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RESUMEN

En esta investigacion se aislaron cepas de Beauveria sp., provenientes de
insectos de broca de café colectados en diferentes cantones de la Regién Sur
del Ecuador; mediante claves taxondmicas se identificO morfolégicamente las
cepas aisladas como Beauveria bassiana. Para la caracterizacion fisioldgica se
emplearon tres repeticiones por aislado y se incubaron a 20 °C y 25 °C. La
mayor concentracion de conidias se registré a 25 °C. El porcentaje de
germinacion fue evaluado luego de 48 horas de incubacién; el crecimiento
micelial se evalu6 en diametros perpendiculares después de 7 dias de
incubacion. El analisis estadistico no registrd diferencia significativa (p> 0.05)
en los aislados estudiados; y las pruebas de patogenicidad realizadas con dos
concentraciones conidiales diferentes de 1 x 10’ y 1 x 10° conidias/ml,
registraron mortalidad de los insectos a partir del dia 1 y 2 luego de haber
realizado la inoculacion en los insectos. La identificacion de morfotipos de
Beauveria bassiana demuestra la eficiencia del hongo en cuanto a la capacidad
entomicida y la adaptabilidad a diferentes ambientes en la Region Sur del

Ecuador.

Palabras Claves: hongos entomopatdgenos, Beauveria bassiana, morfotipos,

patogenicidad.



SUMMARY

In this study, isolates of Beauveria sp., from coffee berry borer insects collected
in different districts of the southern region of Ecuador, using taxonomic keys
morphologically identified isolates as Beauveria bassiana. For physiological
characterization using three replicates per isolate and incubated at 20 °C and
25 °C. The highest concentration of conidia was recorded at 25 °C. The
percentage of germination was scored after 48 h of incubation; the mycelial
growth was evaluated in perpendicular diameters after 7 days of incubation.
Statistical analysis showed no significant difference (p> 0.05) in the studied
isolates, and pathogenicity tests performed with two different conidial
concentrations of 1 x 10" and 1 x 10° conidia / ml, insect mortality occurred from
day 1 and 2 after inoculation performed in insects. The identification of
morphotypes of Beauveria bassiana fungus demonstrates the efficiency of
about entomicida capacity and adaptability to different environments in the
southern region of Ecuador.

Key words: Beauveria bassiana, morphotypes, pathogenicity.
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Introduccion

La actividad cafetalera en el Ecuador, enfocado como cadena agroindustrial,
durante los ultimos afios ha constituido una fuente de trabajo para un gran
porcentaje de la Poblacion Econdmicamente Activa del pais, se estima que
alrededor de 130.000 agricultores cultivan café en sus fincas; el café se
produce en 20 de las 22 provincias del pais lo cual denota la gran importancia
socioeconémica del sector. Esta amplia distribucion se presenta porque
Ecuador es uno de los 14 paises, entre cerca de 70, que tiene produccion
mixta; es decir, cultiva las especies comerciales ardbiga (Coffea arabica) y
robusta (Coffea canephora), sin embargo hay que tomar en cuenta que en
algunas provincias la baja tasa de exportacion tiene relacién directa con el
descenso en el potencial de produccién, originado por la decreciente
productividad de sus cafetales a causa de la presencia de enfermedades que
afectan el desarrollo normal de los mismos. Desde hace algunos afios la
preocupacion respecto a la produccién de café se ha centrado en el dafio que
causa la broca (Hypothenemus hampei) al fruto del café, esta situacién ha
hecho que la Asociacion Nacional de Exportadores de Café, ANECAFE,
priorizara la implementacion de un programa de accibn que generara
conocimientos aplicables para contrarrestar el efecto de la plaga en los
cafetales del pais. De esta manera en Ecuador se implementan técnicas de
produccion, formulacion, aplicacion y evaluacion del hongo entomopatégeno
Beauveria bassiana para el control de la broca de café, llegando a mejorar la
produccion de café en los ultimos afios y controlando la presencia de este
insecto en los cafetales (Delgado et al., 2002).

La broca del café Hypothenemus hampei Coledptera: Scolytidae), es un insecto
negro similar a un gorgojo de entre 1 a 2 mm de longitud. La hembra se
caracteriza por ser mas grande que el macho (1,4-1,85 mm) (Céardenas et al.,
2007). La broca afecta todas las variedades de café y a diferentes alturas
(Monzon, 2001). En 1901 la broca del café es sefialada como plaga en el
campo, en la actualidad es la plaga que mayor dafio ocasiona al cultivo, ya que
ataca directamente el fruto, la hembra adulta busca frutos aptos para
ovopositar (Bustillo et al., 1998; Montoya et al., 1994; CENICAFE). EI mayor

dafio causado por la broca es en el estado larval, cuando inicia su
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Introduccion

alimentacion, destruyéndolas completamente (Bustillo et al., 1998). Debido a
ello, se han realizado diferentes esfuerzos para reducir el ataque del insecto,
mediante controles culturales, quimicos y bioldgicos, en programas de Manejo
Integrado de Plagas. La utilizacion de Beauveria bassiana como controlador
biolégico ha llevado una gran inversion en investigacion y produccién en
diferentes paises, debido a su gran potencial y efectividad para el control de
muchas plagas insectiles, como la broca (Montilla et al., 2006, Vélez — Arango
et al., 2001).

Los hongos entomopatdégenos se han visto vinculados con actividades de
control biolégico, donde se han realizado multiples ensayos de patogénesis de
Beauveria sp., frente a muchas plagas (Vega et al., 2009). Respecto al control
de H. hampei, Bustillo y colaboradores (1998) en Colombia, han reportado que
a nivel de campo, aspersiones liquidas de 1x10° esporas/ml del hongo
ocasionan una mortalidad de la broca del café en un 30 % y aislamientos de
cepas nativas han evidenciado un alto grado de virulencia de las cepas
reportado que la mortalidad del 50 % de las brocas se produce a los 6 dias,

incluyendo un alto grado de esporulacién (CENICAFE).

H. hampei es el insecto plaga de mayor importancia econémica en los paises
productores de café, puede reducir la capacidad de cosecha en mas de un 50
% (Camilo et al., 2003). El control biologico con el hongo Beauveria bassiana
constituye un método promisorio de control, tomando en cuenta que los
insectos del orden Coledptera son conocidos por su susceptibilidad al ataque
de entomopatdgenos; ademas, constituye una alternativa al uso de plaguicidas
sintéticos que afectan la salud humana y animal (Bustillo et al., 1998; Montoya
y Cardenas 1994; Céardenas et al., 2007).

Los hongos entomopatdégenos causan una alta mortalidad sobre sus
hospederos debido a la elevada generacion de esporas (Falconi et al., 2010); y
a la adaptabilidad a diferentes ambientes, manteniendo especificidad y
capacidad de penetracién a través del tegumento del insecto que colonizan.
Los hongos entomopatégenos comienzan su infeccidén a través de la cuticula

externa del hospedero (Vega et al., 2009). La fase de desarrollo del hongo

14



Introduccion

inicia con la germinacion de la espora en la cuticula del hospedero (adhesién);
y, penetracion a través de un tubo germinativo (Ownley et al., 2009). Los
hongos entomopatégenos estan vinculados con actividades de control
biolégico, donde se han realizado ensayos de patogénesis de Beauveria sp.
frente a muchas plagas (Vega et al., 2009).

