SAN MARTIN

NVACIONAL

c
z
<
m
A
o
>
O

o

Esta obra esta bajo una Licencia

Creative Commons Atribucidn-
NoComercial-Compartirlgual 2.5 Peru.

Vea una copia de esta licencia en
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/2.5/pe/



http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/2.5/pe/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/2.5/pe/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/2.5/pe/

n=m) | N|VERSIDAD
TESIS UNSM NACIONAL

DE SAN MARTIN

TARAPOTO - PERU

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN MARTIN
FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS

@

< SAN MARTIN

APO
a0

QVaISYIAINN

TESIS

“DETERMINACION DE LA ACCION DEL HONGO ENTOMOPATOGENO A LA
BROCA DEL CAFE (Hipotenemus hampei), EN LA REGION SAN MARTIN"

PRESENTADO POR:
BACH. CARLOS EDUARDO PHILCO BALVIN

PARA OPTAR EL TiTULO DE:
INGENIERO AGRONOMO

TARAPOTO - PERU
2,001

Tesis publicada con autorizacion del autor

Algunos derechos reservados



n=m) | N|VERSIDAD
TESIS UNSM NACIONAL

DE SAN MARTIN

TARAPOTO - PERU

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN MARTIN

- FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS

DEPARTAMENTO ACADEMICO AGROSILVO PASTORIL

AREA DE MEJORAMIENTO Y PROTECCION DE CULTIVOS

TiTuLO:

“DETERMINACION DE LA ACCION DEL HONGO ENTOMOPATOGENO A LA
BROCA DEL CAFE (Hipotenemus hampei), EN LA REGION SAN MARTIN"

PRESENTADO POR

BACH. CARLOS EDUARDO PHILCO BALVIN

Lot 2

—— S—
Ing. Manuel Rojas T. Blgo.M.Sc.Winston Rios R.
Presidente Miembro
(el d
L - T— A
‘ﬁu
Ing. Eybis J. Flores G. Blgo.M.Sc. Raul Espiritu Cavero
Miembro Asesor

Tarapoto, 06 de Marzo del 2001

Tesis publicada con autorizacion del autor

Algunos derechos reservados



msm] | yNIVERSIDAD
TESIS UNSM NACIONAL

DE SAN MARTIN

TARAPOTO - PERU

DEDICATORIA

A mi sefior Dios todo poderoso ya
mis queridos padres CLEMENTINA
y SEGUNDO, quienes hicieron lo
posible para la culminacion de mi
carrera profesional, por su apoyo
indesmayable y por haberme
inculcado el estudio y la superacién.

Mi més profundo agradecimiento a mi
hermano ANDRES SEGUNDO, quien
me apoyé en fodo momento y a mis
hermanas ELENA, MARITZA'Y
SANDRA.

En memoria a mi querido tio DAVID
PHILCO, que en paz descanse,
quien me dio Animo y apoyo moral
en los momentos mas dificiles.

A mis amores de toda la vida, Anita y
Kiara, quienes ahora son mi
razén de vivir, y para que yo cada
dia me supere mucho mas,

Tesis publicada con autorizacion del autor

Algunos derechos reservados




TESIS UNSM

UNIVERSIDAD
NACIONAL
DE SAN MARTIN

TARAPOTO - PERU

Al

Al

Al

Al

Al

AGRADECIMIENTO

la Universidad Nacional de San Martin, por brindarme una formacién
adecuada.

la Facultad de Ciencias Agrarias, por sus ensefianzas agronémicas.

Bigo. M.Sc. Raul Espiritu Cavero, patrocinador de la presente tesis, por
su decidido apoyo y orientacion.

ing. M.8c. Enrique Arévalo Gardini, co-patrocinador de la presente tesis,
quien me dié un apoyo valioso, que espero en algtin momento retribuirle.

Instituto de Cultives Tropicales, que me facilitdo la ejecucion y el
desarrollo def presente trabajo, como también a todo el personal que en
el labora.

SENASA-SAN MARTIN, por su apoyo con la parte logistica.

la Red de Accién en Alternativas al Uso de Agroquimicos (RAAA), por ei
apoyo econdmico para la ejecucion de la tesis.

ing. M.§c. Carlos Orlando Leiva Oliva, guien me brindé un apoyo
incondicional en ¢! proceso de culminacion de mi profesion.

" Ing. Manue! Doria Bolafios, quien con sus ensefianzas de entomologia,

hizo gue me motivara al estudio de artrépodos.

ing. Mario Enrigue Rivero, por su apoyo desinteresado en ¢l desarrolio
del presente trabajo.

ja Microbiologa, Anita Zapata Granja (Centro de Control Bioldgico- Lima),
por darme ensefianzas en el manejo de hongos entomopatégenocs.

Blgo .M.Sc, Alcira Vera Robles (Centro Internacional de la Papa), por
sus ofientaciones Yy ensefianzas en ¢l manejo de hongos

entomopatogenocs.

Tesis publicada con autorizacion del autor

Algunos derechos reservados




n=m) | UNIVERSIDAD
TESIS UNSM {2} 5| NACIONAL

DE SAN MARTIN

TARAPOTO - PERU

INDICE GENERAL

Pag.

- INTRODUCCION........cooiiieirienerenni e 1
|

B OBJIETIVOS. ...ttt irecisicsinnn s srr s esrasaannnaes 2
.- REVISIONDE LITERATURA.......ccooiiiiei i, 3-15
IV- MATERIALES Y METODOLOGIA. ..o, ‘ 16-26
Vo  RESULTADOS......cccorriiimiiinrien et ars e 27-42
VI- DISCUSION DE RESULTADOS............coccicinrnnne 43-48
Vil- CONCLUSIONES. ... ..ot ecrtce e venes 49
Vill- RECOMENDACIONES.............covviveciinie 50
X~ BIBLIOGRAFIA.........coooeerreieri et 51-54 ’
X- HOJARESUMEN EN CASTELLANO...............c.coceoue 55
Xil- HOJA RESUMEN EN INGLES. e 56
Xll- ANEXOS......cuciiemrirceerieeimmasraernnssrenninssrecsannmmniiniss 57

Tesis publicada con autorizacion del autor

Algunos derechos reservados




nSm| | yNIVERSIDAD
TESIS UNSM NACIONAL

DE SAN MARTIN

TARAPOTO - PERU

CAPITULO |

.-  INTRODUCCION

La superficie cultivada de café en ¢l mundo (10}, es de
12 222 222 ha, con una produccidon de 5 930 000 TM de
grano, de los cuales el 42% pertenece a América del Sur;
19.4% al Africa; 18,9% al Asia; 18,7% a América del Norte y
América Central, y 1% a Oceania(7,10). El Perd representa e}
1,8% de area cultivada en el munde (10), gue es de 220 000
ha, con una produccién anual de 144 872 TM (17), producido
por cerca de 115 00C familias, siendo ta mayoria pequefios
producteres con un promedio de 2 ha .(1 7). En el
Departamente de San Martin se cuitiva 32 130 ha De cafeto,
representando el 14,6% del 4rea cultivada nacional, con una
produccién de 25 201 TM en la campafia 1999-2000 (17).

La preduccién corganica de café restringe rigurosamente ei
uso de pesticidas, debido a esto el conirot de plagas se hace
"cada vez méas dificultoso, principalmente en el control de la
broca del café (Hipotenemus hampei Ferrari), considerada como
ia ptaga de mayor dafio econémico al cultivo del café, por
afectar sus frutos produciendo pérdidas considerables en peso y
calidad (26). En la actualidad, e! honge entomopatégene
Beauveria bassiana (Bals) Vuill. es proyectado como uno de los
enemigos naturales mas importantes de la broca.(12). Algunos
autbres reportan que en muchos paises la infeccidon por esporas
de este hongo, causa la mortalidad de adultos de broca, este
proceso comienza con la diseminacion de las estructuras
infectivas, una vez que entran en contacto con el integumento
de fa broca, germinan y penetran el cuerpo, matandeola en 48
horas camo méaximo.(12, 25, 27).
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t.- OBJETIVO:

1.1. Identificacion de hongos entomopatégenos que afectan a la
broca del cafeto (Hipotenemus hampei, Fertrari), y su

patogenicidad in vitro en San Martin.
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Itl.- REVISION BIBLIOGRAFICA
DEL CULTIVO :
CONSIDERACIONES GENERALES DEL CULTIVO DEL CAFE :

El cultive del café {(Coffea arabica L.}, pertenece a la
familia de las Rubiaceaes, crece aislado y en forma espontdanea
en las montafias de Etiopia vy en dreas vecinas del Sudén, por
encima de 1 500 msnm. El centro de mayor diversidad se sitla
en el Africa occidental. El cultivo se expandid desde Etiopia a
Arabia, posiblemente durante la edad media. A finales del sigle
XVl se introdujo en Java, procedente de Yemén. Pianias
javanesas, que se cultivaban en los jardines botdnicos de
Amsterdam y Paris, produjeron la simiente que llegé al Nuevo
Mundo. En América se hicieron las primerags siembras en
Surinam y en fas Antillas Francesas, a partir d_e esos lugares, el
cultivo se extendié al resto de la América Tropical a comienzos
del siglo XIX (10).

