricefio, 2017). Ecuador esta dentro de los principales exportadores de café en el mundo
y produce la variedad tanto ardbiga como robusta. Cabe destacar la calidad del café
ecuatoriano, razon por la cual es reconocido a nivel internacional debido a programas de
desarrollo por parte del gobierno que lo han impulsado en el exterior, donde un 90% de la
produccion del café ecuatoriano esta destinado a exportaciones (Pozo, 2014). Sin embargo, la
calidad de los granos se ha visto afectada por plagas como la broca del café, afectando la
calidad del grano y por lo tanto poniendo en riesgo las exportaciones del mismo (Bricefio,

2017).

En Ecuador se registrd por primera vez el ingreso de la broca del café en 1981, en la
provincia de Zamora Chinchipe, en la zona de Zumba, logrando dispersarse en todo el
territorio nacional con enorme rapidez (Sotomayor & Duicela, 1995). A nivel nacional se han
registrado distintos reportes donde los cafetales se han visto afectados por la plaga de la broca
de cafe, la cual ha causado pérdidas millonarias en el sector cafetalero ecuatoriano (Castrillon

etal., 2017).

Los datos del rendimiento de café en grano seco en Ecuador demuestran que las
cosechas realizadas en 2016 mostraron problemas graves de infestacion por la broca en los
cafetales, determinando la presencia de un 20 a 30% de infestacion en los cultivos de café

cuando el porcentaje normal de infestacion es del 3% (Fernandez , 2020).

La broca del café, Hypothenemus hampei, es un insecto endémico de Africa y
actualmente se ha dispersado por todo el mundo (Vega et al., 2015), siendo el principal

problema entomologico que afecta la caficultura en muchos paises del mundo, debido a que
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ataca los frutos directamente, reduciendo su calidad y rendimiento, ocasionando en muchos

casos la caida prematura de los mismos (Soriano, 2010).

La hembra adulta perfora un agujero en la baya del café, depositando los huevos en el
endospermo, lo que da lugar a la eclosion de estos llegando a desarrollarse las larvas, las
cuales se alimentan de la semilla del café (Parraga, 2017) y una vez que mudan a adultos
dentro de la baya, empieza el apareamiento entre hermanos. Las hembras inseminadas y listas
buscan nuevas bayas para ovipositar (Infante et al., 2010). La hembra adulta de la broca del
café al emerger de la fase pupa, es capaz de aparearse y realizar posturas al cabo de tres dias.
El periodo de oviposicion se da en 20 dias y puede llegar a colocar de dos a tres huevos por

dia (Bustillo, 2006).

Estudios sobre la dispersion de la broca han demostrado que los frutos infestados que
se encuentran en el suelo y que caen como consecuencia del ataque del insecto, se convierten
en reservorio de poblaciones y son el principal foco de dispersion del insecto (Soriano, 2010).
Ademas, cabe mencionar que el insecto es capaz de atacar cualquier etapa de desarrollo del

fruto, incluidos aquellos almacenados (Parraga, 2017).

En gran parte de cafetales alrededor del mundo y en Ecuador, para lograr el control de
este insecto plaga se recurre al uso de sustancias quimicas como el endosulfan u otras que
basicamente constituyen insecticidas; sin embargo, la accién de esta sustancia se ve limitada,
ya que gran parte del ciclo de vida de la broca del café se da dentro de los frutos, siendo dificil
por parte del insecticida acceder a la parte interna de la baya. Por otra parte, el uso de estas
sustancias llega a generar problemas por contaminacién ambiental, riesgos en la salud de los
trabajadores, y se generan residuos que se mantienen en el suelo y en la planta, entre otras

consecuencias (Bustillo, 2006).
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El control de la broca del café no ha sido una tarea facil, por lo cual se han planteado
diferentes estrategias para disminuir las poblaciones de insectos que emergen de los frutos
infestados y mantener los niveles de plaga por debajo del umbral de dafio econémico (Pardey,
2005). Dentro de estas estrategias se han planteado diferentes opciones como: el uso de
trampas para el monitoreo del insecto empleando atrayentes alcohdlicos, incorporacion de
parasitoides contra el insecto, control cultural, control biolégico con hongos

entomopatogenos, entre otros (Bustillo, 2006).