El género Beauveria es un entomopatdégeno generalista, pertenece a la clase
Sordariomycetes, Orden de los Hypocreales; (NCBI, 2012; MycoBank, 2012),
ataca a mas de 200 especies de insectos de diferentes érdenes (Falconi et al.,
2010; Pariona et al., 2007; Trujillo et al., 2000), incluyendo plagas de
importancia agricola como Hypothenemus hampei (broca del café) (Posada et
al., 2007). Beauveria bassiana es un hongo filamentoso, eucariético que posee
células quitinizadas, y parasita insectos. Fue descrita por primera vez por Jean
Beauverie en 1911 con el nombre de Botrytis bassiana. Un afio més tarde,
Vuillemin la clasific6 en su clase actual (MycoBank, 2012). Ensayos
enzimaticos posteriores, determinaron el género como Beauveria sp., Yy
diferenciaron seis especies mas (MycoBank, 2012; Ownley et al., 2009; Vega et
al., 2009)

El hongo Beauveria bassiana ha sido utilizado para controlar plagas en muchas
regiones del mundo como estrategia de manejo integrado (Godoy et al., 2007;
Pariona et al., 2007; Trujillo et al., 2000). Los insectos muertos por este hongo
presentan una cubierta blanca algodonosa sobre el cuerpo, la cual esta
formada por micelio y esporas generadas por el hongo (Agrios, 1998; Vélez —
Arango et al., 2001; Lucero et al., 2004; Pariona et al., 2007; Marmolejo et al.,
2008; Godoy et al., 2007; Trujillo et al., 2000). Beauveria bassiana se emplea
para atacar a la broca cuando esta fuera o dentro del fruto (Monzén, 2001;
Montilla et al., 2006; Furst 2000). Si la broca es atacada por el hongo, muere en
el transcurso de 3 a 6 dias en altas condiciones de humedad (Posada et al.,
2007).

El crecimiento de la colonia de Beauveria sp., sobre medios de cultivo (PDA)
inicialmente es algodonosa, luego adquiere un aspecto polvoriento, el color del

micelio es blanco, y su crecimiento es de forma irregular, la parte posterior del
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cultivo es de color rojizo al centro y amarillento alrededor, la pigmentacion en el
medio de cultivo se debe a la presencia de Bauvericina, una toxina secretada

durante el crecimiento (Pariona et al., 2007; MycoBank, 2012).

Beauveria sp., estd conformada por hifas septadas de 2,5 a 25 uym. de
diametro, de donde se forman conidioforos simples, con apariencia de botella
(mas ancho en el centro que en los extremos), que sostienen los conidios, el
raquis tiene una apariencia en zig-zag (Domsch et al., 2007; MycoBank, 2012).
Las esporas son esféricas y levemente ovaladas (Domsch et al., 2007) pero
indiferentemente de su morfologia, presentan igual capacidad de infeccion.
Tanto las esporas como las hifas, son hialinas (Vega et al., 2009; Domsch et
al., 2007; MycoBank, 2012)

En presencia de un insecto huésped, el conidio de Beauveria bassiana germina
y se forma un tubo germinativo que ayuda a la penetracion de las hifas en la
cuticula del insecto por actividad enzimética extracelular (quitinasas, lipasas,
esterasas y proteasas), a partir de esto se forma una red de hifas dentro del
insecto; el estado de germinacién del hongo dentro del insecto es dependiente
del estado del insecto y del ambiente externo (Vega et al.,, 2009; Gonzéalez —
Garcia et al., 2001).

Para utilizar hongos entomopatdégenos como insecticidas deben producirse
cantidades masivas del hongo, el cual debe mantener su capacidad infectiva
por un periodo de tiempo considerable (Ownley et al., 2009), algunas pruebas
para comprobar la capacidad de viabilidad del hongo es la germinacién de
esporas, y la pureza que revela la proporcion del agente biolégico en la

formulacion.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar y evaluar morfologica, fisiologica y
patogénicamente aislados de Beauveria bassiana que se obtuvieron a partir de
insectos de broca del café, con el fin de seleccionar caracteristicas que
permitan establecer la presencia de morfotipos de Beauveria bassiana, en los

cultivos de café de la Region Sur del Ecuador.
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Objetivos

Objetivo General:

Caracterizar y evaluar morfologica, fisiolégica y patogénicamente aislados de
Beauveria bassiana para determinar la presencia de morfotipos en los cultivos

de café de la Region Sur del Ecuador.

Objetivos Especificos:

- Aislar e identificar morfolégicamente el hongo entomopatégeno Beauveria
bassiana, en cultivos de café de la Region Sur del Ecuador.

- Determinar diferencias en las caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas de
los aislados de Beauveria bassiana.

- Determinar los tipos de morfotipos de Beauveria bassiana en base a las
caracteristicas morfoldgicas y fisiolégicas identificadas en los aislados.

- Evaluar la capacidad patogénica de los aislados de Beauveria bassiana

18
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Metodologia

A. ZONA DE MUESTREO

En el periodo comprendido entre mayo y julio del 2011 se visitaron 15 fincas
cafetaleras con rangos altitudinales comprendidos entre 635 m s.n.m. — 1987 m
s.n.m. en diferentes cantones de la Region Sur del Ecuador en las provincias
de Loja, Zamora Chinchipe y El Oro, donde no se haya utilizado Beauveria
bassiana para el control de broca del café. Esta actividad fue desarrollada con
el fin de colectar individuos adultos de broca donde la presencia de Beauveria

sp., haya ocurrido de manera natural.

Tabla 1. Caracteristicas de las zonas de estudio.

Codigo Fincas Provincia Cantoén Altitud Fecha
B1 635 m s.n.m.
- 2 El Oro Balsas
B2 685 m s.n.m.
Mayo 2011
P1 Zamora ] 827 m s.n.m.
2 o Pangui
P2 Chinchipe 832 m s.n.m.
CH1 1053 m s.n.m.
CH 2 1061 m s.n.m.
4 Chaguarpamba
CH3 1065 m s.n.m.
CHA4 1069 m s.n.m.
Junio 2011
S1 1715 m s.n.m.
S2 Loja 1727 m s.n.m.
I 4 Sozoranga
S3 1731 m s.n.m.
S4 1735 m s.n.m.
G 1 Gonzanama 1987 m s.n.m.
V1 1686 m s.n.m. Julio 2011
- 2 Vilcabamba
V2 1691 m s.n.m.
TO 1 Gonzanama Enero 2011

B. AISLAMIENTO DE HONGOS

Se obtuvieron 150 individuos adultos de broca de café infectados con
Beauveria sp. El micelio que se aisl6 de cada uno de los insectos colectados,
se sembrd en placas Petri con PDA (Potato Dextrosa Agar, Difco Laboratories

Detroit, Michigan, EEUU), y se incub6 por 15 dias a 25 °C hasta su
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caracterizacion (Pariona et al., 2007). Para los individuos sospechosos de
micosis se realizaron dos lavados con agua estéril y se colocaron en camaras
hamedas, se incub6 a 25 °C de 3 — 5 dias. A partir del segundo dia en los
individuos donde se detectd emersion de micelio se realizaron transferencias
del mismo a placas Petri con PDA bajo condiciones asépticas y se incubaron
por 15 dias a 25 °C.