Predomina la especie: Coffea arabica, adaptada a las
- eondiciones climaticas y de suelo de ias areas tropicales y sub
tropicates, hasta fos 2000 msnm. Entre las numetosas
variedades de Coffea arabica se ha prestado atencién a
aquellos de aita calidad y productividad. Sin embargo en las
ultimas tres décadas, los caficulfores han considerado como
caracteristica importante la resistencia a enfermedades camo la
roya amarilla. Entre las variedades de Coffea arabica, tenemos:
Typica, Bourbén, Caturra, Mundo Novo, Paca, Pache ¢ San
Fernando, Catual, San Ramén, Villalobos y Catimor (12, 22, 30).

El suele para una buena preduccion cafetalera debe
reunir caracteristicas, como, profundidad efectiva mayor de 50

cm, horizante arganico mayar de 20 cm.; el cafeto es un cultive
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que compite bien en suelos fuertemente Acidos o
moderadamente 4cidos (pH 4,8 - 6,0). La tolerancia a la
humedad se deriva de la correcta ubicacién del cultivo y el
establecimiento de practicas preventivas de la erosién para
conservar el suelo. El régimen de humedad se define en
términos de nivel fredtico y presencia o ausencia de agua
sostenida a tensiones menores de 15 bares/periodo del afo (25,
30).

El clima esta determinado por ia interaccién de varios
factores como son: aftura, temperatura y precipitacién. En
alturas de 1200 a 1600 m.s.n.m., existen lluvias altas y baja
luminosidad y una temperatura de 18 a 20 °C, produciendo un
café de excelente calidad; entre los 900 a 1200 m.s.n.m., ias
luvias son medias y hay media juminosidad y una temperatura
de 20 a 22 °C, produciendo un café de buena calidad; entre 600
a 900 m.s.n.m., hay liuvias bajas y luminosidad alta y una
temperatura de 22 a 24 °C (12, 25, 30).

La temperatura promedio anual favorable es de 19 a
21,5 °C, con una oscilacién diaria de 10 2 13 %C: una minima
entre 15 a 17 °C y una maxima entre 25 a 28 °C. (10, 30)

En cuanto la a precipitacién se considera como zona
éptima aquellas que presentan de 1800 a 2000 mm/afio, con
precipitaciones mensuales de 100 ml como minimo {12, 25).

El café requiere para su crecimiento, floracién vy
fructificacién un ambiente fresco, poca iuz y suficiente
humedad. Los beneficios de la sombra para el café son los
siguientes . mejor calidad de grano, mejor regulacion de la
floracién y maduracién del fruto y por consiguiente las
cosechas, mayor vida dqtil del cafetal, genera un aumento de las

ramas primarias y secundarias, etc (10, 12, 25).
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DE LA BROCA DEL CAFE:

ORIGEN E IMPORTANCIA ECONOMICA

La broca (Hipotenemus hampei Ferrari), es la plaga de ‘
mayor importancia econdémica que afecta el cultivo del café, es
originaria de Africa (Uganda) (21) y se describi6 por primera vez
en 1901 en el Congo Belga (29). En Brasil se introdujo
probablemente entre los afios de 1913 y 1924, aunque fue para
los ultimos afios cuando se constaté ataques intensos (29). Se
informé que al Peru llegé en e afio de 1962 (21).

La broca es un coleoptero negro del tamafio de la cabeza
de un alfiler, por lo que se dificulta distinguirla a simple vista.
Las hembras perforan los cerezos por el ombligo, labor que dura
aproximadamente 5 horas, hasta llegar a la almendra donde se
alimentan y adelantan su proceso reproductivo. Para su |
reproduccion prefieren en primer lugar frutas sobre maduras, en
segundo lugar las maduras y en tercer lugar las verdes. En
consecuencia el ataque a los frutos verdes ocurre cuando la
broca no encuentra frutos adecuados. Las hembras viven de 5 a
6 meses, y pueden perforar varios cerezos (3-5), poniendo en
total 74 huevos (7, 12, 25, 29)

DESCRIPCION Y BIOLOGIA DEL INSECTO:

Zevallos (31), clasifica a la broca del café de la siguiente

forma:
Orden : Coleéptera
Familia : Scolitidae
Género Hipotenemus 1
Especie Hipotenemus hampei Ferarri
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En las hembras, la cabeza es globular, con antenas
capitadas de cinco segmentos, mide aproximadaments de 1,65 a
2,0 mm de largo,

El macho mide 1,18 mm de largo. La relacién entre namero
de machos y hembras es de 1:10. Las hembras, al iniciar el
periodo de oviposicién, coloecan en promedio dos huevos diarios
y posteriormente, después de 10 a 20 dias del inicio de la
oviposicién, colocan un huevo por dia durante 10 a 12 dias y
finalmente, un huevo cada dos dias. Su cicle biolégico varia de
27 a 30 dias (huevo: 8-10 dias; larva: 14 dias y pupa: 7 dias),
pudiendo ocurrir hasta siete generaciones por afio
(19,21,29,30).

El adulto hembra mide 1,5 - 1,7mm de iargo, color negro
con élitros estriados y cubierto de pelos(setas) muy finos, no
ramificado. Los insectos machos son de menor tamafio que las
hembras y de color mas claro. y las alas motoras rudimentarias

N

La hembra una vez fecundada abandona el grano y busca
unho no atacado para ovipositar y generalmente alli permanece
hasta que muere. La longevidad de las hembras puede ser de
282 dias, poniendo maximo 120 huevos.(12)

El insecte mache no abandona la cereza, alli cumple todo
su ciclo y dentro de ella ocurre la cépula. La retacién de sexos
es de {1 mache para 10 hembras, y la longevidad del macho es
de unos 40 dias. El ciclo total de huevo a adulto es de 21 a 39

dias, dependiendo de las condiciones climéticas (12, 21)

La hembra no es buena voladora y parece que su radic de
accién va mas alid de los 200 metros (12, 21, 29).
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La longevidad promedio del adulto es de 156 dias y cada
hembra coloca de 31 a 119 huevos. Entre las cosechas, la
hembra permanece en los frutos que caen al suyelo debajo de la
sombra de la planta, manteniéndose alli hasta la préxima
fructificacidn. Este lapso se denomina perfodo de transito. Los
dafios se inician en los frutos entre fos 120 a 150 dias después
de Ja floracién, cuando ataca con preferencia frutos de
consistencia sélida, de aproximadamente 20% de su peso seco.
Este periodo es muy importante, ya que en éf deben iniciarse las
actividades de muestreos de frutos. Si los frutos se encuentran
muy tiernos o acuoses no son preferidos por la broca. Diversos

factores favorecen la infestacion del insecto.

_ Dentro de los componentes del clima, las lluvias tienen un
efecto direcio cuando son de poca intensidad, ya que favorecen
ta reproduccién abundante del insecto, y su exceso tiene un

efecto indirecto al atrasar la cosecha normal (21, 26, 22, 29)

Las hembras son capaces de dispersarse a distancias mayeres a
los 300 metros y tienen la facilidad de discriminar los frutos

cuando estdn maduros. (18)
DANOS QUE CAUSA :

La hembra inicia el ataque al perforar con las mandibulas
la cereza a la altura del disco o corona del fruto (sitio opuesto al
pedunculo) luego llega hasta la almendra en donde depositan
sus huevos de los gque salen las larvas que se encargan de
destruir gran parte de las almendras (7, 12, 21)

Esta plaga ataca los frutos verdes, maduros y secos, los
granos verdes menores deo 3 meses no son aptos para su
reproduccién. Los cerezos que no han madurade caen con

frecuencia, lo cual disminuye considerablemente la produccién.
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El café maduro dafiado por ja broca tiene menor precio en ol
mercado (7, 21).

Por otra parte, la tasa de reproduccién del insecto varia de
acuerdo con la aititud; a medida que ésta aumenta se afecta
negativamente el ciclo biolégico, por reproducirse lentamente
(22, 5).

DEL HONGO ENTOMOPATOGENO

La ubicacién taxondémica del hongo (Beauveria bassiana

Vull. Bais), es como sigue (24) :

Reino : MYCETAE (Fungi)

Sub Reino : EUCARIOTA

Divisién : AMASTIGOMICOTA

Sub division : DEUTEROMYCOTINA

Clase :DEUTEROMYCETES

Sub clase : HYPHOMICETIDAE

Orden : MONILIALES

Familia : MONILICEAE

Género . Beauveria

Especie . Beauveria bassiana Vull Bals.