El biocontrol o control bioldgico se refiere al uso de ciertos organismos para el control
de plagas de insectos reduciendo la cantidad de estos para que sean menos dafiinos de lo que
podrian llegar a ser. Los controladores de base bioldgica son microorganismos o productos
que pueden ser producidos por estos, para prevenir o mitigar el dafio causado por plagas de

insectos (Gdngora, 2013).

El control de plagas con hongos entomopatégenos es una alternativa muy importante,
ya que pueden ser utilizados contra diferentes insectos plaga y no necesitan ser ingeridos
porque pueden invadir al huésped directamente en el exoesqueleto o en la cuticula, y ademas
son capaces de infectar al insecto en cualquier etapa de la vida del insecto como huevos y
pupas. Generalmente, el sitio de invasion del hongo se da entre las piezas bucales o en
pliegues intersegmentarios donde la humedad es favorable y se promueve la germinacion del

hongo (Charnley & Collins, 2007).

Ciertos hongos entomopatogenos se distribuyen ampliamente en todo el mundo vy la
region ecuatoriana no es la excepcion, siendo parte de la microbiota natural del suelo, de tal

manera que pueden ser aislados de insectos infectados y de la tierra (Alves et al., 2002).

Como hipétesis del trabajo se plantea que los hongos entomopatdgenos aislados del
noroccidente de Pichincha pueden afectar la supervivencia de la broca del café. Mientras que

8



CONTROL BIOLOGICQ IN VITRO DE Hypothenemus hampei UTILIZANDO
HONGOS ENTOMOPATOGENOS NATIVOS

el objetivo general propone evaluar el efecto in vitro de la aplicacion de hongos
entomopatogenos sobre la supervivencia de la plaga Hypothenemus hampei para la
determinacion del control que ejerce el hongo seleccionado sobre el insecto. Y los objetivos
especificos fueron (1) aislar hongos entomopatdgenos del noroccidente de Pichincha que
puedan ser Utiles, para el control de la broca del café y (2) determinar la eficiencia de letalidad
de los hongos seleccionados sobre Hypothenemus hampei por medio de bioensayos por

contacto directo del hongo.

Materiales y Métodos

Area de estudio
Para la presente investigacion se recolectaron especimenes de Hypothenemus hampei y
se ubicaron trampas para la captura de hongos posiblemente entomopatdgenos. El estudio se

llevo a cabo en el noroccidente de Pichincha.

Los especimenes de la broca del café se recolectaron de la finca “El Placer”, ubicado
en la Parroquia de Nanegal, canton Quito, provincia de Pichincha con coordenadas

0°07'44.8"N 78°40'41.7"W a una altura de 1184 m.

Las trampas se colocaron cerca de la via a Yunguilla y se seleccionaron 5 puntos

distintos, donde se coloc6 una trampa en cada lugar, es decir se colocé un total de 5 trampas.
Las coordenadas exactas de los sitios de captura fueron:
= 0°00'17.8"N 78°32'26.8"W, Altura: 2658 m
» 0°0021.6"N 78°32'30.3"W, Altura: 2618 m
= 0°00'26.0"N 78°32'33.5"W, Altura: 2637 m

= 0°00'32.8"N 78°32'48.0"W, Altura: 2673 m
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= (0°00'44.4"N 78°33'03.4"W, Altura: 2684 m

Fase de campo

Recoleccion de especimenes de Hypothenemus hampei
La colecta de especimenes de la broca del café se realizé directamente de los frutos de
cafetales infestados de la finca “El Placer” y posteriormente se almacenaron en un recipiente

de vidrio los frutos infestados.

Colocacion de trampas
Se selecciond el noroccidente de Pichincha debido a la alta biodiversidad que posee y

al clima, ya que dicho sector presenta temperaturas entre 18 a 26 °C.

