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RESUMEN

La broca del café, Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera: Scolytidae), es el insecto
plaga més importante del cultivo del café (Coffea spp.) a nivel mundial. Los dafios que
causa se caracterizan por una destruccion parcial o total de la semilla o grano de esta
planta, lo cual se traduce en una disminucion del rendimiento y calidad. En el control
biolégico de la broca del café se usan hongos entomopatégenos como lo es Beauveria
bassiana que es el hongo mas efectivo y mas usado (Pacheco et al., 2019). Los hongos
entomopatdégenos son un sistema viable para el control de plagas de insectos en la
agricultura con un mercado en crecimiento y un modelo importante para los estudios de
interaccién huésped-patdgeno (Schrank & Vainstein, 2010). El proceso de infeccion se
puede dividir en tres etapas: 1. Adhesion de las esporas a la cuticula del insecto, y
germinacion; 2. Penetracion de la cuticula del insecto; 3. Desarrollo del hongo en el
interior del insecto, que generalmente termina en la muerte de éste (Gongora, Marin &
Benavides, 2013). El objetivo evaluar la patogenicidad de los hongos entomopatégenos
contra la broca del café Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera: Scolytidae). En este
trabajo se establecieron tres sitios en huertas de café ubicadas en la comunidad de
Naranjos municipio de Totutla Ver., se recolectaron 100 cerezas de café brocadas, las
cuales se disectaron para buscar adultos vivos y muertos. En el sitio 1 se aislaron 21
hongos entomopatdgenos, en el sitio 2 se aislaron 31 hongos y por ultimo en el sitio 3 se
aislaron 22 hongos entomopatdgenos limpios sin ninguna presencia de contaminacion en
el medio de cultivo. En los tres sitios establecidos se identificaron los siguientes hongos
entomopatdégenos, con sus distintas caracteristicas morfolégicas: siete hongos
entomopatdégenos de la especie Beauveria bassiana, 16 hongos entomopatdégenos de
Metarhizium anisopliae, nueve hongos entomopatégenos Hirsutella sp., nueve hongos
entomopatdégenos Fusarium spp., tres hongos entomopatégenos Lecanicillium lecanii, 11
hongos entomopatdégenos Paecilomyces fumosoroseus y por ultimo ocho hongos
entomopatdégenos Paecilomyces farinosus. Los hongos entomopatogenos aislados en el
medio de cultivo Agar Sabouraud Dextrosa adicionado con 0.1% de extracto de levadura
(ADS+EL), tuvieron un mejor desarrollo y un rapido crecimiento de cepas. Los hongos



entomopatdgenos aislados en el medio de cultivo PDA no tuvieron un buen desarrollo de
cepas, ni presentaron rapido crecimiento de cepas y ademas en el sitio 1 hubo 2 hongos
gue no tuvieron ningun desarrollo, no crecieron solo hubo presencia de contaminacion.
Los primeros hongos entomopatdgenos que empezaron atacar al insecto fueron los
siguientes S1H4, S1H14, S1H15, S1H16, S1H18 y S1H20. Y estos hongos a los tres dias
después de colocarlos en las camaras humedas ya tenian esporulacion. Los siguientes
hongos entomopatégenos que tardaron un poco mas de tiempo en atacar a los insectos
fueron los siguientes S1H3, S1H5, S1H7 y S1H109.
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l. INTRODUCCION

La broca del café, Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera: Scolytidae), es el insecto
plaga més importante del cultivo del café (Coffea spp.) a nivel mundial. Los dafios que
causa se caracterizan por una destruccion parcial o total de la semilla o grano de esta
planta, lo cual se traduce en una disminucién del rendimiento y calidad. Con la finalidad
de evitar o reducir estos dafios, a lo ancho del mundo se han realizado diversas
investigaciones basicas y aplicadas que permitan derivar métodos de control de bajo

costo econémico, pero también, con nulo o bajo impacto ambiental (Barrera et. al., 2004).

En el caso del cultivo del café en México, el uso de métodos de control ambientalmente
seguros es muy importante porque los cafetales son refugio de una alta diversidad
biolégica y porque nuestro pais ocupa el primer lugar como productor de café organico
(Barrera et. al., 2004). Es de vital importancia para el productor cafetalero implementar
estrategias para el control de la broca del café inmediatamente que se detecte su
presencia, pues se extiende y multiplica a una velocidad impresionante causando
enormes pérdidas en los cultivos y en el grano cosechado. Es por ello que se pretende
demostrar que existe una mejor manera para controlar la broca del café como lo es el

control biolégico.

En el control biolégico de la broca del café se usan hongos entomopatégenos como lo es
Beauveria bassiana que es el hongo mas efectivo y mas usado (Pacheco et al., 2019).
Sin embargo, resulta necesario aislar hongos entomopatdgenos que estén adaptados a
la zona productora de café, por lo que en este trabajo se aislaron, seleccionaron con base
a su capacidad patégena e identificaron de manera morfolégica y fisiolégica hongos
entomopatdégenos con potencial para ser usados como control biolégico contra la broca

del café.



Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana son los hongos entomopatégenos mejor
caracterizados y los mas utilizados en programas de control biol6gico entre varias otras
especies descritas. Alrededor de 13 especies 0 subespecies de ambos hongos han sido
formuladas y registradas como micoinsecticidas o micoacaricidas (Schrank & Vainstein,
2010).

El modo de infeccion de los hongos filamentosos es objeto de una intensa investigacion
dedicada a dos objetivos principales: la caracterizacion de los factores de virulencia que
pueden mejorar el proceso de infeccidén y los mecanismos de especificidad del huésped,

una de las ventajas mas importantes de la biologia (Schrank & Vainstein, 2010).

Generalmente, las conidias (esporas asexuales) son la forma infecciosa y comparten el
mismo entorno con los huéspedes potenciales. Si los conidios encuentran la cuticula de
un huésped susceptible, el proceso de infeccibn comienza con la unién y la formacion de
tubos germinativos. Tanto el entomopatdgeno como el huésped desencadenan la
expresion de genes relacionados con estructuras de infeccion y enzimas hidroliticas por
parte del hongo o con mecanismos de defensa por parte del huésped. Normalmente, la
infeccion tendra éxito por la ruptura de la cuticula 'y, a medida que las hifas en crecimiento
alcanzan la hemolinfa, se produce la colonizacion del cuerpo huésped. Curiosamente, el
sistema esta bien conservado en la naturaleza y la invasién de los tejidos de los insectos
se asemeja al proceso que ocurre con los hongos patdgenos de las plantas, incluida la
formacion de tubos germinativos, apresorios y clavijas de penetracion. (Schrank &
Vainstein, 2010).



Il. ANTECEDENTES

La broca del café es el insecto plaga mas importante de la caficultura debido a las
pérdidas que ocasiona. En Colombia a través de una investigacion se ha desarrollado un
programa de manejo integrado con el fin de asegurar la biodiversidad y estabilidad
ecolégica de la zona cafetera, basado en procedimientos de control biolégico de esta
plaga (Pardey, 2005).

En esta investigacion se dice que Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae son
usados para controlar la broca del café. Estudios previos demostraron que una mezcla
de cepas diferentes genéticamente de B. bassiana era mas virulenta que las cepas
individuales. Para validar el efecto de esta mezcla y su combinacién con M. anisopliae,
se evaluo primero la virulencia en laboratorio y el efecto sobre la oviposicién del insecto;
los tratamientos fueron: —mezcla Cenicafé (Bb9001, Bb9024, Bb9119), —M. anisopliae
Ma9236, —mezcla Cenicafé mas Ma9236 y —agua (testigo) (Jaramillo, Montoya &
Benavides, 2015).