C. CARACTERIZACION MORFOLOGICA

l. Aspecto y color del micelio

A partir del segundo dia de siembra del hongo en PDA, se realizaron lecturas
pasando 1 dia, hasta los 15 dias donde se registré el aspecto de la colonia
(forma, textura superficial y color del micelio), asi como pigmentacion del medio
de cultivo y presencia de exudado en cada una de las cepas aisladas (lbarra —
Aparicio et al., 2005; Pariona et al., 2007; Vélez — Arango et al., 2001). El

cambio de color en el medio se determind en base a la RHS Color Chart.

. Tamafo de células conidibgenas y esporas

A partir de una colonia de hongos de un cultivo puro y utilizando un asa de
platino, se transfirié6 una pequefia cantidad de micelio a un portaobjetos, y se
determiné el tamafio de las células conidiégenas (fialides y raquis) conforme el
meétodo de Kirschner and Piepenbring (2007). Para esta actividad se utilizé el
microscopio optico (Axiostar Plus, Carl Zeiss, Alemania) utilizando un aumento
de 100 X. Se evaluaron 20 conidios por aislado y el tamafio se midié en micras
(Glare e Inwood 1998; Vélez et al. 2001; Pariona et al., 2007; Ibarra — Aparicio
et al,. 2005; French 1982; Carr et al., 2003).

lll. Identificacion del hongo:

La identificacion de las cepas aisladas se realizO de acuerdo a las
caracteristicas morfolégicas y mediante el empleo de la clave taxondémica
propuesta por Domsch, Gams y Anderson (2007) citada por Pariona et al.,
(2007); vy, Falconi et al., (2010). También se empled la clave taxondmica
propuesta por Hoog (2000); Brady (1979) y Rehner (2011).
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D. CARACTERIZACION FISIOLOGICA

Luego de realizar la caracterizacion morfolégica al azar se seleccionaron 34

muestras identificadas, y se realiz6 la caracterizacion fisiol6gica de las mismas.

l. Concentracion de conidas/ml

Luego de realizar cultivos monosporicos se prepardo 10 pyL de una solucion
conidial con una concentracién de 10° conidias/ml en placas Petri con PDA,
diseminandose en toda la superficie del medio con ayuda de un asa metalica
estéril. Se realizaron tres repeticiones por cepa aislada y se incubaron a 25 °C
y 20 °C durante 15 dias (Falconi et al., 2010). Luego se colocé el sustrato con
las esporas en 10 ml de agua destilada, se agitd y posteriormente se realizaron
diluciones sucesivas con un factor de 0.1. Con una pipeta se tomé una alicuota
de la suspensién homogénea de conidias, se colocé en la ranura lateral de la
camara de Neubauer (Nebater improved, Marienfeld, Alemania) y se realizaron
los conteos de conidias en 5 campos de la cAmara para obtener el promedio de
esporas por cada cepa de estudio (French et al., 1982; Pariona et al., 2007;
Falconi et al., 2010).

. Porcentaje de germinacion de conidias

En placas Petri con medio PDA se depositd una suspensioén de conidios de
concentracion 10° con/ml, para un total de 3 repeticiones por morfotipo. Las
cajas fueron incubadas de 24 a 48 h, a 25 °C y 20 °C (Pariona et al., 2007;
Falconi et al, 2010). Luego de 48 horas de cultivo se evalud
microscépicamente los conidios germinados, y los conteos se realizaron cada
24 horas por dos dias, se tomaron 100 conidias y se registré las conidias
germinadas. El porcentaje de germinacion se determiné en base al nimero de
conidias germinadas / numero total de conidias x 100 (Pariona et al., 2007;

Vélez — Arango et al., 2001; Ibarra — Aparicio et al., 2005).

lll.  Crecimiento micelial radial
Luego de obtener cultivos monospoéricos utilizando técnicas de diluciones
sucesivas (Dhingra y Sinclair, 1995) de las 32 cepas de Beauveria bassiana,

seleccionadas se sembraron discos de agar de 5 mm de diametro con micelio
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en placas Petri con medio de cultivo PDA y se realizaron tres repeticiones por
cepa a 20 °C y 25 °C (Carr et al., 2003). Al segundo dia de haber realizado la
siembra se efectuaron mediciones en diametros perpendiculares por placa

durante 5 dias, con lo cual se determing la tasa de crecimiento por cepa.

IV. Evaluacion de la capacidad biocida de las cepas de Beauveria sp.

Para el desarrollo de las pruebas de patogenicidad en el laboratorio, se utilizé
la metodologia propuesta por Gonzéalez (1993), citado por Lucero et al., 2004,
con el fin de determinar la variabilidad en la patogenicidad de cada una de las
cepas aisladas de Beauveria bassiana, para cada aislamiento se prepar6é una
solucién de 10’ conidias/ml y 10° conidias/ml (Montilla et al., 2006; Pariona et
al., 2007; Gonzélez — Garcia et al., 2001) y para cada aislado se emplearon
tres repeticiones con 5 diabréticas. Para la inoculacién los insectos vivos
permanecieron sumergidos durante 20 segundos en la suspension del indculo
(Lucero et al., 2004; Pariona et al., 2007), luego éstos se colocaron en cajas de
plastico, para mantener la humedad en la caja se ubicé un pedazo de papel
hamedo generando las condiciones adecuadas de humedad para el desarrollo
del hongo (Molina J y Espinal J, 2000). Las evaluaciones fueron diarias para
registrar la mortalidad de los insectos. Los cadaveres fueron separados y

colocados en camaras himedas.

V. Tasade infeccion (esporulacion del hongo)

Para evaluar la tasa de esporulacion de cada cepa de Beauveria bassiana
aislada se seleccionaron los insectos muertos, se lavaron con agua destilada
estéril 3 veces y luego se colocaron en camara humeda para facilitar el
crecimiento del micelio (Pariona et al., 2007; Falconi et al., 2010; Castillo et al.,
2009) cada 24 horas con la ayuda de un estereoscopio se observo y registro la
presencia de micelio en el insecto. Seguidamente se verifico si se trataba de la
misma cepa aislada del insecto de Hypothenemus hampei, para ello se observé

las estructuras del hongo al microscopio.