Las trampas se colocaron en orificios de 10 cm de profundidad en el suelo con el
objetivo de tener lo méas cerca posible las trampas del suelo y asegurarse que las esporas
puedan entrar por la parte superior de las trampas y empezar su crecimiento. Después de 2
semanas se procedio a retirar las trampas y se trasladaron a los laboratorios de la Facultad de
Ingenieria y Ciencias Aplicadas de la Universidad Internacional SEK para aislar aquellos

hongos de interés.

Fase de laboratorio

Preparacion de trampas

Para el contenido de las trampas se cocind arroz con agua potable hasta llegar a un
punto medio en coccion. Adicionalmente, se selecciond un antibidtico de amplio espectro
Ilamado levofloxacina, el cual se agregd a cada una de las trampas para evitar la
contaminacion bacteriana y asegurar el crecimiento de hongos. Dentro de cada frasco se
colocé 250 g del arroz cocido y se mezclo con 2 mg de antibidtico. También se agreg6 agua

destilada dentro de los frascos que contenian el arroz, para mantener una humedad relativa del

10
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60%. Se realizaron un total de 5 trampas y estuvieron conformadas por frascos de vidrio de

una capacidad aproximada de 500 mL.

Ademas, se colocaron varios insectos de distintos tamafios (5 insectos) dentro de cada
frasco para ser mas selectivos en cuanto al crecimiento de hongos entomopatdgenos. Los
insectos que se utilizaron fueron desinfectados con hipoclorito de sodio al 1% durante 3 min 'y
posteriormente fueron enjuagados con agua destilada repetidas veces (Zimmermann, 1986).

Los frascos se sellaron con una tela porosa y se ajustaron con una liga.

Aislamiento de los hongos

Inicialmente se mezclé todo el contenido de las trampas en un solo recipiente y
posterior a ello se tomd 1 g de muestra para llevar a cabo diluciones seriadas en agua estéril
hasta 1077 con el fin de obtener colonias diferenciadas. Para la siembra de las diluciones
seriadas se utiliz el medio de cultivo PDA (Agar Papa Dextrosa) y se trabajé a pH 5y 7,
junto con el antibiético levofloxacina. Se colocaron 200 pL de cada dilucién en una caja Petri
y se distribuyd el in6culo con el asa de Digralsky sobre el medio de cultivo solidificado.
Posteriormente, las cajas se incubaron a 26°C por un periodo de 7 dias para asegurar el

crecimiento de los hongos.

Seleccidn y purificacién de colonias fungicas

Una vez obtenidos los cultivos madres mixtos a partir de las diluciones, se
seleccionaron distintas colonias para ser resembradas hasta obtener cultivos axénicos. Para
ello se empled un asa de siembra previamente esterilizada para tomar una muestra de los
cultivos fungicos, posteriormente se introdujo el asa con la muestra en un tubo Eppendorf con
agua destilada estéril, con el fin de suspender la muestra (micelio). Con la ayuda de una
micropipeta se tomoO la suspension y se colocé en la superficie del medio de cultivo

solidificado, con el asa de Drigalsky esterilizada se esparcio la suspension.

11
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Para la siembra de las suspensiones con las muestras se emple6 nuevamente el medio
de cultivo PDA a pH 5y 7, junto con el antibidtico levofloxacina. Posteriormente se descartd
el uso del medio de cultivo PDA a pH 7, dado que no presentaba un mayor crecimiento de

micelio a comparacion del pH 5.

Todo este proceso se realizd repetidas veces hasta garantizar el crecimiento axénico de
cada colonia fungica encontrada. Sin embargo, esta Gltima vez se empled el medio de cultivo
Sabouraud a pH 5, ya que se observd un mejor crecimiento del micelio en el medio,

manteniendo el procedimiento antes mencionado.

Al final de todas las siembras y resiembras se sellaron las cajas Petri con Parafilm, se
rotularon y se dejaron en incubacion durante 7 dias a 26 °C con una humedad relativa del
60%. Ademas, se llegaron a seleccionar tres colonias fungicas distintas para determinar si

presentaban actividad entomopatogena.