Los hongos constituyen uno de los principales grupos de
patégenos, que afectan una gran variedad de insectos acuaticos
y terrestres y algunos invertebrados. La mayoria de los hongos
entomopatégenos poseen hifas que juntas constituyen micelios.
La reproduccién se hace a través de esporas sexuales o
asexuales.(13, 186)

Los hongos mdas comunes que causan enfermedades en las
diferentes especies de plantas e insectos pertenecen a las sub-

divisiones Mastigomycetes, Ascomycetes y Deuteromycetes
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{(hongos imperfectos). Siendo estas Ditimas las mas importantes
y numerosas, caracterizado por presentar una reproduccién

asexual y presencia de conidias {13,16).

Las especies del género Beauveria, se encuentran
afectando a una serie de insectos, desde el nivel del mar hasta
los 4000 m.s.n.m. Este hongo desarrella en medio de cultive
bajo condiciones de laboratorio siendo factible de muitiplicarlo
en forma masiva utilizando como sustrato una serie de granos o
cereales, como, arroz, cebada, trige, etc (16).

Las colonias que desarrollan en medio de cultivo,
presentan un aspecto aterciopelado ¢ pulverulento, de color
blanco, tornandose amarillo palide a medida que la colonia
envejece, lo cual se observa al reverso de la placa de cultivo. La
fructificacién estd constituida por céluias conididgenas que
forman conidias sucesivas en un conidioforo que se desarrolla
en forma de 2ig-2ag. Esta fructificacién acurre simple(Beauveria
brongniartii) o en clusters (Beauveria bassiana).(19, 25, 27)

CARACTERISTICAS DEL HONGO:

Las especies que se encuentran en nuestre pais son:
(Beauveria bassiana), y (Beauveria brongniartii}, encontrandose
la primera en la Costa y Selva, y la segunda en la Sierra (18,
27)

Beauveria bassiana, presepta conidiéforos apifiades,
formando grupos de conidiéforos muy juntos; células
conidiogenas, en forma de botella o globosas con un cuelio muy
corto; conidias globosas ¢ globosos e¢lipscidales, lisos y
hialinos, a veces con la base apiculada; raquis méas corto, hasta
20 micras de largo (16, 27).
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Beauveria brongniartii, presenta conidiéforos solitarios o
en grupos ralos, a te large def micelio o en forma dicotémica con
relacion al micelio; células conididgenas de forma atargada o
tubular, con base sub globosa o cilindrica; conidios elipsoidales,
hialines, & veces con base apiculada; raquis mas largo, hasta 25
micras de largo. (8, 12,16, 27)

MODO DE ACCION DEL HONGO:

El desarrollo de la infeccion de los hongos
entomopatégenos y particularments de los Deuteromycetos,

puede ser dividida en 10 etapas:

1.-Inoculacién.- Cuando las conidias se fijan al tegumento

o superficie def insecto,

2.-Germinacion.- Las conidias sobre ¢l tegumente, emiten
un tubo germinative con formacion de unos apresorios para

penetrar el exoesqueleto del insecto.

3.-Penetracién.- Cuando se produce una seria de-
transformaciones fisicas es decir el rompimiento la cuticula por
efecto del apresorio y quimicas por la accidn de la enzima

histotisis sobre fa quitina.

4. -Desarrollo.- Una vez dentro del insecto, el hongo se
desarrolla infectando tas cetulas internas a travez de la emision
de hifas.

5.-Produccion de toxinas.- Las micotoxinas en el
hemocele actuan como inhibidoras de las reacciones de defensa
del insecto (alterando los hemocitos y retardo en la agregacién

de las células de fa hemoiinfa).

6.-Muerte del insecto.- ocurfe antes que el hongo
calonice todo el hemocele.
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7.-Colonizacion total.-El micelio invade todos los 6rganos
y tejidos{tejido adiposo, aparato digestivo, tubos de maipighi,
sistema nervioso central, muscuios y traqueas),
transformandose en una momia resistente a la descomposicion

bacteriana.

8.-Emergencia del hongo al exterior.- Luego de realizar
casi todo su ciclo biolégico, e! hongo rompe la quitina en un

lugar determinado (manteniendo intacto e} integumento).

9.-Esporulacion.- Una vez que las hifas atraviesan el
tegumento hay produccién de conidias, si las condiciones de
humedad relativa son altas.

|
|
|
10.-Diseminacion.- Las conidias formadas sobre el insecto }
se diseminan por accién de} viento, agua u otros |

|

|

organismos.(13,16, 31)

En los Gltimos afios, los hongos entomopatégenos han sido

el grupo de microorganismos mas estudiados en todo el mundo,
s¢ han determinado méds de 700 especies reunidos en 90
géneros pardsitos de insectos y &caros en los habitats mas
variados (8). Las conidias del hongo (Beauveria bassiana), son
las estructuras infectivas y una vez que entran en contacto con
el integumento de fa broca, germinan y penetran el cuerpo,
inmovilizandola después de las 48 horas como maximo. Luego
contin(a su desarrotlo internamente en el insecto hasta causar
su muerte. Las estructuras de reproduccién emergen del cuerpeo
de la broca a los 8,5 dias, produciendo de nuevo conidias que

pueden iniciar un nuevo ciclo de infeccién (7, 12, 25, 27, 30)

Se requiere una adecuada humedad y temperatura para
una exitosa esporulaciéon y germinacién de las conidias. La

caracteristica mas clara de una infeccion fungal es la presencia
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de micelio en el insecto afectado. En estados tempranos de la
infeccién el insecto deja de comer y se muestra lento, cambia de
color en algunas ocasiones y el insecto muerto es cubierto con
hifas esporulantes.(13, 25, 27,31).

TRABAJOS REALIZADOS CON Beauveria bassiana:

Numerosas investigaciones han confirmadeo {a presencia de
hongos del suelo capaces de invadir quistes y huevos de
Heferodera avenae Woll, H. Beauveria bassiana, aplicado como
una suspensidén de esporas al area foliar asi como el suele, ha
demostrade su alta capacidad biocontroiadora del escarabajo
colorado de ia papa Leptinotarsa decemlineats, ademas a sido
reportade como patbgeno de otros insectos (11).

Con Ila finalidad de estudiar la patogenicidad de
(Beauveria bhassiana), sobre tos gorgojos negro y rayado, ambas
plagas importantes del plétano. El hongo fue aisiado de la Broca
del Café (Hipotenemus hampei) infectado naturaimente e
incrementado masivamente en granos de arroz beneficiado. Los
testigos fueron puesios en contacte con sustrato arroz2 sin
Besauveria y aspersiébn con agua destilada. Los resultados
obtenidos revelan gue el método de inoculacién no influye
significativamente en el porcentaje de mortalidad de los
gorgojos. Sin embarge el gorgojo rayado resulté ser méas
susceplible aicanzando a los diez dias el 100% de mortalidad, el
gorgojo negro alcanzé valores entre el 45 y 50 % de mortalidad
(4).

La GTZ conduce en Viila Rica un proyecto da produccién
de café orgénico gue busca métodos de un control biolbgico de

la plaga mediante el hongo Beauveria bassiana . Antes de
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iniciar los ensayos, la infestacién por el insecto alcanzé entre 2
y 41%. El parasitismo por este hongo en condiciones naturales
era de O a 2.6%, como maximo se encontré el hongo en 20% de
los cerezos brocados. Se aislé el hongo en PDA y se procedid a
su produccién masal en diferentes substratos, resultandec mejor
en granos de arroz sin pilar. Entre Diciembre de 1 885 y Marzo
de 1 998 se efectuaron 3 aplicaciones de suspensién de
conidias en parcelas de 8 x 4 m. Y se evalué el efecto a 7 v 14
dias después. Constatando un aumento de la infeccién por el
hongo en comparacién con el testige (26).

Diferentes métodos de propagacién masiva fueron
probados con el fin de incrementar tanto la esporutacién de los
hongos como el rendimiento del substrato arroz - descascarado.
Pruebas preliminares realizadas empleando botelias come
recipiente, indicaron una méaxima produscién de esporas por
Beauveria bassiana (1,29 - 2,29 x 10'"Y) con 50 gramos de arroz
méas 60 a 80 m). de agua. Los resultados de la comparacién de
métodos empleados indican que no hay diferencias en el nimero
de esporas de Beauveria bassiana en bolsas aireadas (6,9-11x
10'") (9). En ol Brasii se hace uso de Metarhizium anisopliae
para el control de la cigarritas de la cafia Mahanarva fimbriolata
y M. postica en pulverizaciones terrestre y aéreas. A los 15 dias
de aplicacion se observa una mortalidad de 80% de ninfas y
adultos (16). Dentro del manejo integrado de ia broca del café
(Hypotenemus hampei) en Colombia, desde 1993 se usa el
hongo Beauveria bassiana, para asperjar en fincas infestadas
con esta plaga produciéndose alrededor de 6G TM del hongo por
afio {3). En Nicaragua se aplican en suspensiones de esporas
en plantas de algodén para el control del picudo (Anthonomus
grandis). Se ha observado que la viabilidad de las conidias se
reduce drasticamente 48 horas después de la aplicacidn tanto

en los esiratos bajos de la planta como en los expuestos
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directamente a la luz. {(14). Para la broca del café en Managua
se usan suspensiones acuosas del hongo (beauveria bassiana
Balsamo). Las aplicaciones se realizan con equipos de alte o
bajo volumen en los meses de Junio — Agosto, produciendo
episotias altas debido a Ia presencia de lluvias después de fa
aspersién asegurando de esta manera el establecimiento del
hongo (2).
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IV.- MATERIALES Y METODOS

Ubicacion. El desarrollo del estudio se realizé en las
instalaciones del Instituto de Cultivos Tropicales, que
cuenta con una estacidén experimental de 10 ha, ubicado
en el Distritc de 1a Banda de Shilcayo, 2 2,5 km de la
ciudad, entre las coordenadas 76°18" long osste y 06°28"
Lat. Sur, a 333 msnm. El clima es célido con una
temperatura promedio de 28 “C y precipitacion de 1,239
mm/afio.