VI. Analisis estadistico
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Con las caracteristicas morfologicas se realizé un cladograma por medio del
programa estadistico SPSS 15.0 para Windows. En el caso de la
caracterizacion fisiolégica como tasa de mortalidad, esporulacion vy
porcentaje de germinacion los datos obtenidos se transformaron a arsen
\y/100, con el fin de homogenizar las varianzas (Pariona et al., 2007;
Vazquez L, 2002; Truijillo et al., 2000), para luego ser procesados mediante
ANOVA igual que los resultados de recuento de conidias y crecimiento
micelial. Las diferencias entre las medias fueron analizadas por medio de
ANOVA con un grado de significancia de P<0.05, en el lenguaje estadistico

R2.11.
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A. AISLAMIENTO DE LOS HONGOS

Se realizaron 150 aislados de hongos, a partir de H. hampei provenientes de
algunos cantones de las provincias de Loja, Zamora Chinchipe y EI Oro. La
infeccion fungica por este hongo entomopatégeno en los insectos colectados
fue alta debido a la cantidad de aislados puros que se obtuvieron, lo que
permiti6 remarcar la presencia natural de hongos entomopatdégenos y la

factibilidad de obtener cepas fangicas puras a partir de insectos.

B. CARACTERIZACION MORFOLOGICA

Debido a la alta similitud en el color del micelio y tamafio de las células
conididgenas, esporas y raquis de los 150 aislados, éstos fueron agrupados
segun el sitio de procedencia de las muestras en 15 cepas cada una
conformada por 10 aislados. En la Tabla 2 se muestran los cédigos empleados
para la descripcion de las cepas y de los aislados; asi como también la
descripcion de las caracteristicas macro y microscopicas de las cepas que se
obtuvieron al aislar el micelio de los insectos colectados. También en la tabla

se incluye el grupo testigo identificado como cepa TO.

l. Identificacién del hongo

La identificacion de las cepas se realizé en base a la clave taxonémica de
Domsch et al. (2007); Hoog (2000); Brady (1979) y Rehner (2011). En la Tabla
2 se muestran los resultados de la identificacion de las cepas, respecto al
tamafio de la célula conidibgena, raquis y tamafio de las conidias de cada una
de las cepas por sitio de muestreo; en base a esto se determiné la diferencia
morfolégica de los aislados, estableciendo la presencia de morfotipos de

Beauveria bassiana en la Region Sur del Ecuador.
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Tabla 2. Caracteristicas macro y microscopicas de los aislados e
identificacion de las cepas.