El control de la broca se debe enfocar a través de un programa de manejo integrado que
comprende el conocimiento de los factores que componen el ecosistema cafetero y sus
interacciones. Es necesario conocer la fenologia del cultivo en las zonas donde se
presente la broca, especialmente lo relacionado con las épocas de floracion y la edad de
los frutos a la cual son susceptibles de ser atacados. Ademas, conocer la biologia,
comportamiento, potencial de reproduccion y dispersion de la broca, enemigos nativos,
para poder detectar el momento de mayor vulnerabilidad. Los cultivos de café
tecnificados, bien trazados, renovados por podas y zoqueos oportunos, facilitan las
labores de control del insecto (Bustillo, Cardenas, Villalba, Benavides, Orozco & Posada,
1998).



CENICAFE tiene un programa de investigacion con los hongos entomopatégenos a la
broca del café que comprende el aislamiento y coleccién en el cepario, la realizacion de
pruebas de patogenicidad, seleccion y evaluacion de métodos de produccion, evaluacion
de los métodos de aplicacion y eficiencia en campo, compatibilidad con plaguicidas y
seguridad a la fauna benéfica con el objetivo final de producir un bioinsecticida. Los
resultados indican que la cepa aislada de S. cecropia es poco patogénica sobre la broca

del café en relacién al tiempo de mortalidad a nivel del suelo (Posada, 1993).

En los dltimos diez afios el uso actual de hongos, principalmente Metarhizium anisopliae
y Beauveria bassiana, esta aumentando alcanzando escala comercial en paises como
Brasil, China y México entre otros. Al mismo tiempo, se han producido importantes
avances en la comprension de los aspectos moleculares de la patogeniay en el desarrollo
de herramientas para validar factores de virulencia putativos mediante la construccion de
cepas con sobreexpresion. Esta riqueza de conocimientos esta ayudando a acceder a
cepas mas eficientes de la biodiversidad y a optimizar la formulacién para el uso a gran
escala de esta forma eficiente, econémica y ambientalmente méas segura de control de

plagas de insectos (Schrank & Vainstein, 2010).



. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la mayoria de los paises cafeteros el control de la broca del café ha estado
fundamentado en el uso de insecticidas; sin embargo, la resistencia a algunos de los
productos y los problemas de contaminacion ambiental y las caracteristicas de la biologia
de esta plaga limitan el uso de éstos productos. Por lo tanto, se ha disefiado una
estrategia de manejo integrado con énfasis en el control biologico mediante el uso de
parasitoides de origen africano y algunos hongos entomopatégenos como son Beauveria

bassiana y Metarhizium anisopliae (Orozco & Aristizabal, 1996).

La broca del café, Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera: Scolytidae), es el insecto
plaga mas importante del cultivo del café (Coffea spp) a nivel mundial. Los dafios que
causa se caracterizan por una destruccion parcial o total de la semilla o grano de esta
planta, lo cual se traduce en una disminucion del rendimiento y calidad. Con la finalidad
de evitar o reducir estos dafios, a lo ancho del mundo se han realizado diversas
investigaciones basicas y aplicadas que permitan derivar métodos de control de bajo
costo econémico, pero también, con nulo o bajo impacto ambiental. En el caso del cultivo
del café en México, el uso de métodos de control ambientalmente seguros es muy
importante porque los cafetales son refugio de una alta diversidad biolégica y porque
nuestro pais ocupa el primer lugar como productor de café organico (Barrera, Villacorta
& Herrera, 2004).

La broca del café, es el principal problema entomoldgico que afecta la caficultura en
muchos paises del mundo, debido a que ataca los frutos directamente reduciendo su
valor comercial y en muchos casos, ocasiona la caida prematura de los mismos. El control
de la broca del café no ha sido una tarea facil debido a que gran parte de su ciclo de vida
transcurre en el interior de los granos, donde los productos quimicos no pueden actuar;

por esta razén, Cenicafé ha planteado diferentes estrategias de manejo integrado para



disminuir las poblaciones del insecto que emergen de los frutos infestados del suelo y
mantener los niveles de plaga por debajo del umbral de dafio econémico. Dentro de estas
estrategias, el control biolégico con hongos entomopatdgenos ha sido una herramienta
apropiada, debido a que las conidias pueden permanecer viables sobre la superficie de
los granos o del suelo e infectar a los insectos una vez emergen (Jaramillo, Montoya, &
Benavides, 2015).



V. OBJETIVOS

4.1. General

e Evaluar la patogenicidad de los hongos entomopatégenos contra la broca del café

Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera: Scolytidae).

4.2. Particulares

e Aislar en medios de cultivo hongos entomopatdgenos nativos de la zona productora de

café de la comunidad de Naranjos municipio de Totutla Ver.

e Identificar los hogos entomopatdgenos a nivel género de acuerdo a sus caracteristicas

morfoldgicas vy fisioldgicas.



V. HIPOTESIS

Por medio de la evaluacion de la patogenicidad de hongos entomopatdégenos nativos de
la zona productora de café, se obtendran cepas potenciales para desarrollar un control
biologico contra H. hampei plaga de importancia econdmica en la comunidad de Naranjos

municipio de Totutla Veracruz.



VI. MARCO TEORICO

6.1. Generalidades de la Broca del café Hypothenemus hampei (Ferrari)

(Coleoptera: Scolytidae)

La broca del café Hypothenemus hampei Ferrari (Coleoptera: Scolytidae) es la plaga mas
importante que afecta los cultivos de café a nivel mundial. Los dafios que causa se
caracterizan por una destruccién parcial o total de la semilla o grano de esta planta, lo
cual se traduce en una disminucion del rendimiento y calidad del fruto (Botero, 2019).

6.1.1. Clasificacion Taxonémica

Segun Bricefio (2017) la clasificacién taxondmica de la broca del café es la siguiente:
Clase: Insecta

Subclase: Pterygota

Orden: Coledptera

Suborden: Poliphaga

Superfamilia: Rhynchophora

Familia: Scolitidae

Subfamilia: Ipinae

Género: Hypothenemus

Especie: Hypothenemus hampei (Ferrari)

Nombre cientifico: H. hampei



6.1.2. Distribucién

La distribucion geografica de la broca del café se dice que es originaria del este y centro
de Africa. A partir de muestras de broca provenientes de 17 paises en tres continentes
(Africa, Asia y América), confirmaron el origen de esta plaga en Etiopia, y documentaron
su dispersion mundial y la invasion de Asia y América a partir de insectos del Oeste
Africano. Actualmente, la broca se encuentra en la mayoria de los paises productores de
café. Esta plaga ha pasado de un pais a otro mediante semillas infectadas, en sacos y
contenedores, su introduccion al Continente Americano fue a traves de Brasil, mediante
semillas importadas de Africa o de Java en 1913, desde este pais se expandido a todos
los demas paises productores (Peru 1962, Guatemala 1972, Honduras 1977, México y
Jamaica 1978, El Salvador y Ecuador 1981, Nicaragua y Colombia 1988, R. Dominicana
1995 y Costa Rica 2000) causando reducciones significativas en la produccién y calidad
de los frutos (Bricefio, 2017).