Componentes en estudio .

a.- Broca del Cafe (Hipotenemus hampei}.- La
recoleccién de brocas se hizo en dos estados
fisiolégicos (muertos y vives); primero se colectaron
brocas muertas infectadas con el hongo adheridas atl
cerczo del café y segundo se recolectaron brocas
vivas gue Se¢ alojaban en el interior dei cerezo de
café, donde también encontrébamos huevos, larvas,
pupas y pre-pupas. De aqui se selecciont diferentes
estadios para criar la broca.

b.- Entomopatégeno.- Hongos aislados a partir de brocas
adultas muertas, momificadas y esporuladas,
provenientes de zonas cafetaleras representativas del
Departamento.

Descripcion del Experimento :
4.3.1 Prospeccién.

La prospeccién de hongo entomopatégeno a la broca
del café se realizé en plantaciones representativas en el

ambito del departamento de San Martin. Las muestras se
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cotectaron en siete localidades ubicadas en las
provincias de Lamas, Moyobamba, Rioja ¥y San Martin, de

acuerdo al mapa adjunio.
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El muesirec se regalizdé recorriendo la plantacién
seleccionada en forma de zig-zag en sentido esie a oste;
se tomaron 6 plantas al azar sobre un area aproximada de
1/4 de ha: Los frutos fueron muestreados del tercio
superior e inferior de ia pianta.

De las ramas seleccionadas al azar, se registré el
namero total de frutos, frutos infestades por broca vy
frutes con presencia del hongo blanco. Para cada

evaluacidn,
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Los datos obtenidos se expresaron en porcentaje de
infestacién y porcentaje de infeccidn utilizando la

siguientes formulas (28) :

Porcentaje de infestacién. = Frutos infestados x100 %

Total de frufos

Porcentaje de Infeccién = Frut. con hongos x100%

Frutos infestados

Las muestras obtenidas se colocaron en bolsas de
papel con aireacién en promedio de 3 bolsas de papel de
cuatro kilos de peso, y se trasladaron ai laboratorio de
Fitopatologia del ICT.

De las muestras obtenidas se realizaron aislamientos
de los entomopatdgenos obtenidos los que se codificaron

considerando principalmente el lugar de procedencia.
Ej: MJA
M = Meyobamba (Provincia)
J = Jepelacio (Distrito)
A = Orden de aislamiento.

En el Cuadro 1 se indican las codificaciones de los

ailamientos obtenidos

Tesis publicada con autorizacion del autor

Algunos derechos reservados




nSm| | yNIVERSIDAD
TESIS UNSM NACIONAL

DE SAN MARTIN

TARAPOTO - PERU

Cuadro 1. Codificaciéh y Lugar de Procedencia de los
Aislantientos.

CODIGO PROCEDENCIA

RPA Rioja - El Porvenir

RNA Rioja - Nueva Eden
RAA Moyobamba - Angahiza
MJA Moyecbamba — Jepelacio
MJB Moyobamba — Jepelacio
LZA Lamas - Zapatero

LZB Lamas — Zapatero

LZC Lamas — Zapatero

LPA Lamas — Pamashto

LPB Lamas - Pamashts

LPC tamas — Pamashto

LPD Lamas -~ Pamashto
TCA Tarapote - Cachiyaco
TCB Tarapoto — Cachiyaco
TCC Tarapoto — Cachiyaco
TCD Tarapoto — Cachiyaco
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4.3.2 Aislamiento e identificacion de entomopatogenos
Aislamiento:

Los frutos colectados, asi como las brocas y los
entomopatégenos, se procesarcn de acuerdo al siguiente

protocolo (6)

- Los frutos con presencia de brocas momificadas y con
micelio bianco, ubicadas en orificio de entrada, fueron
partidas con mucho cuidado para extraer a la broca

infectadsa.

- lLas brocas infectadas, se desinfectaroen externamente,
sumergiéndoios en lejfa al 6,5% por 10 minutos.

- Se enjuagd por 3 veces, sumergiendo en agua destilada
estéri! y luego se secaron en papel toalla estéril.

- Las brocas secas y desinfectadas se pusieron en una
camara hameda, que consiste en una Placa de Petri en
cuyo fondo se colaca papel filtro o papel toalla estéril,
donde se colocaron dos pedazos de algoddn humedecido
con agua destilada esteril (ADE), debajo de los cuales
colocamos cubre objetos. con las brocas desinfectados,

hasta la esporulacién del hongo.

Las brocas con esporulacién fueron procesados para
aistar el hongo, déndole condiciones favorables para su
crecimiento, colocandolos en PDA.
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Identificacion del hongo :

Se realizaron las observaciones de las

fungosas de cada aislamiento al microscopio compuesto.

- Para la identificacién del género se utilizé la clave para
hongos imperfectos de BARNETT et al 1998 (1).

Para la identificacion de las especies de Beauveria,
con propiedades entomopatégenas, se utilizé la clave de
Identificacién Elaborada por Samson, 1981 (20), conforme

las siguientes caracteristicas:

1.Fialides con la parte basal dilatada terminando en zig
zag bien definido o apenas en la parte terminal de la

BRSO A o e R e T Beauveria

1.1.Conidias globosas o subglobosas con2a3x2a 2,5
micras, con conidioforos formando densos

FTAZIMOS .o cceeeaaaann .....B. bassiana

1.2.Conidios elipsoides con 2 a 3 x 1,5 a 2,5 micras,
conidioforos escasos y raramente en

FAZIMOS . iiciiiisinninsasommransmssssnansmansmnnn B. brongniartii

1.3.Conidios hialinos, lisos, cilindricos, frecuentemente
dilatados en una extremidad y francamente curvados, con

3,5a5x1,5a2micras, ........cc....... B. amorpha

1.4.Conidios globosos a elipsdides, predominantemente
verrugosos, cubiertos por camada gelatinosa, con 3 a 4

micras, de diametro.........cooiviinnnnnn. B. velata

1.5.Conidios sin las caracteristicas arriba, fuertemente

curvados (forma de coma)............... B. vermiconia
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4.3.3 Caracterizacion cualitativa y cuantitativa de tos

aisfamientos.

Caracterizacién cualitativa:

- Las evaluaciohes se realizaron por un tapso de 18
dias, se registré6 cambios en o} crecimiento y desarroiio
de cada aislamiento (acanalamiento de la parte central
del medio de cultive, rasgos pulverulentos, cambios de
coloracién).

Caracterizacién cuantitativa;
a.- Tasa de crecimiento radial

Se homogeneizé a un solo ritmo de crecimiento,
para esto se sacdé con un sacabocado un disco del
cultivo en estudio de 0.9 cm de diametro que fue

colocado en el centro de una placa Petri con medio.

Se realizaron evaluaciones diarias, midiendo
con una regla graduada el didmetro de cada colonia,
asl también se toméd lecturas de la temperatura,
obteniendo promedios de mafiana (29,30°C), tarde
(30,06°C) y noche (29,20°C), y una temperatura
diaria general de 29 ,5°C.

b.- Concentracidn de conidias:

Se registré la concentracién de conidias en

cada aislamiento, procediendo de la siguiente forma :

- A las placas conteniendo el aislamientos de 25 a
30 dias de edad, se le afiadié 10 m! de agua

destilada estéril mezclado con Twin 80 al 0.01%,
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Se agité manualmente, como también se dejé por 12
horas en movimiento sobre el agitader orbital; la

suspensidn de 10 ml se vertié a un tubo de ensayo.

Se hizo una dilusién de 10", previamente
homogenizada se sacaron 5 mueéstras con una pipeta
de 0,5 mi para colocarla en la Camara de Neubauer y
realizar el conteo, cada muestra tiene S5 conteos. La
concentracién de conidias por cada aislamiento, se

calculé con la siguiente férmula :
Concentracién = Promedio x 5 x 10*x 10
Donde :
Promedio = Promedio General

5 = Nimero de conteos realizados

1E

10* = Constante

10 = Inversa de la dilusién realizada{10™").

c.- Porcentaje de germinacion :

Esta prueba establece la viabilidad del hongo en
combinacién con el estimado daif nimero de esporas,
se puede calcular la cantidad de esporas viahles de
una formulacién por unidad de peso o volumen, se
procede de la siguiente manera :

- Se prepar6 de 10 a 15 mi de Agar-agua al 1,5% sin
acidificar en placas Petri. Se matcaren 5 puntos en
ia superficie externa inferior de la placa,
correspondientes a los puntes en Jos cuales se

depositan las gotas con las conidias.
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De la dilusién 10" de cada muestra preparada en la
muestra anterior y previamente agitada, se tomé6 5
m! para depositar en la piaca de Petri, 5 gotas por
placa. Las ptacas Petri inoculadas se incuban a

temperatura ambiente durante 18 horas.