Lugar de Caracteristicas Célula
CEPA  procedencia/ o i Conidia Fidlides Identificacion
Hospedero macroscopicas conidiégena
Provincia El En PDA colonia Células Conidias
- blanca de aspecto  conididbgenas o Entre 8,45
Oro - Canton hialinas
algodonoso. El en forma de - (8,45) -
Bl (B1 Balsas 1,9-(2,5) :
: reverso presenta  botella 3,05 - 15,6 um Beauveria
1-B Finca 1 : -2,8 pm x .
un color amarillo. (3,5) - 3,75 de largo x bassiana
10) (635 m s.n.m.) No se registro mx1,3- 1,35- 1 um de
Hypothenemus 9 W ; (1,7)-1,95 H
h . presencia de a,7-2,0 ancho.
ampei pm).
exudado. pm.
Provincia El En PDA colonia (_:e_lylas Conidias Entre
. blanca algodonoso, conididgenas o
Oro Canton a polvorienta. El en forma de hialinas 10,35 -
B2 (B2 Balsas P ' 1,6 - (12,14) - .
. reverso presenta botella 4,15 - Beauveria
1-B2 Finca 2 ) (1,95)-2,0 13 pumde :
un color amarillo (4,15) - 4,55 bassiana
10) (685 m s.n.m.) 4lido. No se mx 16 - pmx1,1- largox1
Hypothenemus paido. . H ' 1,2)1,4 pm de
h . registro presencia (2,24) - 2,7
ampei pm. ancho.
de exudado. pm.
. . En PDA colonia de . Conidias
Provincia Loja - Células o
. aspecto iy hialinas
Cantén conidiégenas Entre 11,5
CH1 ch algodonoso a globosas
aguarpamba ; en forma de - (12,26) -
(CH1 . polvoriento, blanca. 1,25 - .
Finca 1 botella 3,5 - 13,95 um Beauveria
1- El reverso presenta 1,77) - .
(1053 m : (4,35)- 4,65 de largo x bassiana
CH1 un color amarillo. 2,0 pm x
10) s.n.m.) No se registrd um x 1,6 - 1,0- 1 um de
Hypothenemus 9 d (2,29)- 2,65 ) ancho.
hampei presencia de um (1,05) -
exudado. ' 1,2 um.
Provincia Loia - En PDA colonia de Células Conidias
Cantén ) aspecto conididgenas hialinas Entre 8,45
CH2 Chaguarpamba algodonoso y en formade  globosas - (8,45) -
(CH21 Finga > F()1061 blanco. El reverso  botella3,05- 1,9-(2,5) 15,6 um Beauveria
- CH2 m s.n.m.) presenta un color (3,5)- 3,75 -2,8um x delargo x bassiana
10) H otﬁeﬁehus amarillo. No se pm x 1,3- 1,35 - 1 umde
ypham ei registré presencia a,7-2,0 (1,7)-1,95 ancho.
P de exudado. pm. um.
Provinci . En PDA colonia de . Cpn!d|as
rovincia Loja - Células hialinas
. aspecto ~ s Entre 11,4
CH3 Cantén conidiégenas  globosas
algodonoso y i -(12,14) -
Chaguarpamba en forma de 1,7 .
(CH31 . blanco. El reverso 13,1 um Beauveria
Finca 3 (1065 botella 4,2 - (1,86) - X
—CH3 presenta un color de largo x bassiana
10) m s.n.m.) amarillo. No se (4.5)4.7 um 2,05 jim) 1 um de
Hypothenemus NP . x 1,5 -(1,95)- x1,0-
X registro presencia ancho.
hampei 2,35 um). (1,05) -
de exudado.
1,5 pm).
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e . En PDA colonia de Células C(_)ﬂ_|d|as
Provincia Loja - o hialinas
. aspecto conididgenas Entre 11,5
Cantén globosas
CH4 algodonoso y en forma de - (12,29) -
Chaguarpamba 1,85 - .
(CH4 1 . blanco. El reverso  botella 3,85 - 15,2 um Beauveria
s Finca 4 (1069 ) (1,97) - ;
CH4 presenta un color (4,74) - 5,15 de largo x bassiana
m s.n.m.) . 2,0 pm x
10) amarillo. No se pm x 1,7 - 1 umde
Hypothenemus L . 1,0- h
hampei registré presencia  (2,02) - 2,45 (1,15) -1,4 ancho.
de exudado. pm). ' um '
Provincia Loja - o P[;é Ceo(!?oma e Células Conidias Entre
-0 P conidibgenas  hialinas
Canton algodonoso y en forma de lobosas 11,75 -
Gl (G1 Gonzanama blanco. El reverso 9 (13,16) - .
; botella 4,3 - 1,65 - Beauveria
1-G1 Fincal (1987 presenta un color 16,25 pum) .
) i 454)-49 (1,92)-2,0 bassiana
10) m s.n.m.) amarillo palido. No de largo x
o pmx1,85- pumx1,0-
Hypothenemus se registro 1 pumde
X ; (2,25)- 2,5 (1,17) -
hampei presencia de m) 1.35 um ancho.
exudado. Hm). o0 Hm.
Provincia En PDA colonia de Células i?;:;g:‘ss
Zamora aspecto conidiégenas Entre 9,55
S globosas
P1 (P1 Chinchipe algodonoso y en forma de 50.- -(12,8) -
1-p1 Cantén Pangui  blanco. El reverso botella 4,2 - @ 66) i 17,05 um Beauveria
10) Finca 1 presenta un color (4,44) - 4,95 2 1é m x de largo x bassiana
(827 m s.n.m.) amarillo. No se pum) x 1,95 - ' 1 g 1 um de
Hypothenemus  registré presencia (2,18)-2,4 i 67) ) ancho.
hampei de exudado. pm. 1 2 um
Provincia En PD£ (;O(!?Oma de Células Conidias
Zamora al odl?)noso conidiégenas hialinas Entre 8,45
P2 (P2 Chinchipe bIan%o El reve¥so en formade  globosas - (8,45) -
1_p2 Canton Pangui reseﬁta un color botella 3,05- 1,9-(2,5) 15,6 um Beauveria
10) Finca 2 ffmarillo alido. No (3,5) -3,75 -2,8um x de largo x bassiana
(832 m s.n.m.) se rep istré. pm x 1,3 - 1,35 - 1 umde
Hypothenemus 915 a,7-2,0 (1,7) - ancho.
hampei presencia de um 1,95 um
exudado. ' ' '
En PDA colonia Conidias
e . blanca y de Células -
Provincia Loja - "y hialinas
. aspecto conidiégenas Entre 9,1 -
Canton algodonoso a en forma de globosas (12,16) -
S1(s1 Sozoranga godc 1,65 - X .
; polvoriento. El botella 4,05 - 15,65 pm Beauveria
1-S1 Fincal (1715 (2,91) - .
reverso presenta (4,37)- 4,8 de largo x bassiana
10) m s.n.m.) . 2,55 um x
un color amarillo pm x 1,05 - 1 um de
Hypothenemus i 1,0- h
hampei pa |Q0. No se (1,91) - 2,35 (111) -1,5 ancho.
registro presencia pm. ’ m '
de exudado. Hm.
En PDA colonia Conidias
. . blanca y de Células o
Provincia Loja - s hialinas
Canté aspecto conidiégenas Entre 11,1
anton algodonoso a en forma de globosas (12,38) -
S2 (S2 Sozoranga gode 1,95 - : :
; polvoriento. El botella 4,2 - 13,45 pm Beauveria
1-S2 Finca2 (1727 (2,02) - ;
reverso presenta (4,48) - 4,95 de largo x bassiana
10) m s.n.m.) : 2,15 pm x
un color amarillo pm x 1,05 - 1umde
Hypothenemus - 1,0 -
hampei p_allo!o. No se (1,95) -2,45 (1,05) - ancho.
registré presencia pm). 1 2’5 m
de exudado. <0 {m.
S3(S3  Provincia Loja En PDA colonia Células Conidias Entre Beauveria
1-S3 Cantén blanca y de conidibgenas  hialinas 10,75 - bassiana
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10) Sozoranga aspecto enformade  globosas (12,17) -
Finca 3 (1731 algodonoso. El botella 4,25 - 2,0 - 12,95 um
m s.n.m.) reverso presenta (4,38) - 4,55 (2,04) - de largo x
Hypothenemus un color amarillo pmx1,85- 225umx 1pumde
hampei pélido. No se (2,29)-2,55 1,0-(1,12 ancho.
registré presencia pum). ) -2,0 um.
de exudado.
En PDA colonia .
. Conidias
. . blanca y de Células o
Provincia Loja s hialinas Entre
. aspecto conidiégenas
Canton algodonoso a en forma de globosas 11,35 -
S4(S4  Sozoranga godc 1,55 - (12,65) - .
; polvoriento. El botella 3,7 - Beauveria
1-S4  Fincad (1735 o 0rso presenta (3,98) - 4,35 (1.82) - 17,2 pm) bassiana
10) m s.n.m.) P ; ’ ' 20umx delargo x
un color amarillo. pm x 1,6 -
Hypothenemus o 1,0- 1 pumde
. No se registro (2,32) - 2,75
hampei ; (1,13) - ancho.
presencia de pm.
1,6 um.
exudado.
En PDA colonia de Células an!dlas
. . s hialinas
Provincia Loja aspecto conidiégenas
. ; globosas  Entre 9,3 -
Cantén Loja algodonoso y en forma de
V1 (V1 X 2,25 - (10,8) - .
Finca 1l (1686  blanco. Elreverso  botella 2,5 - Beauveria
1-V1 (2,45) - 15,5 pm x ;
m s.n.m.) presenta un color  (3,45) - 4,55 bassiana
10) . 285umx  1lumde
Hypothenemus amarillo. No se pm x 1,3 - 145 - ancho
hampei registré presencia  (1,55) - 1,65 (1’76) i '
de exudado. pm. 2.0 um).
En PDA colonia de Células an!dlas
. . s hialinas
Provincia Loja aspecto conidiégenas
. ; globosas Entre 9,7 -
Canton Loja algodonoso y en forma de
V2 (V2 ; 2,05 - (11,065) - .
Finca 2 (1691 blanco. El reverso  botella 2,55 - Beauveria
1-V2 (2,49) - 13,1 pm x .
10) m s.n.m.) preser!ta un color (3,37) - 4,55 2,85 um X 1 um de bassiana
Hypothenemus amarillo. No se pm x 2,6 - ’1 45 - ancho
hampei registr6 presencia  (1,73) -1,25 1 ,96 ) - '
de exudado. pm. !
2,7 um.
En PDA colonia de
color blanco con Células Conidias
- . aspecto conidibgenas  hialinas
Provmue} Loja algodonoso a enformade  globosas Entre 0,93
Canton ; -(13,1) - )
. polvoriento. El botella 1,58 - 2,2-(2,2) Beauveria
TO Quilanga 10,2 pm x .
reverso presenta (3,32) - 455 -2,2umx bassiana
Hypothenemus | i 1 pumde
hampei un 9(_) or amarillo pm x 1,38 - 1,3- ancho
palido. No se (1,62) - 2,6 (1,75) - '
registro presencia pm). 2,7 um.
de exudado.

En la Tabla 3 se presentan las cepas que conforman

cada uno de los

morfotipos identificados en base a las caracteristicas morfolégicas; cabe

mencionar, que cada morfotipo por la similitud de sus caracteristicas esta

constituido por cepas provenientes del mismo sitio de muestreo. La diferencia

en las estructuras de los morfotipos identificados se puede observar en la Fig.