6.1.3. Dispersién

La dispersion de la broca del café, la forma como se da la dispersién de la broca esta
estrechamente ligada al ciclo del café. Las hembras que provienen de los frutos
residuales son las que originan principalmente la fase de dispersion, y esto por
consiguiente les permite colonizar los frutos resultantes de las nuevas floraciones. Las
hembras salen de los frutos, en respuesta al aumento de la humedad relativa del
ambiente, las temperaturas elevadas favorecen la salida de las brocas de los frutos y es
durante el periodo mas caliente del dia, cuando se da una mayor actividad de dispersion.
La mayor distancia de vuelo alcanzada por este insecto es de aproximadamente 350
metros. De manera general, la broca del café no se disemina realizando vuelos largos, lo
gue hace a este insecto un mal volador; su dispersién se hace a distancias cortas, 200 a

300 metros como maximo, la broca del café tiene una dispersion agregada o de contagio
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dentro del cafetal, o sea que no se encuentra infestando uniformemente todo el predio,
sino que se encuentra en focos (Bricefio, 2017).

6.1.4. Medios de diseminacion y hospederos

Muchos investigadores afirman que se alimenta, desarrolla y reproduce en las cerezas
de las especies del género Coffea; sin embargo, se ha sefialado que la broca puede
alimentarse y desarrollar su ciclo de vida en las cerezas de Oxyanthus spp. y los granos
y vainas de Dalium lacourtiana y Cajanus cajan; este insecto también se refugia
temporalmente en capsulas, vainas, granos o frutos de varias especies de plantas
(Phaseolus lunatus, Rubus sp., Vitis lanceolaria, Crotalaria sp., Centrosema plumieri,
Cesalpinia sp., Leucaena glauca, Acacia decurrens, Eriobothrya japonica, Pisum sativum,
Zea mays, Arachis hypogaea, Ricinus sp., Hibiscus sp., etc.); sin embargo, en estos no
se alimenta ni desarrolla, su vuelo inicial es esencialmente ascendente para tomar
ventaja de las corrientes de aire que las transportan en ocasiones a varios cientos de
metros, se observo que la broca que queda en las cerezas en el suelo, sube caminado y
al tener cierta altura emprenden el vuelo, siendo su caminata mas larga observada sobre
el suelo de 12 m (Dianderas, 2019).

La altura en que se mueve la broca cambia segun la época del afio, de acuerdo con la
fenologia del cultivo y disponibilidad de alimento, por lo que al colocar trampas en las
ramas intermedias en el cafeto, a alturas de 0.5, 1.5y 2.5 m del suelo la mayor captura
se presentd a 1.5 m del suelo, lo que es atribuido a que en esta altura, correspondiente
el tercio medio de la planta, se ubica la mayor proporcion de brocas en el fruto, en 2.5 m
se presentd menores capturas debido a que la intensa radiacién solar no favorece la
actividad del individuo a esa altura; en México durante la época de migracion la broca
vuela a mayor altura (60 % de capturas a alturas de 2.5 m). Durante el resto del afio, el
70 % de las brocas fueron capturadas a 1 m de altura. Esto implica que posteriormente a
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la cosecha, debido a la escasez de granos, la broca busca dispersarse a mayor distancia.
Por el contrario, durante el periodo productivo del café el vuelo se da a corta distancia, lo

que explica las mayores capturas a altura de 1.0 m (Dianderas, 2019).

6.2. Ciclo de vida

El ciclo de vida de la broca del café tiene una duraciéon entre 24 y 45 dias, la hembra
perfora el fruto por la corona y dos dias después coloca entre 35 y 50 huevos, que al
eclosionar lo hacen en una proporcion de aproximadamente 13 hembras por cada macho,
por lo que existe una alta endogamia, porque el macho no puede volar y por tanto no sale
del fruto donde nacid, asi que generalmente las hembras copulan con sus hermanos

antes de salir a ovopositor en otro fruto (Cabrera y Alejandro, 2019)

6.2.1. Huevo

Son de color blanco, elipticos, brillosos y pequefios (0,5 a 0,8 mm de longitud), el periodo
de incubacién es aproximadamente entre 2 y 4 huevos/dias, la hembra coloca hasta 75
huevos en su vida puede permanecer alrededor de 15 dias ovipositando, con una
incubacion que dura en promedio 7,6 dias. De esta manera una hembra produce varias

descendencias consecutivas a lo largo de un cultivo de café (Cabrera y Alejandro, 2019).

6.2.2. Larvay Prepupa

El estado de larva dura 15 dias para los machos y 19 dias para las hembras y la prepupa
dos dias, por consiguiente, después de cuatro a diez dias de colocacion, las larvas nacen

y tienen una longitud entre 0,72 y 0,84 mm. Ademas, se definen claramente dos instares
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larvales: en el primero se observan las larvas apodas de color blanco cremoso con la
cabeza mas oscura, con tamafio promedio de 0,83 mm (esta es la fase fisiologica en al
cual la broca causa mayor dafio al fruto de café), y el segundo corresponde a la pre-pupa,
fase en la cual la larva detiene su alimentacién y madura fisioldgicamente para convertirse

en pupa con un tamafo promedio de 2 mm (Cabrera y Alejandro, 2019).

6.2.3. Pupa

La larva se transforma en pupa en el interior de la semilla destruida y en este momento
del ciclo no se alimenta esta fase tiene una duracién promedio de 6,4 dias, ademas son
de color blanco y se tornan marrones a medida que se forman lo apéndices externos
(antena, patas y alas). El tamafio de las pupas varia de acuerdo al sexo, con un promedio

de 1,89 mm las hembras y 1,22 mm los machos (Cabrera y Alejandro, 2019).

6.2.4. Adulto

El tiempo que le toma a la broca llegar al periodo de adultez puede variar entre una
semana y un mes, dependiendo de la temperatura y la consistencia del endospermo de
la semilla, con un promedio de vida para las hembras entre 35- 45 dias y los machos
aproximadamente. Los adultos recién emergidos son de color marrén, pero a medida que
maduran se tornan de color negro, con un tamafio promedio de 1,08 mm para las hembra
y 1,64 mm para los machos. Cabe mencionar que el adulto macho de la broca solo tiene
funcién reproductora, son de menor tamafo, y se encuentra siempre en el interior de los

frutos, ademas es incapaz de perforar un fruto (Cabrera y Alejandro, 2019).

6.3. Comportamiento de la Broca del Café
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Todos los estadios de la broca del café se dice que se desarrollan en el interior de los
granos, los adultos emergidos permanecen en el interior del fruto por unos 3 o 4 dias a
cabo de las cuales alcanzan su madurez sexual y empiezan a copular. Para reproducirse
prefiere en primer lugar los frutos sobre maduros, en segundo los maduros y en tercer
lugar los verdes. Las hembras perforan las cerezas por el “ombligo”, labor que dura de 5
a 7 horas, hasta llegar a la semilla donde se alimenta y empieza el proceso reproductivo,
la ovoposicion suele aumentar desde el noveno dia de nacida (12.5 huevos/dia) hasta el
dia 24 y después declina notablemente. Los machos no pueden volar por lo que nunca
salen del interior del grano donde nacieron. Las hembras después de fecundadas
abandonan los frutos dafiados y van en busca de frutos sanos para ovipositar, al término
de la ovoposicidn, la hembra permanece en el interior de la galeria hasta el completo

desarrollo de la nueva generacion (Dianderas, 2019).