Transcurrido ¢l tiempo de incubacion se agregd una
gota de azul de lactofenol a cada gota con el
propésito de detener la germinacién y a la vez tefir
las esporas del hongo. Luego se corté en cuadrados
el area donde estd la gota, para depositaria sobre
una lamina porta objetos y se cubre con una

faminilia.

Las observaciones se hicieron con el objetivo 40X,
contando un minimo de 100 esporas, se registraron
las germinadas y no germinadas, las cuales son
faciles de diferenciar. Las conidias germinadas
presentan tubo germinativo, las no germinadas
estan sin cambio alguno y no presentan esta
estructura. Con los datos que se cbtuve se calculé

el porcentaje de germinacién.

4.3.4 Patogenicidad:

a. Recoleccién y cria de brocas sanas

Antes de realizar {a prueba de patogénicidad se crié
brocas adulias hasta los 16 dias de edad; para esio
se visitdo el Sector de Alte Progresc, Alonso de
Alvarado Rogue en la provincia de Lamas, a 1100
msnm y ubicada en las coordenadas de L.§ 08° 21"
20" y L.O 76° 46' 30", de donde obtuvimos frutos
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afectados con broca y aparentemente libres de

hongos o cualquier contaminante.

Previo diagnéstico cuarentenario para descartar que
las brocas del campe estaban infectados con
entomopatdgenos, en el laboratorico se seleccionéd
los hueves, las pupas y los adultes, los cuales se
colocaron en placas de plastico previamente
desinfestadas con alcohol de 86° y en la parte
inferior de la placa se colecé pape) de filtro estéril.
De aqui sacamos la pobtlacién masal para la prueba
" de patogenicidad.

b. Preparacién del indculo

De los 16 aislamientos obtenidos en la fase anterior
se repicaron a placas y tubos con PDA, estas se

sellaron para atmacenarlos.

Una vez homogenizado a 25 dias de edad a todos los
aisiamientos, se afadié a cada placa petri con el
cultive, 10 ml de ADE mezclado con tween 80 al
0.1%, se prepararon dilusiones de 107",

Se procedié con el conteo de conidias en la camara

de Neubauer, obteniendo concentraciones iniciales
a las cuales se homogenizé a una concentracién
de 1x107 conidias por mililitro, agregando ADE y
twin 80

c. Inoculacién

Las brocas sacadas de la crianza, se desinfectaron
nuevamente de la misma forma como se hizo para el
aislamiento en placas de las momias. Después de la
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desinfeccion las pusimos en una tela tipo tul, para
ser colocadas en un vase de precipitacién que
contenia la concentracidn de un  determinado

alslamiento, durante 2 minutos.

- Como siguiente paso irasladamos a las brocas ya
inoculadas a unas placas de Petri estériles que

estaban acondicionadas como cadmaras himedas.

- Después de 24 h de haber inoculado, se colocd en
cada placa, semillas de café maduro recién peladas

y ¢con una humedad del 45%.
d. Observaciones registradas

Las evaluaciones se hicieron hasta los 10 dias, y se

registraron los siguientes parametros:

1. Niimero de brocas vivas.- Se conté el nimero de
brocas vivas en fas diferentes repeticiones de los

tratamientos, como también del testigo.

2. Nimero de brocas muertas.- Se conté el nimero
de brocas muertas en as diferentes repeticiones de

los tratamientos, como también del testigo.

3. Nomero de brocas esporutadas.- Se conté el
nimero de brocas esporuladas (presencia de! hongo

blanquecino sobre el insecto).

4. Namero de brocas no esporuladas.-Se conté eof
numero de brocas sin esporular (sin presencia de!

hongo blanquecino sobre el insecto).

5. Porcentaje de mortalidad.- Ei porcentaje de

mortalidad se calculd con la siguiente fédrmula :
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4.4

4.5

Total de insectos muertos a los 10 dias x 100

Total de insectos en !a placa

6. Porcentaje de esporulacién.- Se utilizé |la

siguiente férmula:

Total de insectos esporulados a los 10 dias x 100

Total de insectos en la placa

Tratamientos en estudio:

Cada une de los hongos aislados, se
constituyeron en los tratamientos en estudio para ta
caracterizacidén cualitativa y cuantitativa del hongo,
asl como su grado de virulencia frente a la broca. Se
considerd un tratamiento testigo al cual solamente se
le agregé agua destilada estérii en la misma
proporcidn que a los demas,

Disefio experimental:

Todos los dates que se obtuvieron de las
diferentes evaluaciones realizadas en el presente
trabajo, fueron transformados, previo al analisis

estadistico.

Para la comparacion de tasa de crecimiento
radial, porcentaje de germinacién y concentracién de
conidias se utilizo ef Diseflo Completamente al Azar

con 16 tratamientos y cuatro repeticiones (29).

Para el porcentaje de mortalidad y
esporulacién, se utilizé el Disefio Completamente al
Azar con 17 tratamientos (se incluye un testigo sin

indcule) y cuatro repeticiones (29).
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El anaiisis de varianza para el porcentaje de
mortalidad, porcentaje de espordlaciéon y tasa de
crecimiento radial se proceso de la siguiente forma:

A los datos de las diferentes repeticiones
plasmadas en ias fichas de evaluacién se les sacé la
regresion lineal, luego se saco el promedio de estas
regresiones, chteniendo datos que fueron procesados
bajo el programa estadistico SAS. La prueba de
Duncan se utilizé para realizar la significacién

estadistica.
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V.- RESULTADOCS :

5.1 Porcentaje de Infestacién de Broca en granos de café y

Porcentaje de brocas infectadas

En el Cuadro 2, Mostramos el porcentaje de infestacién de
la broca en frutes de café y el porcentaje de brocas infectadas
con entomopatogenos nativos en las diferentes localidades
muestireadas; on el gue podemos observar que el mayor
porcentaje de infestacién (60%) se encontré en la localidad de
Lémas-Pamashto-BeHavista y menor {35%) en la localidad de
Moyobamba-Angahiza.

Referente a brocas infectadas este fue mayor en la localidad
de Lamas-Pamashto-Bellavista (18%) ¥ menor en Moyobamba-
Jepelacio y San Martin-Tarapote-Cachiyacu (0.5%)
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Cuadro 2: Porcentaje de infestacion de broca en frutos de
café y Porcentaje de brocas infectadas por

Beauveria bassiana en campo.

. ocalidad % Infes. broca; % Brocas infect.
Moyobamba-Angahiza 35.0 1.0
Rioja-El Porvenir 375 2,5
Rioja-Nueva Eden 37.5 1.5
Lamas-Zapatero-Talliguiwi 50.0 2.0
.amas-Pamashto-Beliavista 80.0 18.0
oyobamba-Jepelacio 40.0 0.5
Ean Martin-Tarapoto-Cachiyacu 57.5 0,5
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§.2 Aislamientos Realizados y su identificacidn

En el Cuadro 3, Se muestra las caracteristicas biométricas
del hongo, haciendo posible con estos datos la identificacién de
la especie (20). Para la identificacion del género se tuvo en
cuenta las caracteristicas morfolégicas y culturales de los
aislamientos, que comprendieron a lo descrito para el género
Beauveria: Micelic blanco, ligeramente coloreado con una
apariencia pulverulenta blanca, conidiéforos  simples,
regularmente agrupados en grupos verticilados; en algunas
especies la base es inflada o ancha, con apariencia de zig - zag,
después de la produccién de ceonidias; Conidias hialinas,
redondeado a avoide, una sola céluja, seca, de origen simple en
pequefios denticulos parasitos en insectos. Todos los
aislamientos evaluados pertenecieron a Beauveria bassiana.

En el Cuadro 4. Se presentan los 16 aisiamientos de
Beauveria bassiena obfenidos en el presente estudio
debidamente codificados y localizados geograficamente con
coordenadas, teniendo rangos de altitud que iban desde los 280
hasta los 1500 m.s.n.m., de las localidades : El porvenir (Rioja),
Nueva Edén (Rioja), Angahiza (Moyobamba), Jepeiacio
(Moyobamba), Zapatero-Talliquiwi (Lamas), Pamashto-Bellavista
(Lamas) y Tarapoto-Cachiyaco (San Martin).
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Cuadro 3. Caracteristicas Biomeétricas de los aislamientos

AISLAMIENTOS CL;‘;%?A'::E! ég&g&%)

LPA EE  OE—
MJB 3 3
TCB 3.5 3
TCC 3.5 3
LZA 3 2.5
RAA 3 2.5
TCD 3 3
RPA 3 3
LZD 3 2.5
LzC 3.5 35
MJA 3.5 35
LPD 3 25
TCA 3.5 3
RNA 3 3
LPB 3 25
LPC 3 2.5

Nota .- Los datos presentados son los promedios de 20

mediciones realizadas a las conidias de los diferentes
aislamientos de Beauveria bassiana (28).
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Cuadro 4. Aislamientos de Beauveria bassiana codificados v

localizacion geografica.