En la Figura 1 se visualiza de manera resumida la metodologia que se llevd a cabo

para la obtencidn de cultivos axénicos.

12
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Figura 1. Diagrama de flujo de la metodologia seguida para la obtencion de cultivos axénicos

250 g Arroz cocido

2 mg Levofloxacina
150 mL Agua destilada
5 Frascos de 500 mL

1 g Contenido de las trampas
Medio de cultivo PDA
Levofloxacina
Agua destilada estéril (suspensiones)

Medio de cultivo PDA
Levofloxacina
Agua destilada estéril (suspensiones)

Medio de cultivo Sabouraud
Levofloxacina
Agua destilada estéril (suspensiones)

Caracterizacion morfoldgica de los hongos aislados
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]
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Para la identificacion de especies fungicas entomopatogenas se realizd una

identificacion morfoldgica, comparandolas con caracteristicas morfoldgicas de hongos

filamentosos de bases de datos. Para ello se utilizo la metodologia propuesta por Pedrique &

Gutierrez (2001), donde se observan caracteristicas como tamafio, elevacion, forma,

apariencia general, borde y superficie.
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Bioensayos

A partir de los cultivos fangicos axenicos obtenidos se seleccionaron 3 cultivos
axénicos distintos y un control el cual constaba de agua destilada estéril. Se procedio a pesar
el micelio de los cultivos axénicos seleccionados para establecer el valor minimo y manejar la
misma cantidad de micelio en todos los ensayos, por lo que se disolvieron 1.36 g de micelio
en 15 mL de agua destilada estéril para cada cultivo axénico. Para aplicar estas suspensiones

se utilizaron 4 sprays de plastico.

Se seleccionaron 160 brocas sanas en total, las cuales se dividieron en 8 grupos
conteniendo 20 brocas cada uno. Por cada tratamiento se realizaron 2 repeticiones;
adicionalmente, se incluyd un control que comprendio la aplicacion de agua estéril sobre las

brocas.

Para los bioensayos se siguié la metodologia de Gonzéles et al. (1993) y Palacios
(2009) con algunas modificaciones. Inicialmente se contabilizaron las 20 brocas por cada
tratamiento y se las colocé sobre papel absorbente esterilizado ubicado en cajas Petri, para
retirar el exceso de agua una vez que se dispersaran las suspensiones. Como se puede

observar en la Tabla 1 se indica de forma resumida la conformacion de los bioensayos.

Para proceder a dispensar los tratamientos realizados anteriormente, se agitd el
contenido de los frascos con suspensién fangica por 20 segundos y posteriormente se dispersé
4 veces al aire para asegurarse que la dispersion sobre las brocas del café eran las mismas, y

luego se aplico 10 rociadas sobre los insectos. Esto se realizo en todos los tratamientos.

A continuacion, se colocaron los insectos roseados dentro de cajas Petri junto con
granos de café pergamino como sustrato alimenticio, y para proveer la humedad necesaria
diariamente se les colocd 3 gotas de agua destilada estéril sobre bolitas de algoddn
esterilizadas ubicadas en cada tratamiento (Gonzales, Posada, & Bustillo, 1993).
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Tabla 1. Tratamiento, Contenido, N° de repeticion y N° de brocas del café para los bioensayos.

Tratamiento Contenido N° de Repeticion N° de Brocas del café
T1 Agua destilada estéril (Control) 2 20
Cultivo axénico 1 + Agua destilada
T2 . 2 20
estéril
Cultivo axénico 2 + Agua destilada
T3 - 2 20
estéril
Cultivo axénico 3 + Agua destilada
T4 2 20

estéril

Fuente: Autora

La mortalidad de los insectos se evalud diariamente durante un periodo de 10 dias
después de aplicar los tratamientos. Empleando un estereoscopio se observo el

comportamiento y se contabiliz6 la mortalidad de las brocas.