6.4. Dafio e Importancia

En las zonas humedas, donde hay lluvias bien distribuidas a lo largo de todo el afio, la
floracion es casi continua, por tanto, hay frutos disponibles para ser atacados por la broca,
favoreciendo el aumento de la poblacion, la broca dafia directamente el producto que se
desea cosechar, estos dafios son causados por la hembra adulta, la cual penetra por la
corona del fruto hasta llegar al endospermo, lugar de alimento de las larvas y adultos,
generalmente sélo un endospermo es dafiado, los frutos brocados reducen su peso entre
un 5 a 42 % dependiendo del tipo de dafio que causé en el fruto, el dafio econdmico de
la broca es alto, una infestacién del 27 % produce 8.4 % de pérdidas en el ingreso

potencial de las familias cafetaleras (Arias, 2018).

6.5. Ecologia de la broca
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La broca del café es atraida al fruto por su olor, color y forma, también por los desechos
de frutos brocados, como las heces de las mismas brocas, su mayor actividad de
dispersion ocurre en la tarde, entre las 14 y 18 horas, algunas hembras pueden volar
hasta 375 m, aunque la mayoria vuelan menos de 50 m. Las brocas son mas activas en
ambientes sombrios y alta humedad, pero en condiciones de baja humedad (menor a 50
% HR) la mortalidad aumenta. La broca afecta la plantacién en forma localizada es decir
en focos, pero dentro de la planta el tercio medio es mas afectada, este insecto se
desarrolla bien en altitudes de 400 a 1300 msnm logrando tener muchas generaciones al
afo, esta plaga es exclusiva del café por lo tanto no posee hospedantes alternantes; sin
embargo, de una campafia a otra la broca permanece refugiada en el interior de los frutos
caidos o los que no fueron cosechados, encontrandose una poblacion considerable por
grano (mas de 50 por fruto en el suelo), que emergen con el inicio de las lluvias para

afectar la nueva cosecha (Arias, 2018).

6.6 Hongos entomopatdégenos

Los primeros microorganismos que se identificaron como causantes de enfermedades en
insectos fueron los hongos, debido a que era posible observar su crecimiento sobre el
cuerpo de éstos. Los hongos patdégenos de insectos, conocidos como hongos
entomopatdgenos, penetran, invaden y se multiplican dentro de los insectos. En el grupo
de los patdgenos de insectos, una caracteristica particular de los hongos es que no
requieren ser ingeridos por el insecto para causar la enfermedad, ya que pueden penetrar
a través de su cuticula. Su crecimiento y desarrollo estd limitado principalmente por
condiciones medioambientales adversas, especialmente la radiacion solar, la baja
humedad y las altas temperaturas. Las unidades de reproduccion de los hongos son
llamadas esporas o conidias, que usualmente son las que infectan a los insectos
(Gongora, Marin & Benavides, 2013).
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Los hongos entomopatdgenos son un sistema viable para el control de plagas de insectos
en la agricultura con un mercado en crecimiento y un modelo importante para los estudios

de interaccion huésped-patdégeno (Schrank & Vainstein, 2010).

6.6.1 Beauveria bassiana

Beauveria bassiana es un hongo imperfecto, capaz de infectar a mas de 200 especies de
insectos. El hongo invade el tracto digestivo del insecto y se alimenta de su interior y lo

momifica (Moore y Prior, 2015).

Beauveria bassiana produce una invasion y una proliferacién de las hifas en el tracto
digestivo. Este paso ocurre luego de la muerte del insecto, ocasionado por dafio
mecanico, desnutricion y toxicidad, y es cuando las hifas secretan un antibiotico
(oosporina), que ataca las bacterias del intestino. Este hongo tiene la apariencia de
algoddn blanco, cambiando a amarillo mientras se desarrolla y culminando con un color

crema polvoriento, colonia blanca y polvorienta inicial (Moore y Prior, 2015).

6.6.2 Metarhizium anisopliae

Metarhizium anisopliae infecta a huéspedes susceptibles a través de la penetracion
directa a través de la cuticula. A los efectos de la descripcion (Figura 1) el proceso de
infeccion se puede dividir en: (1) adherencia de los conidios a la cuticula del huésped a
través de interacciones hidrofébicas y material mucilaginoso delgado; (2) germinacion y
desarrollo de conidios; (3) diferenciacion del tubo germinativo en apresorios; (4)
penetracion de la cuticula; (5) diferenciacion de hifas en blastosporas/cuerpos de hifas
en la hemolinfa; (6) colonizacion del huésped; (7) extrusion a la superficie del cadaver
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huésped y (8) formacién de conidiéforos y produccion de conidios (Schrank & Vainstein,
2010).

Figura 1. Descripcién del proceso de infeccion del hongo entomopatégeno Metarhizium

anisopliae al insecto. Fuente (Schrank & Vainstein, 2010).

Las colonias de Metarhizium anisopliae en PDA presentan un crecimiento de micelio con
borde blanco y con grupos de conidiéforos que se tornan coloreados al multiplicarse las
conidias, con diferentes variaciones de color: de olivo a amarillo verdoso, de olivo a verde,
decolorada en el envés, de color miel o amarillo palido y pigmento amarillo que se difunde
en el medio (Schrank & Vainstein, 2010).

6.6.3 Fusarium spp.

Fusarium spp es un género cosmopolita altamente versatil que tiene la capacidad de

desarrollar estructuras de resistencia para sobrevivir en ambientes adversos, asi también
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puede sintetizar una amplia variedad de enzimas y micotoxinas que le permiten infectar
una gran cantidad de organismos, por lo que puede presentarse en el ambiente como
entomopatdégeno. Esto nos hace cuestionarnos sobre el papel bioldgico que desempefia
esta especie en el ambiente, ya que varios autores han reportado que Fusarium puede
controlar una amplia variedad de plagas de importancia econdémica (Castillo, Vega,
Lezcano, Piepenbring & Caceres, 2013).

Fusarium spp. presenta caracteristicas microscopicas propias de la especie. Las
caracteristicas microscopicas de Fusarium spp. varian dependiendo del medio de cultivo
en el que se desarrolle. El medio PDA permiten observar la morfologia de colonia y
pigmento (café, rojo, violeta, naranja, gris, blanco) difusible al medio (Castillo, Vega,
Lezcano, Piepenbring & Céaceres, 2013).

Fusarium ssp. en cultivo presenta un micelio de color blanco algodonoso con
pigmentacién rojo naranja en el medio de cultivo, conidi6foros simples, cilindricos,
laterales, con clamiddsporas laterales e intercalares, microconidios cilindricas ovoides

(Castillo, Vega, Lezcano, Piepenbring & Céaceres, 2013).

Fusarium, las colonias de este hongo pueden tener diferentes coloraciones o presentar
pigmentaciones en el medio en que se encuentran estas pueden ser: naranjas, rosadas,
amarillas, crema, violaceas y producen dos tipos de conidias, macro y micro conidias

(Castillo, Vega, Lezcano, Piepenbring & Céaceres, 2013).