1, tomando en cuenta la forma de las estructuras, el tamafo de la espora,

célula conididgena y raquis.
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Tabla 3. Morfotipos de Beauveria bassiana identificados
MORFOTIPO CEPAS
Morfotipol Bl B2

Morfotipo2 CH1 CH2 CH3 CHA4
Morfotipo3 P1 P2

Morfotipo4 S1 S2 S3 S4
Morfotipo5 V1 V2

Morfotipo 6 G1

Morfotipo 7  TO

A Morfotipo 1 B Morfotipo 2
Largo espora: 2.0 um

Ancho espora: 1.0 pm
Largo conidi6foro: 4.3 um
Ancho conidiéforo: 1.9 pm
Largo raquis: 13.1 pm
Ancho raquis: 1.0 um

Largo espora: 2.8 um
Ancho espora: 2.0 um
Largo conidiéforo: 3.7 um
Ancho conidiéforo: 2.0 um
Largo raquis: 8.5 um
Ancho raquis: 0.5 pm

2.5pum
2.5um

c Morfotipo 3 D .
Largo espora: 1.8 um Morfotipo 4
Largo espora: 2.0 pm

Ancho espora: 1.2 um

Largo conidiéforo: 4.5 um Ancho espora: 1.0 ym

Ancho conidiéforo: 1.7 um Largo conidiéforo: 4.5 um
Ancho conidiéforo: 2.6 pm

Largo raquis: 15.7 pm i
Ancho raquis: 1.0 pm Largo raquis: 12.4 um
Ancho raquis: 1.0 pm

2.5pum
2.5um
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Morfotipo 5

Largo espora: 2.4 um
Ancho espora: 1.7 um
Largo conidiéforo: 3.3 um
Ancho conidi6foro: 1.5 um
Largo raquis: 9.4 um
Ancho raquis: 1.0 pm

Morfotipo 6

Largo espora: 2.0 um
Ancho espora: 1.1 pm
Largo conidiéforo: 4.5 um
Ancho conidiéforo: 2.2 pm
Largo raquis: 17.1 pm

Ancho raquis: 1.0 pm

€
£ 3
3 wn
: 5 n ~
o~
= Morfotipo 7
Largo espora: 2.2 um
G Ancho espora: 1.8 um

Largo conidiéforo: 3.2 pm
Ancho conidiéforo: 1.5 um
Largo raquis: 12.3 pm
Ancho raquis: 1.0 pm

2.5pum

Figura 1. Diferentes morfotipos identificados de Beauveria bassiana. (A).
Morfotipo 1, Balsas. (B). Morfotipo 2, Chaguarpamba. (C). Morfotipo 3, Pangui.
(D) Morfotipo 4, Sozoranga. (E) Morfotipo 5, Vilcabamba. (F) Morfotipo 6,

Gonzanama. (G) Morfotipo 7, Quilanga.
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Figura 2. Aislamiento, Caracterizacion y Patogenicidad de Beauveria bassiana.
(A). Cepa aislada y purificada de Beauveria sp. (B). Estructura microscépica de
Beauveria bassiana; (a) hifa, (b) célula conidiébgena, (c) raquis, (d) conidia. (C).
Conidia de Beauveria bassiana germinada. (D) Esporulacion de Beauveria
bassiana sobre Diabrética sp. (a) Emersiéon de micelio, (b), (c) Insectos

completamente infectados con Beauveria bassiana
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Figura 3. Andlisis del cladograma de las 16 cepas agrupadas.

Con el uso del programa estadistico SPSS y con los registros del tamafio de
las estructuras pertenecientes a cada cepa se procedid a realizar un
cladograma que permitié catalogar los 150 aislados y agruparlos en 16 cepas
segun el sitio donde fueron colectados (Figura 3). En éstos grupos se
seleccion6d al azar de 2 a 3 aislados por cepa para realizar ensayos de

caracterizacion fisiologica.

C. CARACTERIZACION FISIOLOGICA
A partir de la clasificacién de las cepas en 4 grupos, se procedié a realizar los

ensayos para la caracterizacion fisiologica de las cepas estudiadas.
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Tabla 4. Diferencias significativas de los 4 grupos de aislados analizados

fisiologicamente

Prueba fisioldgica Variables evaluadas P>0.05

Grupo 1~Temperatura 0.916

Concentracion de Grupo 2~Temperatura 0.948

conidias Grupo 3~Temperatura 0.975

Grupo 4~Temperatura 0.932

Grupo 1~Temperatura 0.896

Crecimiento Grupo 2~Temperatura 0.948

micelial radial Grupo 3~Temperatura 0.988

Grupo 4~Temperatura 1.000

Grupo 1~Temperatura 0.786

) Grupo 2~Temperatura 0.799

Porcentaje de
) . Grupo 3~Temperatura 0.809
germinacion

Grupo 4~Temperatura 0.783

Grupo 1~Concentracion 0.989

Mortalidad de Grupo 2~Concentracion 0.997

insectos Grupo 3~Concentracion 0.953

Grupo 4~Concentracion 0.970

Grupo 1~Concentracion 0.987

_ Grupo 2~Concentracion 0.977
Esporulacion :

Grupo 3~Concentracion 0.994

Grupo 4~Concentracion 0.935

l. Concentracion de conidias/ml

Las 16 cepas evaluadas presentaron alta produccion de conidias luego de 15
dias de cultivo con valores mayores a 10° conidias/ml, como se indica en la
Figura 4 asi también se puede observar que la mayor concentracion de
conidias es a temperatura de 25 °C para los cuatro grupos analizados. El
analisis de varianza indica que en los 4 grupos analizados no hubo diferencia
estadistica significativa (p>0.05), referente a la concentracion de conidias,
demostrando asi la adaptabilidad y capacidad de desarrollo de los aislados a

diferentes niveles de temperatura.
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Concentracion conidial
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Figura 4. Relacién de la temperatura con la concentracion de
conidias/ml de Beauveria bassiana

. Porcentaje de germinacion de conidias

A las 48 horas de haber incubado una suspension de conidios con
concentracion de 1 x 10° con/ml en placas Petri, se evalué microscopicamente
los conidios germinados, el analisis de varianza se realiz6 con el porcentaje de
germinacién transformado a la funcién (arsenvy/100), para homogenizar las
varianzas (Acosta — Quintero at al., 2011). El andlisis de varianza en las 16
cepas analizadas indica que no hay diferencias significativas (p>0.05) en la
tasa de germinacién de las conidias, a 20 °C y a 25 °C como se indica en la
Tabla 3. En la Figura 5, se observa como en todos los grupos analizados la
tasa de germinacion es elevada manteniéndose aproximadamente en un rango
de 0.07 cuando la temperatura de incubacion es 25 °C, en cambio cuando la
temperatura de incubacion es 20 °C la tasa de germinacion tiende a decrecer

manteniéndose en un 0.06.
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Germinacion de conidias de Beauveria bassiana
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Figura 5. Relacion de la temperatura con el porcentaje de germinacién de las
esporas de Beauveria bassiana