Aislamiento

Localizacion

Identificacidon

RPA

Prov. Rioja - Sector Porvenir, altitud
B42msenm. Coordenadas: L.S.06°30'38" y
L.O.77°08'35"

RNA

Beauveria hassiana

FProv. Rioja - Distrito Nueva Cajamarca -
[Sector:Nuevo Eden. Altitud 1,500msnm
Coord.L.5.05°17'30" y L.0.77°22'24"

Beauveria bassiana

RAA

Prov. Moycbamba - Sector Angahiza.
Altitud:860msnm . Coord. L.S.06°02'00" ¢
L..0.76°58"18"

Beauveria bassiana

M.dA

’rov. Moycbamba - Distrito de Jepelacic.
Aftitud:1113msnm. Coord.L:S:08°07'28" y
L.O.76°565'30"

Beauveria sp

MJB

Prov. Moyobamba - Distrito de Jepelacio.
Altitud:1113msnm. Coord.L:S:06°07'28" ¢
L. 0.76°55'3¢"

Beauverie hassiana

LZA

Prov. Lamas - Distrito de Zapatero -
Sector Talliquiwi.Altitud. 280msnm.Coord.
LS 06°31'658" y LO 76°31'55"

Beauveria sp

LZB

Prov. Lamas - Distrito de Zapatero -
Sector Talliquiwi. Altitud, 280msnm.Coord.
.S 06°31'55" y LO 76°31'55"

Beauveria bassianea

LZC

Prov. Lamas - Distrite de Zapaterc -
Sector Talliquiwi.Altitud. 280msnm.Cootd,
LS 08°31'55" yLQ 76°31°55"

LPA

Beauveria bassianea

Prov. Lamas - Distrito de Lamas-
Pamashto-Bellavista Altitud. 500 msnm.
Coord.L8S 06°15°05" y LO 76°02'02"

Bsauveria bassiana

LPB

Prav. Lamas - Distrito de Lamas-
Pamashto-Bellavista. Altitud. 500 msnm.
Coord.LS 06°15°05" y LO 76°02'02"

Beavuveria bassiana

LPC

Prov. Lamas - Distrito de Lamas-
Pamashto-Bellavista. Altitud. 500 msnm.
Coord.LS 06°15'05" y LO 76°02'02"

Beauveria bassiana

LPD

Prov. Lamas - Distrito de Lamas-
Pamashto-Bellavista. Altitud. 500 msnm.
CoordLLS .06°15'05" y LO 76°02'02"

Beauveria bassiana

TCA

Frov. San Martin - Distrito Tarapoto -
[Sector Cachiyaco. Altitud 500 msnm.
Coard LS 06°07'00" vy LO 76°21'a0"

Beauveriag sp

TCB

Prov. San Martin - Distrito Tarapoto -
Sector Cachiyaco. Altitud 500 msnm,
Coord.LS 08°07'00" y LO 76°21'00"

Beauveria sp

TCC

Prov. San Martln - Distrito Tarapoto -
Sector Cachivaco. Altitud 500 msnm.
Coord.LS 06°07'00" y LO 76°21'00"

Beauveria sp

TCD

Prov. San Martin - Distrito Tarapoto -
Sector Cachiyaco. Altitud 500 msnm.
Coord.LS 06°07°00" v LO 76°21°00"

Beauveria bassiana
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5.3 Caracteristicas Cualitativas de los aislamientos obtenidos

En el Cuadro 5, se observan las caracteristicas cualitativas de
cada aislamiento en su proceso de crecimiento y desarrollo, Se
ha podido observar colonias de color blanco cremoso en los
aislamientos: RPA, RNA, RAA, LZA, LPB, TCC y MJA; de color
cremoso en los aislamientos: LZB, LPA, LPC, LPD, TCA y TCB:
de color amarillo cremoso en los aislamientos: LZC, TCD y MJB;
el crecimiento radiai de aspecto pulverulento en los
aislamientos: RPA, RNA, LZA, LZB, LZC, LPA, LPB, LPC, LPD,
TCA, TCB, TCC, TCD, MJA y MJB; |a presencia de avances de
crecimiento concéntricos en los aislamientos: RAA, LZA, LZB,
TCA, TCD y MJA.
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5.4 Caracteristicas Cuantitativas de fos aislamientos

obtenidos

5.4.1 Tasa de Crecimiento Radial

En el Cuadro 6, se presentan los resultados del analisis de
variancia para la tasa de crecimiento radial de los diferentes
aislamientos obtenidos, en el gque se observa una alta

significacién estadistica entre fos aisiamientos.

En e} Cuadro 7, se muestran los resuitados de !a prueba de
Duncan (p<0.01)en la que sobresalen los aislamientos:
RAA, TCA y LPB con una mayor tasa de crecimiento diario
(0.36,0.36 y 0.35 cm/dia respectivamente), comparado con
los aislamientos MJB y LPA (0.20 y 0.19 cm/dia
respectivamenie), que wmostraron la menor tasa de

crecimiento radial diario.

En la Figura 1, se grafican las tasas obtenidas, notandosae
las diferencias obtenidas en los diferentes aislamientos de

Beauveria bassiana en San Martin
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Cuadro 6. Anaiisis de variancia para la tasa de crecimiento radial

de los aisiamientos de Beauveria bassiana

F.V. G.L. C.M. SIGNIF.
ratamiento 15 0.009813 **
rror 32 0.0011892
otal 47

C.V. (%}12.43

Cuadro 7. Tasa de crecimiento radial de los aislamientos de

Beauveria bassiana

AISLAMIENTOS PROMEDIO DUNCAN

W _

RAA 0.36* a

TCA 0.36 a

LPB 0.35 a

RPA 0.34 ab

I.ZA 0.33 ab

MJA 0.32 abe

LPD 0.28 bcd

LZB 0.27 cd

RNA 0.26 cde

TCC 0.25 de

TCD 0.25 de

LZC 0.24 de

TCRB 6.24 de

LPC 0.22 de

MJB D.20 e

LPA 0.19 e

(*) Promedic de 4 repeticiones, promedios unidos con igual letra no
difieren significativamente, segan Duncan (p<0.01)
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Figura 1. Tasa de crecimiento radial de los 16 aislamientos
de Beauveria bassiana
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5.4.2 Concentracién y porcentaje de germinacién de conidias

En la Figura 2, se grafica fa concentracién de conidias
obienida en los diferentes aistamientos de Beauveria
bassiana , en el que se observa que lamayor concentracion
se obtuvo en los aislamiontos TCB y RNA (2.18x10% y 2x10°
conidias/ml respectivamente) y menores concentraciones en
los aislamientos MJB, LPD y LPB (4.12x107, 4.24x107 y

4.867x107 conidias/ml respectivamente).

En Ja Figura 3, se muestra el porcentaje de germinacién de
los aislamienios de Beauveria bassiana obtenidos,
observandose un mayor porcentaje de germinacién en los
aislamientos RAA (86.1%) y LPA (83.8%): los menores
porcentajes de germinacion se obtuvieron en los
aislamientos TCC (15.1%) y LPC (9.8%).
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Figura 2. Concentracion de conidias de los diferentes
aislamientos de Beauveria bassiana.
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Figura 3. Porcentaje de germinacién de los diferentes
aislamientos de Beauveria bassiana.
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5.8 Porcentaje Mortalidad y esporulacién de brocas infectadas

por los diferentes aisiamientos de Beauveria bassiana

En el Cuadro 8, se muestra el analisis de variancia para el
porcentaje mortalidad y esporulacién de las brocas infectadas
por los diferentes aislamientos de Beauberia bassiana; se
puede observar en ambos casos una alta significacion
estadistica entre los aislamientos obtenidos. El coeficiente de

variabilidad obtenido es aceptable para la presente evaluacién.