6.6.4 Hirsutella sp.

El hongo entomopatdégeno Hirsutella ha sido considerado como un agente potencial de

biocontrol. Sin embargo, este hongo cuenta con caracteristicas como crecimiento micelial
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lento, produccién reducida de conidios con germinacion lenta (Raymundo, Garcia, Lépez,
Ramirez & Rodriguez, 2019).

Hirsutella sp. es uno de los hongos entomopatdégenos mas abundantes e importantes y
podria desempefiar un papel importante en el control de plagas de insectos en la
naturaleza. El género Hirsutella fue erigido por Patouillard (1892)., basado en la especie
tipo H. entomophila Pat., que describi6 a partir de un espécimen recolectado sobre un
escarabajo en Ecuador. Minter y Brady (1980) dividieron este género entomopatégeno
en dos secciones (Synnematous y Mononematous) con base en la presencia o ausencia
de sinnemas. La mayoria de las especies de Hirsutella son sinnematosos, algunos son
mononematosos y algunos otros ocasionalmente producen sinnemas. Se cree que
muchos miembros son anamorfos de teleomorfos dentro de los géneros Cordyceps y
Torrubiella. Incluyen mas de 90 especies que infectan y parasitan una variedad de
especies de invertebrados, como acaros, nematodos e insectos, muchos de los cuales

son plagas econémicamente importantes (Toledo, Simurro & Balatti, 2013).

Hirsutella sp. forma colonias de forma afelpada, color gris o gris olivaceo y en ocasiones
blanco, los conidios se producen de manera solitaria o en agrupaciones de dos o tres y

presentan una morfologia ovoide y verrugosa (Toledo, Simurro & Balatti, 2013).

6.6.5 Paecilomyces fumosoroseus

Paecilomyces fumosoroseus es un hongo entomopatogeno utilizado para el control de
plagas que afectan a cultivos de gran importancia econdémica. Debido a que
Paecilomyces fumosoroseus tiene grandes perspectivas en el control biolégico (Pérez,
Elosegui & Padron, 2003).
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El hongo Paecilomyces fumosoroseus (Deuteromycotina: Hyphomycetes) es un
patégeno de amplio intervalo de hospederos y gran distribucion geografica, que ha sido
aislado del suelo y de insectos de diversos 6rdenes como homopteros, coledpteros y
colémbolos. La patogenicidad de este hongo y su uso potencial como biocontrolador esta
documentado y se ha desarrollado con éxito en algunos productos comerciales derivados
del mismo (Chan, Ruiz, Cristébal, Pérez, Munguia & Lara, 2010).

El género Paecilomyces fumosoroseus presenta hifas hialinas a amarillosas, septadas,
de paredes delgadas. La mayoria presenta ramificaciones verticiladas o irregularmente
ramificadas, llevan en su parte terminal en cada rama grupos de fidlides, las cuales
pueden ser solitarias. Las fialides constan de una porcién basal cilindrica o hinchada,
adelgazandose abruptamente a menudo para formar un cuello muy notorio. Los
conidiéforos llevan cadenas de conidias; éstas son hialinas, unicelulares y de forma
ovoide (CUPUL, 2009).

Paecilomyces fumosoroseus tiene una consistencia algodonosa color café cremoso,
crece con micelio blanco, crecimiento expandido las conidias son menores a 3.5 ym, el
color de la colonia puede ser rosado-gris, rosado-oscuro, gris y el reverso de la colonia
cultivada es amarilla (CUPUL, 2009).

6.6.6 Paecilomyces farinosus

Paecilomyces farinosus es un hongo entomopatdgeno utilizado para el control de plagas
gue afectan a cultivos de gran importancia econémica. La patogenicidad de este hongo
y su uso potencial como biocontrolador esta documentado y se ha desarrollado con éxito

en algunos productos comerciales derivados del mismo (Gomez, 1999).
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Paecilomyces farinosus presenta micelio tabicado, conidiéforos verticilados, células
conididgenas o fialides alargadas con cuello estrecho, donde nacen los conidios que son
ovoides, desarrollandose en sucesion basipétala. En medio de cultivo presenta micelio
blanco algodonoso, observandose coloracion amarilla a amarillo-naranja en el envés de

la placa (Gémez, 1999).

6.6.7 Lecanicillium lecanii

El hongo \Verticillium lecanii, es reportado principalmente como un hongo
entomopatdégeno, muy importante para el control de organismos nocivos. Verticillium
lecaniise le conoce como Lecanicillium lecanii, el cual es utilizado como control
bioldgico de plagas insectiles que afectan a diferentes cultivos y el mismo fue reportado
para Panama incidiendo parasiticamente sobre varias especies de insectos (Gonzalez,

Santamaria, Castrejon, Sanjur, Herrera & Monzén, 2020).

Lecanicillium lecanii, forma colonias en PDA con coloracion blanca y crema en su reverso,
ademas de poseer textura algodonosa. Las conidias presentaron formas elipticas-
cilindricas. Present6 hifas hialinas, con fiadlides en grupos de tres. Las conidias son
elipsoidales a cilindricas, emergiendo en el extremo superior de la fiadlide (Gonzélez,

Santamaria, Castrejon, Sanjur, Herrera & Monzén, 2020).

6.7 Mecanismo de infeccion del hongo entomopatégeno al insecto

El proceso de infeccion se puede dividir en tres etapas: 1. Adhesién de las esporas a la
cuticula del insecto, y germinacion; 2. Penetracion de la cuticula del insecto; 3. Desarrollo
del hongo en el interior del insecto, que generalmente termina en la muerte de éste
(Figura 2) (Gongora, Marin & Benavides, 2013).
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Figura 2. Proceso de colonizacion de H. hampei por el hongo entomopatdgeno. Fuente
(Castellanos, 2011).
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VIl.  MATERIALES Y METODOS

7.1 Establecimiento de sitios de muestreo

Los sitios de muestreo se establecieron en huertas de café ubicadas en la comunidad de

Naranjos municipio de Totutla, Veracruz.

En cada sitio se recolectaron 100 cerezas de café brocadas, las cuales se disectaron

para buscar adultos vivos y muertos (Vélez et. al., 2001).

7.2 Preparacion de medios para el aislamiento de los hongos

Para el aislamiento de los hongos, los insectos se desinfectaron superficialmente con
hipoclorito de sodio al 0.5% durante 5 min y se enjuagaron con agua estéril. Se colocaron
cinco insectos por cada camara humeda a (25°C y 90% HR) durante 8 h para permitir el

desarrollo de los hongos.

Adicionalmente se sembraron los insectos directamente en medio Agar Sabouraud
Dextrosa adicionado con 0.1% de extracto de levadura (ADS+EL) por 8 dias, para permitir
el desarrollo de los hongos. Se preparé este medio de cultivo, pesando los siguientes
reactivos, 10 g de digerido enzimatico de caseina, 40 g de dextrosa, 15 g de agar y 1000

ml de agua destilada (Feng et al. 1990).

Una vez que hubo crecimiento fungico se multiplicaron en medio Agar Sabouraud

Dextrosa adicionado con 0.1% de extracto de levadura (ADS+EL). (Feng et al. 1990).
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7.3 Identificacion de hongos

Los hongos se identificaron a nivel género de acuerdo a sus caracteristicas morfolégicas.
Para lo cual se necesito una cinta transparente, se procedio a tomar la muestra de hongos
crecidos en las cajas petri. La cinta con la muestra fue pegada en la porta objetos que
tenia una gota del reactivo azul de metileno y se observo al microscopio a 100X para

observar la estructura del hongo y lograr su identificacion (Vélez et. al., 2001).