[ll.  Crecimiento micelial radial

A los 2 dias de haber realizado la siembra en placas Petri, se efectuaron
mediciones de crecimiento micelial en diametros perpendiculares. El andlisis de
varianza en las 16 cepas indica que no hay diferencia estadistica significativa
(p>0.05), a 20 °C como a 25 °C como se indica en la Tabla 3. En la Figura 6, se
observa como el crecimiento micelial con dos temperaturas diferentes para los
4 grupos analizados presenta un crecimiento lineal, y en ambos casos el radio

de crecimiento alcanzado es superior a 2.5 cm.1
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Figura 6. Relacién de la temperatura con el crecimiento micelial de Beauveria
bassiana

IV. Evaluacién de la capacidad biocida de las cepas de Beauveria sp.

Luego de haber inoculado diabréticas (Diabrética spp.) con dos
concentraciones conidiales diferentes y de registrar la mortalidad de los
insectos, los datos fueron transformados con la funcién (arsenvy/100) para
realizar el andlisis de varianza con los datos de mortalidad y concentracion
empleada, los mismos que no registraron diferencia significativa (p>0.05) en
ninguno de los grupos analizados, como se indica en la Tabla 3. En la Figura 7

se observa que la mayor tasa de mortalidad es con una concentracion conidial
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de 1 x 10’ con/ml; con un porcentaje de mortalidad del 98.33 % para todos los
insectos inoculados hasta el séptimo dia de observacién. En cambio con una
concentracion de 1 x 10° con/ml la mayor tasa de mortalidad se alcanza a partir
del sexto dia, consiguiendo un porcentaje de mortalidad de 86.67 % del total de

insectos inoculados para los cuatro grupos evaluados.

Mortalidad de Diabrética sp. a 10°con/mL de
Beauveria bassiana
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Figura 7. Relacion entre la mortalidad de los insectos y la concentracion conidial
empleada de Beauveria bassiana

V. Esporulacion

El porcentaje de esporulaciéon de los 32 aislados evaluados aplicados a
insectos adultos de Diabréticas sp., en dos diferentes concentraciones

conidiales, estadisticamente no fue diferente (P>0.05) como se indica en la
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Tabla 3. En la Figura 8 se observa que la mayor tasa de esporulacion es con
una concentracion conidial de 1 x 10’ con/ml con un porcentaje de esporulacion
del 24 % del total de los insectos inoculados, éste valor se alcanza al sexto dia
de observacion. Y a una concentracién conidial de 1 x 10° con/ml la mayor tasa
de esporulacion se alcanza al séptimo dia, destacando el grupo 4 con un

porcentaje de esporulacion del 12 % de los insectos muertos.
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Figura 8. Relacion entre concentracion del inoculo de Beauveria bassiana y
esporulacién del hongo en el insecto.
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La caracterizacion morfologica y fisiologica permitié establecer la presencia de
morfotipos de Beauveria bassiana en la Region Sur del Ecuador (Tabla 3); al
agrupar las cepas estudiadas en 4 grupos diferentes se analiz6 el desarrollo de
éstos morfotipos en dos diferentes rangos de temperatura presentando altas
tasas de desarrollo y patogenicidad al ser inoculados sobre insectos,

manifestando asi la capacidad de adaptabilidad de las cepas estudiadas.
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Discusion

Los aislados de Beauveria sp., se obtuvieron a partir de insectos
(Hypothenemus hampei) infectados de forma natural y alojados en frutos de
café provenientes de fincas cafetaleras de la Region Sur del Ecuador. Los
aspectos macroscoépicos de los aislados como aspecto, color y pigmentacion
del medio de cultivo de cada cepa, no presentaron variabilidad y no fueron
considerados como criterios Unicos para determinar la especie de Beauveria a
la que pertenecian, igual como lo sefiala Godoy et al., (2007) al evaluar las
variaciones morfoldgicas de B. bassiana no se puede considerar éstos criterios

como unicos para la caracterizacion morfologica.

Todos los aislados mantuvieron siempre un aspecto algodonoso y la
pigmentacion en el medio de cultivo fue amarilla como lo mencionan Pariona et.
al., (2007) y Elosequi et. al., (2006). Sin embargo como el color en el medio no
es especifico para los tipos de Beauveria sp., existentes, la identificacion
morfologica por medio del tamafio de las estructuras microscopicas mantiene
un peso relevante en el momento de clasificar las especies de hongos, tal
como lo sugiere El6segui et. al., (2006); sin embargo determinar las diferencias
entre especies de Beauveria sp., siempre ha sido dificil por lo que en base a las
claves taxondémicas de Domsch, Hoog, Brady y Rehner se determin6 que las
conidias de Beauveria bassiana son hialinas, lisas y globosas y sus tamarfios
comprenden desde 1,25 — (1,76)- 2,25 um de largo, y 1,0 — (1,36) — 2,7 um de
ancho. Los conidiéforos son sencillos hinchados en la base y adelgazandose
hacia la porcidon que sostiene la conidia, la cual presenta forma de zig — zag,
con tamafio comprendidos entre 2,05 — (3,5)- 4,90 um de largo, y 1,3 — (2,24) —
2,75 pm de ancho, lo que coincide con las observaciones realizadas por Brady,
(1979); Pariona et al., (2007); Carneiro et al,. (2008); Falconi et. al., (2010) y
por Hussein et al., (2010) para la identificacibn morfolégica de Beauveria sp.;
siguiendo éstos criterios se identificO que los aislados de este estudio

corresponden a morfotipos de Beauveria bassiana.

En cuanto a la caracterizacion fisiolégica los aislamientos de Beauveria
bassiana analizados no presentaron diferencias significativas respecto al
namero de conidias producidas entre las cepas pertenecientes a cada grupo, ni

entre las temperaturas evaluadas y como lo afirma Prette et al. (2005) y

42



Discusion

Gonzélez — Garcia et al., (2001); esto puede deberse a la baja concentracién

conidial empleada para evaluar esta caracteristica fisiologica.

Cuando los aislados se colocaron en medio de cultivo PDA para su
germinacion, ésta fue nula las primeras 24 horas de incubacién lo que coincide
con las observaciones realizadas por Gonzalez — Garcia et al., (2001). Ademas
se comprob6 que los aislamientos incubados a 25 °C generaron la mayor
cantidad de esporas que los incubados a 20 °C; esto se corrobora con otros
estudios en los que juega un papel muy importante la concentracién del in6culo
empleada y la temperatura a la que se incubaron los aislados ya que el
desarrollo de Beauveria bassiana es afectado por la interaccion de factores
como temperatura, humedad, hospederos y concentracion de la suspensién
empleada; nuestros resultados coinciden con los de Godoy et al., (2007) al
comprobar que la produccion de esporas depende del aislamiento y de la
concentracion de esporas empleada inicialmente. Sin embargo cabe recalcar
que estos aislamientos pueden adoptar un comportamiento diferente en
condiciones de campo por lo que la velocidad en la efectividad del hongo

depende de la concentracion conidial empleada para el in6culo.