Analisis estadisticos

Se realiz6 un andlisis estadistico en el programa Minitab utilizando la prueba de
Mann-Whitney empleada para dos muestras independientes, donde se realiz6 comparaciones
por pares entre todos los tratamientos. Se asumid la existencia de diferencias estadisticas

significativas entre los tratamientos cuando p <0.05.

Resultados
Aislamiento de hongos entomopatdgenos
Después de los 7 dias de incubacion a 26 °C se observo distintas caracteristicas en
cada una de las colonias fungicas de los cultivos axénicos obtenidos previamente, cuyos

resultados fueron los que se pueden ver en la Tabla 2 a continuacion.
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Tabla 2. Caracteristicas morfoldgicas de las colonias flngicas de los cultivos obtenidos en el medio PDA.

Caracteristicas Cultivo axénico 1 Cultivo axénico 2 Cultivo axénico 3
de la colonia ANvVerso Reverso Anverso Reverso Anverso Reverso
Forma Circular Circular Circular Circular Circular Circular
Amarillo Salmén
Verde y .
Cremoso palido y Crema
Color bordes Blanco Blanco
bordes
blancos
blanco
Elevacion Convexo Elevada Umbilicada
Borde Entero Entero Filamentoso  Filamentoso Filamentoso Filamentoso
Superficie Aspera Lisa Suave Lisa Suave Estria
Polvorienta Lisa Algodonosa Lisa Velloso-
Textura ] )
Aterciopelada Aterciopelada algodonoso

Fuente: Autora

Determinacion de la eficiencia de letalidad de los hongos seleccionados
En el caso de la aplicacion de los tratamientos sobre Hypothenemus hampei se
determind que no existieron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos,

incluido el control.

En la Figura 2 se puede observar que en caso del tratamiento control (T1) se da un
marcado incremento en cuanto al nimero de muertes a partir del quinto dia hasta llegar al
octavo dia, en el noveno y décimo dia existe una ligera estabilizacion; sin embargo, no se sabe
con precisiéon debido a la desviacion estandar que presenta en estos dos Gltimos puntos con
valores de 2.12 y 2.82 respectivamente, ya que presentan una mayor desviacion de los datos a

comparacion de los otros puntos.

En cuanto al tratamiento 2 (T2), se puede observar que a partir del primer dia se da
una prolongada mortalidad de los insectos hasta llegar al séptimo dia y a partir de este dia se
observa una notable estabilizacion en cuanto al nimero de muertes. Cabe mencionar que a
partir del sexto dia en adelante existe una mayor desviacién estandar con valores de 3.53 (6.°
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dia), 2.82 (7.° dia), 2.82 (8.° dia) y 2.12 (9.° dia), lo que indica que los puntos a continuacion

podrian estar tanto en el limite superior o inferior de la media marcada en la grafica.

En el tratamiento 3 (T3) se observa que del tercer al octavo dia hay una mayor
cantidad de brocas muertas, llegando a estabilizarse sin ninguna diferencia notable al décimo
dia. En este caso cabe destacar las reducidas desviaciones que se presentan en ciertos puntos,
asi como también la nula desviacion en otros. Los resultados de T3 comparado con T1
presenta menos desviaciones estandar, por otra parte, el comportamiento de las curvas
presenta un patron parecido, donde hay un incremento considerable de muertes y luego llega a

estancarse.

En cuanto al tratamiento 4 (T4) se observa que se alcanza rapidamente un nimero de
muertes elevado en comparacion con el control, teniendo una pendiente pronunciada. Sin
embargo, la desviacion estandar es mucho mayor en comparacion con el control, ya que hay
un mayor margen de desviacion desde el primero al quinto dia y se retoma a partir del octavo
al décimo dia. Del primero al quinto dia se presentan valores de desviacion estandar de 2.12,
2.82, 4.94, 3.53 y 3.53, respectivamente, siendo estos los mas significativos, y a partir del

octavo al décimo dia se calcularon valores de 2.82, 1.41 y 2.12 respectivamente.
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Segun los resultados de la prueba estadistica de Mann-Whitney donde se realiza una

comparacion de dos muestras independientes entre los tratamientos, se indica que no son

estadisticamente significativos (p<0.05) en ninguno de estos. En el caso del T1 con T2

presentd un valor p=0.237, para el T1 con T3 un valor p=0.793 y finalmente en el caso de T1

con T4 un valor p=0.341, con un nivel de confianza de 95.12%.