7.4 Caracterizacion fisiolégica

Se realiz6 una caracterizacion fisiolégica que incluyo crecimiento micelial (cm), y
velocidad de germinacion. Con la ayuda de un vernier se midio el crecimiento de los
hongos crecidos en las cajas petri, con los medios de cultivo ADS+EL y PDA (Vélez et.
al., 2001).

7.5 Caracterizacion patogénica

Para la caracterizacion patogénica, se esterilizé agua destilada, tween 80, tubos y
puntillas. Una vez que estuvo listo todo lo antes mencionado se pusieron 30 ml de agua
estéril en un tubo y se le agregaron 7 ml de tween 80 se agitd durante 12 min, de ahi se
tomo de esta solucién un 1 puL con una micropipeta y se le agrego a los hongos que
estaban en las cajas petri, se rasp6 todo el micelio y una vez que se raspoé todo el micelio
se volvio a regresar a los tubos con una micropipeta y los adultos de H. hampei se
sumergieron en esta solucion durante un minuto. Se registro la mortalidad y los insectos
muertos se colocaron en una camara humeda con la finalidad de obtener esporulacion
(Vélez et. al., 2001).
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

En cada sitio establecido se recolectaron 100 cerezas de café brocadas (Cuadro 1).

Cuadro. Recoleccién de cerezas de café brocadas y diseccion de brocas de café muertas

y vivas.
Sitio Cerezas de Brocas de café Muertas Vivas
café brocadas encontradas
Sitio 1 100 80 49 31
Sitio 2 100 92 63 29
Sitio 3 100 72 55 17

Los insectos que se colocaron en cada camara hiumeda de cada sitio establecido no
presentaron ningun crecimiento de hongo. En el sitio 1 las brocas de café que fueron
colocadas en la camara humeda a las 8 h no presentaron ningun crecimiento de hongo,
lo mismo para los sitios 2 y 3. Se mantuvieron en la camara durante 6 dias sin presentar

crecimiento fangico.

Después de seis dias de observacion, se presenté crecimiento de bacteria en los insectos
colocados en la camara humeda en el sitio uno (Figura 3). En el sitio dos se presento
crecimiento de hongo (Figura 4) y en el sitio tres no hubo presencia de crecimiento de
hongo. Pero al séptimo dia se observé de nuevo el sitio tres y ya habia una presencia de

crecimiento de hongo (Figura 5).
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Figura 3. Presencia de bacteria en los insectos del sitio uno

Figura 4. Presencia de hongo en los insectos del sitio dos.
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Figura 5. Presencia de hongo en los insectos del sitio tres.

Las brocas de café que fueron colocados directamente al medio de cultivo de los tres
sitios si presentaron crecimiento de hongo. Los insectos del sitio uno a los cuatro dias de
siembra presentaban crecimiento de hongo (Figura 6). Los insectos del sitio dos a los
cinco dias de siembra presentaron crecimiento fungico (Figura 7). En lo que respecta a

los insectos del sitio tres a los siete dias ya presentaban micelio fungico (Figura 8).

Figura 6. Crecimiento de hongo del sitio uno
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Figura 7. Crecimiento de hongo del sitio dos

Figura 8. Crecimiento de hongo del sitio tres

Una vez que hubo crecimiento fungico se multiplicaron los hongos obtenidos a partir de
los tres sitios. En el sitio uno se aislaron 21 hongos entomopatégenos (Figura 9). En el
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sitio dos se obtuvieron 31 hongos entomopatégenos (Figura 10) y por ultimo en el sitio
tres se aislaron 22 hongos (Figura 11).

Figura 10. Hongos aislados del sitio dos
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Figura 11. Hongos aislados del sitio tres

Para la identificacion de los hongos entomopatdgenos de los tres sitios, se identificaron
a través de un microscopio, se procedié a tomar la muestra de hongos crecidos en las
cajas petri y se colocé en la porta objetos que tenia una gota del reactivo azul de metileno
y se llevé al microscopio a 100X para observar la estructura del hongo, pero los hongos
aislados en el medio de cultivo Agar Sabouraud Dextrosa adicionado con 0.1% de
extracto de levadura (ADS+EL), no se pudieron identificar, porque los hongos crecidos
no presentaron las caracteristicas que se necesitan para lograr su identificacion, las
Unicas caracteristicas que presentaron fueron hifas en los hongos de los tres sitios por lo

gue no se pudo llegar a la identificacion de los hongos.

Al no poder identificar los hongos aislados en el medio de cultivo Agar Sabouraud
Dextrosa adicionado con 0.1% de extracto de levadura (ADS+EL). Se decidi6 desarrollar
nuevamente los hongos aislados, pero ahora en el medio de cultivo PDA. A los 10 dias
de siembra ya habia crecimiento de hongos en el medio de cultivo PDA, presentando las

caracteristicas requeridas para su identificacion como hifas, esporas y clamiddsporas.
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En los tres sitios establecidos se identificaron los siguientes hongos entomopatégenos,
con sus distintas caracteristicas morfoldgicas: siete hongos entomopatégenos que
correspondieron a la especia Beauveria bassiana, este hongo tiene la apariencia de
algodén blanco, cambiando a amarillo mientras se desarrolla y culminando con un color

crema polvoriento, colonia blanca y polvorienta inicial (Figura 12) (Moore y Prior, 2015).

Figura 12. Hongo entomopatdégenos Beauveria bassiana

16 hongos entomopatégenos Metarhizium anisopliae este hongo en medio PDA
presentan un crecimiento de micelio con borde blanco y con grupos de conidiéforos que
se tornan coloreados al multiplicarse las conidias, con diferentes variaciones de color: de
olivo a amarillo verdoso, de olivo a verde, decolorada en el envés, de color miel o amarillo
palido y pigmento amarillo que se difunde en el medio (Figura 13) (Schrank & Vainstein,
2010).

31



Figura 13. Hongo entomopatdégeno Metarhizium anisopliae

9 hongos entomopatégenos Hirsutella sp. que forma colonias de forma afelpada, color
gris o gris olivaceo y en ocasiones blanco, los conidios se producen de manera solitaria
0 en agrupaciones de dos o tres y presentan una morfologia ovoide y verrugosa (Figura
14) (Toledo, Simurro & Balatti, 2013).

Figura 14. Hongo entomopat6geno Hirsutella sp.
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9 hongos entomopatdégenos Fusarium ssp. que en el medio de cultivo presenta un
micelio de color blanco algodonoso con pigmentacion rojo naranja en el medio de cultivo,
conidiéforos simples, cilindricos, laterales, con clamidésporas laterales e intercalares,
microconidios cilindricas ovoides (Figura 15) (Castillo, Vega, Lezcano, Piepenbring &
Caceres, 2013).

Figura 15. Hongo entomopatdgeno Fusarium ssp.

3 hongos entomopatdgenos Lecanicillium lecanii, forma colonias en PDA con
coloracion blanca y crema en su reverso, ademas de poseer textura algodonosa. Las
conidias presentaron formas elipticas-cilindricas. Presento hifas hialinas, con fidlides en
grupos de tres. Las conidias son elipsoidales a cilindricas, emergiendo en el extremo
superior de la fidlide (Figura 16) (Gonzalez, Santamaria, Castrején, Sanjur, Herrera &
Monzon, 2020).
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Figura 16. Hongo entomopatogeno Lecanicillium lecanii.