En el Cuadro 9. Se presentan los porcentajes de mortalidad yel
Duncan respectivo. Se observa que el aisiamiento LPA induio
una mortalidad de 100%, difiriendo estadisticamente con los
aislamientos LPD, RAA,MJB vy TCD todos con 83.9%: asi mismo
con el testigo que presento un 11.1% de mortalidad, atribuible a

factores desconocidos,

En la Figura 4, se grafican fos porcentajes de mortalidad
durante los cinco dias de evaluacidn, observandose un
comportamiento altamente diferente de todos los aislamientos

frente al testigo sin inoculacion.
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Cuadro 8. Analisis de variancia para el porcentaje de mortalida y
esporulacién de brocas infectadas por los aislamientos

de Beauveria bassiana

VARIABLES
Porcentaje de Porceniaje de
mortalidad esporulacién
F.V G.L. C.M. SIGNIF. C.M. SIGNIF.
Aislamientos 16 0.002091 ** 0.0048843 o
Error 51 0.0001143 0.00091128
Total 67
C.V. (%) 10,81 7.6

Cuadro 9. Porcentaje de mortalidad de brocas infectadas por

diferentes aislamientos de Beauveria bassiana

Aislamientos Porcentaje de Duncan
Mortalidad %
P
LPA 100.0* a
LPB 98.2 ab
LZC 94.6 ab
LZB 93.4 ab
LZA 93.3 ab
LPC 92.8 ab
RNA 92.6 ab
MJA 88.6 ab
RPA 88.2 ab
TCC 88.2 ab
TCB 86.1 ab
TCA 86.1 ab
LPD 83.9 b
RAA 839 b
MJB 83.9 b
TCD 83.9 b
TES 11.1 c

(*) Promedio de 4 repeticiones, promedios unidos con igual letra no
difieren significativamente, segun Duncan (p<0.01)
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Figura 4. Porcentaje de mortalidad de la broca de café por
la infeccién de los diferentes aislamientos de
Beauveria bassiana.
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En et Cuadro 10, se presentan los porcentajes de esporulacién
y el Duncan respectivo. Se observa que el aistamiento LPA con
un 100%, presenté el mayor porcentaje de esporulacién, no
difiriendo estadisticamente con el aislamiento LPD con 71,46%.
Estos valores nos indican que no todos los aislamientos tienen
esporulacién agresiva o en breve tiempo. Los aislamientos
mencionados alcanzaron diferencias estadisticas con los
aislamientos LZA, TCD, MJA, LZC, RNA, TCB, TCA, RAA, TCC,
MJB, RPA, LPC, LPB, LZB y TES; con valores que se
encontraban entre 0% y 59,71%. La menor barra de crecimiento
del porcentaje de esporulacién se manifesté en LZB (6,17%), no
difiriendo estadisticamente de jos aislamientos :LPB (7,76%),
LPC (11,45%), RPA (11,45%), MJB (18,87), TCC (17,55%), RAA
(19.20), TCA (19,65%), TCB (26,96 %), RNA (28,31), LZC
(30,35), MJA (31,93) y tuvieron mayor barra de crecimiento los
aislamientos LPA (100%), LPD (71,46%), L.ZA (59,71%) v TCD
(49,10%). No hay presencia de barra de crecimiento en ef

testigo (Figura 5).
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Cuadro 10. Porcentaje de esporulacién de brocas infectadas por

diferentes aislamientos de Beauveria bassiana

Aislamientos Porcentaje de Duncan
Esporulacion (%) —

LPA 100.0" a
LPD 71.5 ab
LZA 59.7 be
TCD 491 bed
MJA 319 cde
LZC 30.4 cde
RNA 28.3 cde
TCB 26.9 cde
TCA 19.7 de
RAA 19.2 de
TCC 17.6 de
MJiB 16.9 de
RPA 11.5 de
LPC 11.5 de
LPB 7.8 e
LZB 5.2 e
TES 0.0 e

(*) Promedio de 4 repeticiones, promedios unidos con igual lefra no
difieren significativamente, segin Duncan (p<0.01)
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Figura 5. Porcentaje de esporulacién de la broca de café
por la infeccion de los diferentes aislamientos de
Beauveria bassiana.
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Vi.- DISCUSION

Los aislamientos se recolectaron de localidades que
se encuentran ubicadas en altitudes gue van desde los 280
m.s.n.m. ha 1 500 m.s.n.m., con cédigos LZA, LZB, LZC y
RNA, respectivamente (Cuadro 4). VALDIVIESO (1990),
manifiesta que las e¢species del género Beauveria
hassiana, se encuentran afectando a una seria de insectos,

desde el nivel del mar hasta los 4 000 m.s.n.m.

La infeccién natural del hongo en el cafetal (Cuadro
2) fue de 18%, de un 60% de infestacion en la localidad de
Pamashto-Bellavista, siendo aqui donde hubo mayor
control, cen cédigos de aislamientos: LPA, LPB, LPC, LPD.
y los de mas baja infeccion fueron de fas localidades de
Jepelacio y Cachiyaco, con 40 y 50% de infestacién y 0,5%
de infeccion, codificados como: JPA, JPB y TCA, TCBE,
TCC, TCD, respectivamente. Se puede comparar que el
aislamiento que se porté6 mas agresive en campo, también
lo hizoe en el laboratorio, teniende a LPA, como e}
aislamiento que caus6 mayor mortalidad y en menos
tiempo. indicandonos que la viabilidad, infeccién vy
virulencia de algunos hongos no varian al cambiarios de
ambiente, permanece latente y hasta pueden reaccionar
mejor que en su lugar de procedencia como nos demuestra

este resultado del aislamiento LPA.

Los resultados obtenidos de las caracteristicas
biométricas (Cuadro 3) en cuanto a mediciones de largo y

ancho de las conidias, cinco de los aislamientos no se

Tesis publicada con autorizacion del autor

Algunos derechos reservados




nSm| | yNIVERSIDAD
TESIS UNSM NACIONAL

DE SAN MARTIN

TARAPOTO - PERU

encontraron dentro de los rangos promedios, como se
demuestra con la clave de identificacién de SAMSON 1981.

Los aistamientos (Cuadre §), en su mayoria tienen la
coloracién blanco cremoso, crecimiento radial pulverulento,
avances concéntricos que se distinguen al revés de la
placa, algunos con pigmentaciones de color naranja,
anilios concéntricos de crecimiento de m'ice!io compacto
aéreo, caracteristicas que no difieren mucho de o que
mencionan los autores LEUCONA (1996), URIBE(1975) y '
VALDIVIESO(1999) donde las especies del hongo
Beauveria bassiana que se desarrollan en medio de
cuitivo, presentan un aspecto aterciopelade o pulverulento,
de color blanco, tornandose amarilio pélido a medida que
la colonia envejece. Lo cual se observa al reverso de la

placa de petri.

El aislamiente MJB presenté coloracién amarillo
cremoso, tornandose de color violeta oscure a medida que
iba creciendo o envejeciendo como mencionan los autores

antes mencionados.

El aislamiento con c6digo RAA, mostré maximo crecimiento
radial con 6,8 cm de large vy 8,5 ¢m de ancho, (Figura 1),
comparandose inversamente con el namero de conidias/ml,
como el aistamiento de una concentracién moderadamente baja,
con 9,9 x 107 con/ml, teniendo el mayor porcentaje de
germinacién con 86,086% y un porcentaje de mortalidad de
83,88%. El aislamiento TCB, mostré mayor concentracién en el
numero de conidias con 2,18 x 10? con/ml (Figura 2), teniendo
un crecimiento radial de 3,45 cm de largo y 3,05 de ancho,
menor al aislamiento RAA, presentando un porcentaje de
germinacion del 42.11% y un porcentaje de mortalidad de

86,06%. Estas diferencias en la distintas efapas evaluadas,
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podria deberse al comportamiento Genético-Fisiolégico
intrinsaco del hongoe, por que todos los aislamientos fueron
sembrados teniendo en cuenta tas mismas condiciones

ambientales para todos.

Por otro lado, el aislamiento con menor tasa de
crecimiento radial fue LPA (Cuadro 7), con 3,7 cm de largo y
3.4 cm de ancho, con valores en concentracién de conidias
(Figura 2) de 7,39 x 107 con/mi, ubicandose en el
trasantependlitime de los aistamientos, y obteniendo un
porcentaje de germinacién (Figura 3) de 83,83%, siendo a!
segundo de mayor germinacidn. El aislamiento de menor
concentracién de conidias fue MJB (Figura 4), con 4,12x107
con/ml, tasa de crecimiento radial (Figura 1) de 4,2cm de
largo, 3,9cm de ancho y un porcentaje de germinaciéon (Figura
3) de 20,03%. Y e! aislamiento de menor porcentaje de
germinacién de conidias fue LPC, con 9,81%, mostrando una
tasa de crecimiento radial de 4,67cm de targe, 3,7cm de ancho,
y una concentracién de c¢onidias de 1,31x10° con/ml.
Numéricamente, los aislamientos RAA, TCA, LPB, RPA, LZA y
MJA, mostraron mayor tasa de crecimiento radial (Figura 1) con
valores entre 6,1cm de largo-5,8cm de ancho y 6,8cm de jargo-
6.5cm de ancho respectivamente. Y los aislamientos LPA, MJB,
LPC, TCB. LZC, TCD, TCC, RNA, LZB y LPD, mostrando
menores rangos de tasa de crecimiento radial, con valores de
crecimiento entre: 3,7cm de largo-3,4cm de ancho y &,8cm de
fargo-5.4cm de ancheo. Todos estos en 18 dias de evaluacidn.
Los aislamientes MJB, LPD, LPB, LPA, LZA, LZC, RAA,
mostiraron menores porcentajes de concentracion de conidias
(Figura 2) con valores entre: 4,12X107 con/ml y 9,94x107
con/ml; mientras que los cédigos MJA, TCC, LPC, LZB, TCA,
TCD, RNA y TCB mostraron mayores porcentajes de
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concentracion de conidias, con vaiores de concentraciéon entre:
1,15x10° con/ml y 2,18x10° con/ml.