Discusioén de resultados

En este estudio se logrd identificar los géneros a los que pertenecen los cultivos

axénicos fungicas obtenidos, siendo comparadas con otros estudios Unicamente en base a sus

caracteristicas morfoldgicas macroscopicas. Dentro del género de estos cultivos encontramos
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a Penicillium y Fusarium. Se llegé a estos resultados debido a que las caracteristicas descritas
de cada cultivo son consistentes tanto a las observaciones realizadas en otros estudios como

visualmente las imagenes que se presentan en las mismas.

En base a los caracteres morfoldgicos descritos en la Tabla 2, el cultivo
axenico 1 coincide con las caracteristicas descritas en los estudios de Pacasa-Quisbert et al.
(2017) y Seydametova et al. (2012), donde se establece que es un hongo filamentoso del
género Penicillium (Figura 9). Se halla principalmente en el suelo y es uno de los mas
abundantes que se pueda encontrar en la naturaleza. Las colonias presentan un crecimiento
rapido, llegando a presentar una coloracion blanca y a medida que transcurre el tiempo
cambia a azul verdoso, verde o gris oliva; mientras que al reverso presenta una tonalidad
amarillo cremoso. En cuanto a la textura puede ser algodonosa, aterciopelada, plana o
filamentosa, estas caracteristicas pueden ir variando dependiendo de la especie (Penicillium
spp., 2016). En base a estas descripciones se puede notar una similitud entre los resultados
obtenidos con los estudios mencionados, ademas al ser un género predominante en el suelo
coincide con el origen de la muestra, ya que las trampas que se realizaron para la obtencion de

hongos fueron colocadas directamente en el suelo.

Dentro del género Penicillium hay alrededor de 300 especies encargadas de
desempefiar diferentes funciones. En este género se encuentran ciertas especies que son
entomopatogenos y tienen el potencial de ser usados para el control bioldgico de plagas; a
pesar de conocer la informacion sobre la actividad entomopatogena de Penicillium sp. hay
pocos reportes sobre la aplicacion de este hongo sobre insectos (Agus et al., 2015). En un
estudio realizado por Al-Keridis (2015) utilizan como modelo de hongo entomopatdgeno a

Penicillium sp. contra el escarabajo rojo de la harina (Tribolium castaneum), obteniendo un

19



CONTROL BIOLOGICQ IN VITRO DE Hypothenemus hampei UTILIZANDO
HONGOS ENTOMOPATOGENOS NATIVOS

efecto positivo contra el insecto, ya que utilizaron diferentes concentraciones de extracto

fangico para matarlo.

En el cultivo axénico 2 se consiguieron resultados equivalentes a las observaciones
que se realizaron en el estudio de Li et al. (2018), presentando un crecimiento denso de
filamentos blancos aéreo, de forma algodonosa a medida que envejecia el cultivo (Figura 10).
Visualmente estas caracteristicas encajan con la especie Fusarium fujikuroi, similar a los
estudios realizados por Trujillo et al., (2015) y Wang et al., (2021). Mientras que en el cultivo
axénico 3, se observo un crecimiento denso del micelio con aspecto velloso-algodonoso
(afieltrado) de color salmén palido en el centro y alrededor blanco (Figura 11), similar a las
observaciones realizadas por Escamilla et al., (2019) en cuanto a la especie Fusarium
chlamydosporum. Cada colonia es una especie distinta, pero se encuentran dentro del género
Fusarium. La estimacion de las especies en cada caso se baso en aspectos fisicos similares a
los estudios mencionados; sin embargo, puede que estos resultados no sean precisos y sea

necesario realizar identificacion molecular.