11 hongos entomopatdégenos Paecilomyces fumosoroseus tienen una consistencia
algodonosa color café cremoso, crece con micelio blanco, crecimiento expandido las
conidias son menores a 3.5 ym, el color de la colonia puede ser rosado-gris, rosado-

oscuro, gris y el reverso de la colonia cultivada es amarilla (Figura 17) (CUPUL, 2009).

Figura 17. Hongo entomopatégeno Paecilomyces fumosoroseus

34



8 hongos entomopatdogenos Paecilomyces farinosus presenta micelio tabicado,
conidioforos verticilados, células conidibgenas o fidlides alargadas con cuello estrecho,
donde nacen los conidios que son ovoides, desarrollandose en sucesion basipétala. En
medio de cultivo presenta micelio blanco algodonoso, observandose coloracién amarilla

a amarillo-naranja en el envés de la placa (Figura 18) (Gomez, 1999).

Figura 18. Hongo entomopatégeno Paecilomyces farinosus

Y por ultimo en los sitios dos y tres hubo 10 cepas de hongos entomopatégenos no
identificados con las siguientes claves (Figura 19).

Hongos entomopatdgenos

Cepas no identificadas
S2H8
S2H12
S2H14

35



S2H15

S2H23

S2H25

S3H8

S3H11

S3H12

S3H23

Figura 19. Cepas de hongos entomopatdégenos no identificados.

A los hongos entomopatdgenos se les realizé una caracterizacion fisiolégica, que incluyo

crecimiento micelial (cm) y velocidad de germinacion. Los hongos entomopatdgenos

aislados en el medio de cultivo Agar Sabouraud Dextrosa adicionado con 0.1% de

extracto de levadura (ADS+EL), tuvieron un mejor desarrollo y un rapido crecimiento de

cepas. En los siguientes cuadros se muestran

las medidas de

los hongos

entomopatdégenos aislados en esté medio de cultivo, de los tres sitios establecidos
(Figura 20), (Figura 21), (Figura 22) y (Figura 23).

SITIO 1
Hongo Crecimiento (Cm)
1 2.1
2 2.6
3 2.4
4 2.5
5 2.0
6 2.4
7 3.2
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8 2.7
9 2.8
10 2.4
11 2.9
12 3.1
13 2.2
14 2.2
15 1.9
16 2.1
17 1.8
18 2.0
19 2.9
20 3.3
21 2.9

Figura 20. Medidas de crecimientos de los hongos entomopatégenos a los 5 dias de

siembra, aislados en el medio de cultivo ADS+EL del sitio uno.

SITIO 2
Hongo Crecimiento (Cm)
1 2.4
2 2.7
3 2.3
4 2.7
5 2.1
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6 2.7
7 2.5
8 3.2
9 2.2
10 19
11 3.1
12 2.2
13 3.5
14 2.0
15 2.6
16 2.8

Figura 21. Medidas de crecimientos de los hongos entomopatdégenos a los 5 dias de

siembra, aislados en el medio de cultivo ADS+EL del sitio dos.

SITIO 2
Hongo Crecimiento (Cm)
17 3.0
18 2.9
19 3.4
20 2.1
21 2.9
22 1.9
23 2.8
24 2.0
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25 3.2
26 2.8
27 3.1
28 3.2
29 3.1
20 3.4
31 3.6

Figura 22. Medidas de crecimientos de los hongos entomopatdégenos a los 5 dias de

siembra, aislados en el medio de cultivo ADS+EL del sitio dos.

SITIO 3
Hongo Crecimiento (Cm)
1 24
2 2.5
3 2.9
4 2.6
S 3.4
6 2.8
7 3.0
8 21
9 1.9
10 24
11 2.2
12 2.0
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13 2.1
14 2.5
15 2.5
16 2.8
17 3.1
18 2.6
19 3.5
20 3.6
21 3.5
22 3.3

Figura 23. Medidas de crecimientos de los hongos entomopatégenos a los 5 dias de

siembra, aislados en el medio de cultivo ADS+EL del sitio tres.

Los hongos entomopatdgenos aislados en el medio de cultivo PDA no tuvieron un buen

desarrollo de cepas, ni presentaron rapido crecimiento de cepas y ademas en el sitio uno

hubo 2 hongos que no tuvieron ningun desarrollo no crecieron solo hubo presencia de

contaminacion. En los siguientes cuadros se muestran las medidas de los hongos

entomopatdégenos aislados en el medio de cultivo PDA de los tres sitios establecidos.
(Figura 24), (Figura 25), (Figura 26) y (Figura 27).

SITIO 1
Hongo Crecimiento (Cm)
1 2.2
2 3.2
3 8.3
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4 6.5
5 7.4
6 6.0
7 8.3
8 4.1
9 4.8
10 2.9
11 5.6
12 6.4
13 X
14 3.5
15 4.2
16 5.9
17 X
18 3.0
19 8.5
20 3.5
21 4.9

Figura 24. Medidas de crecimiento de los hongos entomopatdégenos a los 10 dias de

siembra, aislados en el medio de cultivo PDA del sitio uno.

SITIO 2

Hongo

Crecimiento (Cm)

3.0
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2 4.3
3 5.0
4 8.3
5 6.2
6 5.4
7 8.5
8 6.7
9 8.5
10 7.0
11 5.7
12 X
13 6.4
14 8.5
15 3.1
16 4.1

Figura 25. Medidas de crecimiento de los hongos entomopatégenos a los 10 dias de

siembra, aislados en el medio de cultivo PDA del sitio dos.

17 8.1
18 7.9
19 4.8
20 5.3
21 4.9
22 7.5
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23 4.1
24 6.3
25 7.8
26 8.3
27 8.5
28 7.2
29 3.8
30 5.7
31 8.1

Figura 26. Medidas de crecimiento de los hongos entomopatdégenos a los 10 dias de

siembra, aislados en el medio de cultivo PDA del sitio dos.

SITIO 3
Hongo Crecimiento (Cm)
1 5.5
2 4.7
3 2.1
4 8.5
5 6.6
6 5.6
7 4.8
8 5.4
9 8.3
10 3.9
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11 4.7
12 2.5
13 4.6
14 6.8
15 5.8
16 4.3
17 5.1
18 5.6
19 5.7
20 8.3
21 8.5
22 6.3
23 5.5

Figura 27. Medidas de crecimiento de los hongos entomopatdgenos a los 10 dias de

siembra, aislados en el medio de cultivo PDA del sitio tres.

Se realiz6 una caracterizaciébn patogénica, para eso se seleccionaron 10 hongos
entomopatdégenos del sitio uno. Los hongos entomopatdégenos seleccionados fueron los
siguientes con sus respectivas claves S1H3, S1H4, S1H5, S1H7, S1H14, S1H15, S1H16,
S1H18, S1H19 y S1H20 y con estos hongos entomopatégenos se llevé a cabo el
procedimiento para la caracterizacion patogénica, se registro la mortalidad de los insectos

y a los 3 dias se comenz6 a ver esporulacién sobre los insectos muertos.

Los primeros hongos entomopatégenos que empezaron atacar al insecto fueron los
siguientes S1H4, S1H14, S1H15, S1H16, S1H18 y S1H20. Y estos hongos a los 3 dias
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después de colocarlos en las camaras humedas ya tenian esporulacion (Figura 28) y
(Figura 29).