Todos los aislamientos de Beauveria bassiana estudiadas no presentaron
diferencias estadisticas significativas respecto al crecimiento micelial durante
los 7 dias de evaluacién. Algunos hongos tienen crecimiento lineal durante los
primeros dias de crecimiento in vitro, este mismo tipo de comportamiento se
observé en el crecimiento micelial de los aislados analizados de Beauveria
bassiana. Sin embargo igual que los resultados obtenidos por Gonzalez —
Garcia et al., (2001) en los aislados incubados a 25 °C se observo que el
crecimiento micelial fue mas rapido que los aislados incubados a 20 °C,
algunos autores sugieren que las temperaturas optimas para el crecimiento

micelial de Beauveria bassiana es entre 25 °C y 30 °C.

Respecto a la patogenicidad se han desarrollado varios trabajos con el fin de
seleccionar aislamientos mediante pruebas de laboratorio para el control de

insectos plagas, el propdsito es seleccionar aislamientos con mayor virulencia,
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persistencia y adaptabilidad, de esta manera se espera tener una mayor

probabilidad de éxito en campo para controlar plagas (Ownley et al., 2009).

De manera general los aislamientos de Beauveria bassiana causaron alta
mortalidad sobre adultos de diabroticas. Esta situacion coincide con la literatura
respecto a la patogenicidad y virulencia de este hongo entomopatdgeno sobre
insectos plaga, particularmente la susceptibilidad de Coledpteros en estado
adulto a esta especie de hongo (Ownley et al., 2009 y Rodriguez et al., 2006).

El porcentaje de mortalidad de los adultos de Diabréticas sp., por efecto de
Beauveria bassiana vari6 a partir del segundo dia de observacion.
Estadisticamente no se observo diferencia significativa (p>0.05) entre la
mortalidad producida y las dos concentraciones empleadas para las 16 cepas
analizadas, lo que indica que concentraciones iguales o superiores a las 10°
con/ml son apropiadas para controlar la mortalidad de insectos plaga, estas
observaciones coinciden con Ruiz et al. (2009). Para efectos de comparacion
es preciso mencionar el trabajo de Ibarra — Aparicio et al., 2005, que utilizaron
Beauveria bassiana en concentraciones de 10’ con/ml donde tampoco se
encontré diferencias estadisticas en los 6 tratamientos empleados vy
observandose un promedio de 40 % y 37.2 % de mortalidad en el Hemiptero
mosca Aeneolamia sp.; en nuestro estudio y empleando la misma
concentracion de Beauveria bassiana se encontr6 un porcentaje de mortalidad

del 98.33 % en Diabroticas spp.

La alta tasa de mortalidad registrada por Beauveria bassiana se ha
comprobado en estudios que se debe a la produccion de enzimas
extracelulares tales como proteasa, lipasa y quitinasa las cuales estan
involucradas en la penetracion de las esporas en el tegumento del hospedante
y en consecuencia en la infeccion de los mismos, esto fue registrado por
StLeger et al., (1992) y E Sayed, (1993) mencionados por Gonzalez — Garcia et
al., (2001).

En cuanto a la esporulacion como lo menciona Ibarra — Aparicio et al., (2005)

los niveles de micosis son variables de una especie a otra y resultados
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similares se han encontrado al evaluar diferentes concentraciones de una
misma especie de hongo entomopatégeno sobre pulgones de café con rangos
de esporulacion de 23.1 % al 78 %; en nuestro estudio a una concentracion de
10" con/ml se registré un porcentaje de esporulacién del 24 % en Diabréticas.
Al igual que Castillo et al., (2009) en los 7 dias de observacion no se registro
esporulacion del hongo en ninguno de los insectos que murieron con el grupo
control a una concentracién conidial de 10° con/ml a pesar de tener buenas
condiciones de humedad en cada uno de los aislados, pero como lo afirma
Falconi et al., (2010) y Pariona et al., (2007), el hecho de no esporular no
invalida a las cepas a ser empleadas como bioinsecticidas. Los insectos que
mueren por la infeccion de hongos entomopatégenos esporulan
abundantemente en condiciones de alta humedad; sin embargo como lo
registré Ibarra — Aparicio et al., (2005) en sus investigaciones la esporulacién

no siempre puede ocurrir en Beauveria bassiana.
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Conclusiones

Se identificé aislados de Beauveria bassiana provenientes de insectos de
broca del café colectados en algunos cantones de la Regién Sur del
Ecuador, demostrando asi la adaptabilidad y desarrollo de este hongo en
diferentes areas y condiciones climaticas de la Region.

La caracterizacion realizada permitié la identificacion de morfotipos de
Beauveria bassiana en la Region Sur del Ecuador a partir de criterios
morfolégicos, fisioldgicos y patogénicos.

Concentraciones elevadas de inoculo de esporas de Beauveria bassiana
tienen respuestas rapidas en cuanto al desarrollo y patogenicidad, asi
como también temperaturas de 25° aseguran un buen desarrollo del hongo.
La no existencia de diferencias estadisticas respecto al crecimiento
micelial, patogenicidad y germinacion entre los grupos evaluados resalta la
eficiencia del hongo en cuanto a la capacidad entomicida y la adaptabilidad
de las cepas del entomopatégeno Beauveria bassiana a diferentes
temperaturas de prueba, remarcando asi la existencia de morfotipos en las
cepas colectadas en la Regién Sur del Ecuador.

Se determind que un crecimiento 6ptimo de los morfotipos y el mayor
porcentaje de desarrollo del hongo es a 25° C en los 4 grupos analizados.
Los aislados analizados tienen buena capacidad patogénica llegando a
matar el 100% de los insectos analizados cuando la concentracion conidial
fue de 10’ con/ml, aunque la concentracion conidial de 10° con/ml también
afect6 a la mayoria de los insectos analizados la diferencia se establecio
con el tiempo de mortalidad de los mismos.
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Recomendaciones

Se recomienda para investigaciones futuras el desarrollo de estudios
vinculados con la produccion de enzimas como lipasas, proteasas y
quitinasas del hongo entomopatdégeno Beauveria bassiana las cuales estan
involucradas en la penetracion de las esporas en el tegumento del
hospedante, con la finalidad de poder conocer mas acertadamente el
mecanismo de accion y respuesta en la relacion de hongos

entomopatdgenos e insectos.

Se recomienda también la realizacion de estudios a nivel molecular del
hongo entomopatdégeno Beauveria bassiana, sobre todo en los morfotipos
encontrados en la Region Sur del Ecuador con el fin de conocer las
caracteristicas especificas que le permite a este hongo tener la capacidad
de adaptarse y desarrollarse en diferentes condiciones ambientales.
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