A grandes rasgos el género Fusarium es un hongo filamentoso, generalmente se
encuentran en el suelo y en otros sustratos como materia organica en descomposicién o
también en asociaciones patdgenas o no patdgenas con plantas y otros organismos (Santos et
al., 2019). Se distribuye ampliamente alrededor del mundo presentando una variedad de
aspectos morfoldgicos y fisiologicos, ademas presenta una alta variabilidad en cuanto a rasgos
genéticos y factores ambientales pueden alterar la morfologia de los cultivos (Ma et al.,
2013). A su vez se han reportado muchas especies de Fusarium que son efectivos en el
control de insectos y exhiben propiedades prometedoras en el control de plagas agricolas,
como causar una alta mortalidad, rapida accidén y esporulacion abundante (Santos et al.,

2019).
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En la aplicacion de los tratamientos sobre Hypothenemus hampei, no se detecto
ninguna actividad biopesticida por parte de los cultivos axenicos empleados después del
tiempo de experimentacion evaluado. El nulo crecimiento de los cultivos axénicos sobre el
insecto pudo verse afectado por factores como la densidad del indculo, luz solar, humedad,
disminucion de la calidad de las esporas y temperatura que influyen en el proceso de infeccion
del insecto plaga (Charnley & Collins, 2007). Por otra parte, otras de las razones que pudieron
afectar la tasa de crecimiento de la colonia y la germinacion de los conidios después de la
dispersion de los tratamientos, puede estar relacionada con la cantidad de agua destilada
esterilizada frente a la cantidad de micelio empleado en cada tratamiento. Ademas, puede que
al haber usado agua destilada para los bioensayos no haya sido la opcion mas viable, dado que
los nutrientes del medio en el que se lleguen a suspender determinan el crecimiento de hongos
entomopatogenos. Los medios con menor contenido proteico pueden reducir la capacidad de

germinacion de las esporas (Agus et al., 2015).

Al no visualizarse ninguna forma de crecimiento fangico sobre la broca del café, asi
como al no haber identificado diferencias estadisticamente significativas entre los distintos

tratamientos, se establecid que la muerte de los insectos ocurri6 debido a muerte natural.

Conclusiones
- En este estudio se logré obtener 3 cultivos axénicos fungicos del Noroccidente de

Pichincha, cuya actividad biopesticida fue evaluada a nivel de laboratorio.

- Los ensayos de actividad biopesticida no demostraron ningun efecto negativo de
los cultivos axénicos aislados sobre la supervivencia de Hypothenemus hampei,

por tanto, se rechaza la hipétesis planteada en este trabajo.
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Recomendaciones
- En el caso de las trampas con arroz e insectos es mejor priorizar la cantidad de
insectos dentro de las trampas para que se desarrolle especificamente el
crecimiento de hongos entomopatdgenos que ataquen a Hypothenemus hampei, ya
que el arroz sirve como sustrato para cualquier especie fungica que no puede llegar

a ser de interés.

- Recolectar en campo brocas u otros insectos naturalmente infectados por hongos, y

tratar de realizar el aislamiento de hongos a partir de esos insectos infectados.

- Para una identificacion mas exacta de los cultivos axénicos fangicos aislados es
necesario realizar una identificacion molecular de los cultivos, a través de la

secuenciacion del gen 18S rRNA, 28S rRNA o la region ITS.
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Anexos

Figura 3. Modelo de trampa de arroz con insectos.
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Figura 5. Ubicacién de la finca “El Placer” donde se recolectaron especimenes de la broca del

café.
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Figura 7. Broca del café en café verde.
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Figura 9. Cultivo axénico 1 (Penicillium) en el medio de cultivo PDA después de 7 dias.
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Figura 11. Cultivo axénico 3 (Fusarium) en el medio de cultivo PDA después de 7 dias.

Figura 12. Sprays con suspensiones flngicas. T1 (control), T2 (colonia 1), T3 (colonia 2) y T4 (colonia 3).
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Figura 13. Modelo de los bioensayos, acondicionado con el sustrato alimenticio y algodén humedecido.
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