S1H4 S1H14 S1H15

Figura 28. Primeros hongos entomopatégenos (S1H4, S1H14, S1H15), en atacar a la
broca de café.

S1H16 S1H18 S1H20

Figura 29. Primeros hongos entomopatégenos (S1H6, S1H18, S1H20), en atacar a la
broca de café.
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Los siguientes hongos entomopatdégenos que tardaron un poco mas de tiempo en atacar
a los insectos fueron los siguientes S1H3, S1H5, S1H7 y S1H19 (Figura 30) y (Figura
31).

S1H3 S1H15

Figura 30. Hongos entomopatogenos (S1H3, S1H15), que tardaron en atacar a la broca
del café

S1H7 S1H19

Figura 31. Hongos entomopatégenos (S1H7, S1H19), que tardaron en atacar a la broca
del café
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IX. CONCLUSIONES

Se aislaron 74 cepas de hongos entomopatégenos en medio de cultivo Agar Sabouraud
Dextrosa adicionado con 0.1% de extracto de levadura con posible potencial para

desarrollar un bioinsecticida.

De los tres sitios establecidos en las huertas de café, el sitio dos fue donde hubo mas
cepas de hongos entomopatébgenos en este sitio se aislaron 31 hongos
entomopatdgenos.

Y en los sitios uno y tres hubo menor aislamiento de cepas de hongos entomopatdgenos,

el sitio uno tuvo 21 hongos y en el sitio tres hubo 23 cepas de hongos entomopatdégenos.

Se aislaron otras 74 cepas de hongos entomopatégenos en medio de cultivo PDA para

llevar acabo la identificacion de estos hongos entomopatdgenos.

Se identificaron en el sitio uno, 19 cepas de hongos entomopatdégenos con sus diferentes
caracteristicas morfolégicas, en el sitio dos se identificaron 25 cepas de hongos
entomopatdégenos y por ultimo en el sitio tres se identificaron 19 cepas de hongos

entomopatdgenos.

Los hongos entomopatégenos aislados en el medio de cultivo Agar Sabouraud Dextrosa
adicionado con 0.1% de extracto de levadura presentaron un mejor desarrollo y rapido

crecimiento de los hongos.
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Y por lo contrario los hongos entomopatdgenos aislados en el medio de cultivo PDA no

tuvieron un buen desarrollo ni un rapido crecimiento de cepas.

Los 10 hongos entomopatégenos seleccionados del sitio uno si atacaron a la broca del
cafeé.

Los hongos entomopatégenos que atacaron al insecto fueron identificados

morfolégicamente con los siguientes nombres:

H3, H14, H16, H19 Y 20 fueron Metarhizium anisopliae.

Los hongos H5 y H7 fueron identificados como Hirsutella sp.

El hongo H15 fue identificado como Lecanicillium lecanii.

Y por ultimo el hongo H18 fue identificado como Beauveria bassiana.
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X. RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar con el estudio de los hongos entomopatdgenos, para seguir con
la caracterizacion patogénica de los hongos entomopatégenos de los sitios establecidos

dos y tres y ademas para identificar los hongos entomopatdégenos molecularmente.

También se recomienda continuar con este estudio para desarrollar un bioinsecticida para
un control biolégico contra la broca del café, plaga de importancia econémica en la
comunidad de Naranjos municipio de Totutla Veracruz.
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Xll.  ANEXOS

Diseccion de brocas de café colocacion de insectos en las camaras himedas

Dra.Jacel Adame

Preparacion del medio de cultivo Vaciando medio de cultivo en cajas petri
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Colocacion del insecto directamente al medio Crecimiento de hongos

Sembrando hongo entomopatégeno a cajas petri con medio de cultivo

56



Aislamiento de hongos entomopatégenos del sitio tres
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Hongos entomopatdgenos del sitio uno sembrados en medio de cultivo ADS+EL
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Hongos entomopatdgenos del sitio uno sembrados en medio de cultivo ADS+EL
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Hongos entomopatogenos del sitio dos sembrados en medio de cultivo ADS+EL
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Hongos entomopatogenos del sitio dos sembrados en medio de cultivo ADS+EL
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Hongos entomopatdgenos del sitio dos sembrados en medio de cultivo ADS+EL

62



Hongos entomopatdgenos del sitio dos sembrados en medio de cultivo ADS+EL
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Hongos entomopatdgenos del sitio tres sembrados en medio de cultivo ADS+EL
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Hongos entomopatdgenos del sitio tres sembrados en medio de cultivo ADS+EL
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= Vﬁé Midiendo el crecimiento de los hongos

' entomopatdgenos aislados en el medio ADS+EL
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Caracteristicas morfologicas y microscépicas del hongo entomopatdégeno B. bassiana en

medio PDA
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Caracteristicas morfologicas y microscopicas del hongo entomopatégeno B. bassiana en
medio PDA
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Caracteristicas morfolégicas y microscopicas del hongo entomopatégeno Metarhizium
anisopliae en medio PDA
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Caracteristicas morfolégicas y microscépicas del hongo entomopatdégeno Metarhizium
anisopliae en medio PDA
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Caracteristicas morfolégicas y microscépicas del hongo entomopatdégeno Metarhizium

anisopliae en medio PDA
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Caracteristicas morfolégicas y microscépicas del hongo entomopatdégeno Metarhizium

anisopliae en medio PDA
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Caracteristicas morfolégicas y microscopicas del hongo entomopatégeno Fusarium ssp.
en medio PDA
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Caracteristicas morfolégicas y microscopicas del hongo entomopatégeno Fusarium ssp.
en medio PDA

74



Caracteristicas morfolégicas y microscopicas del hongo entomopatégeno Fusarium ssp.
en medio PDA

MOTTS 4
]
A

Caracteristicas morfologicas y microscopicas del hongo entomopatégeno Hirsutella sp.
en medio PDA
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Caracteristicas morfologicas y microscopicas del hongo entomopatégeno Hirsutella sp.
en medio PDA
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Caracteristicas morfologicas y microscopicas del hongo entomopatégeno Hirsutella sp.
en medio PDA
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Caracteristicas morfolégicas y microscépicas del hongo entomopatégeno Lecanicillium
lecanii en medio PDA
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Caracteristicas morfolégicas y microscépicas del hongo entomopatégeno Paecilomyces
fumosoroseus en medio PDA
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Caracteristicas morfolégicas y microscépicas del hongo entomopatdégeno Paecilomyces

fumosoroseus en medio PDA
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Caracteristicas morfolégicas y microscépicas del hongo entomopatégeno Paecilomyces
fumosoroseus en medio PDA
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Caracteristicas morfolégicas y microscépicas del hongo entomopatdégeno Paecilomyces
farinosus en medio PDA
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AV

Caracteristicas morfolégicas y microscépicas del hongo entomopatégeno Paecilomyces

farinosus en medio PDA
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Midiendo el crecimiento de los hongos

entomopatdgenos aislados en el medio PDA

Observando las caracteristicas

. 7 . , f—
Microscopicas de los hongos entomopatégenos

Preparando la solucién de agua+tween para

la caracterizacion patogénica
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Raspando el micelio del hongo entomopatégeno

Sumergiendo el insecto en una solucién por 1 min.

Colocacion del insecto en la camara himeda
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