Una de las razones fundamentales que podria haber
influido en ¢l desarrollo de las caracteristicas cualitativas y
cuantitativas de los aisiamientos es ¢l contenide nutricional
del medio, donde nosotros sélo utilizamos papa (60% de
agua, 2% de proteina, 0,15% de grasa y 30% de hidrato de
carbono), dextroza agar. DEBACH (1964). Considera a ia
actividad enzimatica como esencial para el crecimiento,
junte con las grasas y el d-glucosamida, para un
determinade grupe de especies de entomopthora
(entomopthora muscae Cohn}. Otro grupo de entomopthora
requiere a la proteina para que culmine su ciclo de vida; el
nitrégeno orgénico es requerido para el crecimiento
micelial de Hirsutella gigantea Petch. y la adicién del 3%
de Peptona a un medio de extracto de malta sirve para la

preduccion a gran escala de Beauveria bassiana.

De los resultados obtenidos del porcentaje de
mortalidad (Figura 4), LPA, mostré mayor agresividad en el
control de las bracas can relacién a los aislamientés : LPB,
LPC, LPD, TCA, TCB, TCC, TCD, RAA, MJA, MJB, RNA,
LZA, LZB y LZC, con un 100% de mortalidad a 5 dias de
evaluacion, teniendo la tasa de crecimiento mas baja, una
concentracién de conidias moderadamente baja y un
porcentaje de germinacién alto. Todo esto podria deberse a
que el aislamiento LPA asimilé mejor las condiciones de
humedad y temperatura. DEBACH, et al (1964), describe
que la humedad relativa es el factor fisico més.
frecuentemente citado que afecta la iniciacién y desarrolio
de las episotias entre las poblaciones de insectos, esto es

especialmente cierto en las enfermedades causadas por
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hongos. También sefiala en forma general que las episotias
de las enfermedades fungosas dependen principalmente de
la humedad. Teniendo papeles secundarios otros factores
fisicos como: la temperatura, luz solar y el viento. El mismo
autor menciona que han demostrado con aparatos
especialmente construidos para tal propésito que la
germinacién éptima de las esporas de Beauveria bassiana
se presenta a humedades relativas arriba de 94% y a
temperaturas de 28°C, obteniéndose bajas germinaciones a
10, 38 y 44°C.

Mientras que en el porcentaje de esporulacién
(Figura S), también se comporté con mayor agresividad,
con 100% 2a 6 dias de inoculado, debido a que asimil6
positivamente los nutrimentos del medio de cultivo, ya que
en esta etapa el hongo necesita de una mayor cantidad de
nutrientes en relacién a la etapa de crecimiento. DEBACH
(1964), refiere que la esporulacién es iniciado por factores
que controlan el crecimiento de un micelio establecido, sin

envenenar muy drasticamente su metabolismo.

Los aislamientos de mayor tasa de crecimiento radial
(Figura 1), como: RAA, TCA, y LPB, obtuvieron un
porcentaje de esporulacién bajo (Figura 5), con: 19,20%,
19,65% y 7.76% respectivamente. El grupo de brocas que
estaban como testigos, no presentaron sintomatologia de
esporulacion del hongo, pero si hubo muertes en el
porcentaje de mortalidad, lo que nos hace pensar que
fueron por otras causas (estress del insecto, inhanicién de

alimentos), exceptuando al hongo Beauveria bassiana.

TCB., es el aislamiento que obtuvo la mayor
concentracién de conidias/ml, pero comparativamente

saco bajo porcentaje de esporulacién con 26,95%, lo que
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nos da ha entender que no siempre el que tiene mayor tasa
de crecimiento radial, 6 mayor concentracién de cohidias,
se va ha comportar como el hongo mas patogénico.
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V.- CONCLUSIONES

1. Existen diferentes grados de infestacién de broca en las

plantaciones de café en San Martin

2. La infeccion natural de Bewberia bassiana presenta
diferentes grados destacando ia zona de Lamas.

3. Todos los aislamientos encontrados e identificados
pertenecen al género Beauveria, pero no todos pertenecen a
la especie bassiana.

4. En flas pruebas de caracterizacion cuantitativa de los
aislamientos de Beauveria bassiana, los parametros
estudiados se diferenciaron significativamente unos de otros.

5. El aislamiento LPA, fue ol que presenté mayot porcantaje de
mortalidad y esporulacién en brocas, considerandolo un
aislamiento potencial de mayor agresividad con perspectivas
de buen control.

6. En la prueba patogénica del honge Beauveria bassiana
frente a la broca, se determiné que ho siempre {os
aislamientos que presenten mayor tasa de crecimiento radiai
Y mayor concentracién de conidias ilegan a tener un control
agresivo y bueno.

7. Las caracteristicas cualitativas de los aislamientos no

difieren significativamente.
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VIL.- RECOMENDACIONES:

1.-Es necesario continuar con estudios de metodologia v
aplicacién en campo, para la determinacién de la
concentracién adecuada en el control de la broca, a fin de que
el aislamiento que salga con mayor capacidad de control se
reproduzca masivamente en el iaboratorio, o se capacite al

agricultor para que el mismo lo reproduzca en su finca.

2.-Se debe seguir realizando estos estudios sobre metodclogias
de evaiuacién, considerande otros pardmetros como por
ejemplo: Prueba de rayos ultravicleta, otros medios de cultivo,
etc. Con el objeto de obtener la informacién del
comportamiento del hongo frente a los rayos uftravioleta que

emite el sol en el campo.

3.-Dar una mayor importancia a este controlador biolégico aqui
en nuesira zona, ya que es un recurso gue la naturaleza nos
da para poder manejarlo sin alterar el ecosistema de nuestra

agricultura,

4.-Promocionar a gran escala las bondades que da el control
bielégico, teniendo en cuenta el manejo integrado de plagas,

pues ¢s una alternativa frente al control quimice.
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X.- RESUMEN

El presente estudio se realizé en el laboratorio de Fitopatologia
del instituto de Cultives Tropicales, entre 1os meses de Junio a
Diciembre del 2000, con e objeto de determinar la accién
entomopatégena de aislamienfos hongos natives frente a Ia
broca dei café. Se obtuvieron 16 aislamientos natives del hongo
(MJA, RNA, MJAB, LPA, RAA, TCA, LPB, TCC, LZB, LZA, LPD,
RPA, TCB, LPC, TCD y L2ZC), que se racolectaron de diferentes
localidades del Departamento de San Martin, fuego se procedid
con la siguiente metodologia: Cerezos recolectados del campo
cafetalero que estaban infestados por la broca y a su vez la
broca infectada por el hongo, se {levaron at }laboratorio, donde
se hizo una desinfeccién con hipociorito de sodio al 0.5%,
durante 10 minutos, luego de secarle en papel toalla estéril se
procedio a sembrar en placas petri que contenfan papa, dextrosa
y hagar. El hongo se desarrollo, luego, se hizo evaluacicnes de
tasa de crecimiento radial, caracteristicas cualitativas, conteo de
conidias, porcentaje de germinaci6on, porcentaje de esporulacién
y el porcentaje de mortalidad de las brocas. Seleccionando al
aislamiento LPA, como el mejor de todos por tener un control
agresivo frente a ias brocas (48 a 72 horas), procedente de la
Provincia de Lamas, distritc de Pamashto y Caserio de
Bellavista. Obteniendo resultados de diferencias significativas
entre uno y otro aislamiento.
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Xl.- ABSTRACT

The present study was made in the Phytopathology Laboratory of
the Instituto de Cultivos Tropicales (ICT), among the months of
June to December 2000, with in order to determining the
biclogical control of fungi to the coffee berry borer. 16 native
isolations of the Beauberia bassiana were obtained (MJA, RNA,
MJB, LPA, RAA, TCA, LPB, TCC, LZB, LZ2A, LPD, RPA, TCB,
LPC, TCD and LZC). That were collected in different locations in
the department of San Martin-Peru. Then we proceeded with the
methodology: Collected fruits of the coffee infested by coffee
berry borer with present fungi, they were taken to the ICT
Laboratory, where a desinfection was made with hipoclorito of
sodium to 05% during 10 minutes, after drying it in sterile paper
towel we proceeded to sow in badges petri that contained potato,
dextrose and agar. The mushroom it development, then, was
made qualitative radial, characteristic evaluations of rate of
growth, conidias count, germination percentage, esporulation
percentage and the percentage of mortality of the drill. Selecting
to the isoiation LPA, like the best of all to have an aggressive
contrel in front of the drills (48 at 72 hours), coming from tha
province of Lamas; obtaining results of significant differences
between one and another isolation.
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