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RESUMEN

El hongo Beauveria brongniartii tiene actividad patogénica sobre diversos insectos en el agroecosistema andino. Sin
embargo, los estudios en este campo son escasos en el pais. El objetivo del estudio fue caracterizar morfoldgica y
fisiolégicamente aislamientos nativos del hongo, a partir de insectos infectados en campo, en la Estacion
Experimental Choquenaira, Viacha - Bolivia. Se colectd insectos parasitados de campo, los cuales se aislaron y
caracterizaron bajo criterios morfologicos vy fisioldgicos en laboratorio. Las variables evaluadas fueron: analisis de
aislamientos obtenidos, caracteristicas morfolégicas macroscépicas (crecimiento, aspecto, color, superficie,
pigmentacién y sinemas) y microscopicas (hifas, conidiéforos, fialides, raquis, conidias) y medidas fisiolégicas
(crecimiento, conidiacion y germinacion). Se realiz6 el andlisis descriptivo (caracteres morfologicos) y estadistico
(caracteres fisiolégicos) bajo el disefio completo al azar, con ANVA, prueba Duncan, desviacion estandar
(error =5 %). Se obtuvo cinco aislamientos a partir de los hospederos Phyllophaga sp., Premnotrypes sp (2), Astylus
vittaticollis, Notiobia sp. (Bbrl, Bbr2, Bbr3, Bbr4 y Bbr5), denotando su adaptabilidad, su rango y especificidad sobre
insectos. El andlisis morfologico presento variacion y similitud en sus caracteristicas, perteneciendo los aislados a
la especie B. brongniartii. El andlisis fisiologico determino diferencias en conidiacion, sobresaliendo el Bbr5 (5.95 x
107 ¢ mIY), y sin diferencias las variables crecimiento radial (TDCR) y germinacion, con superioridad no significativa
de Bbr2 (39.20 mmy 1.91 mm diat) y Bbr5 (94.20 %). La investigacion realizada aporta resultados positivos ya que
al caracterizar los aislamientos nativos de B. brongniartii a partir de insectos infectados, se confirma el potencial de
la especie para realizar a futuro la caracterizacion patogénica en la obtencidén de cepas promisorias para el control
bioldgico de plagas en la region.
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ABSTRACT

The fungus Beauveria brongniartii has pathogenic activity on various insects in the Andean agroecosystem.
However, studies in this field are scarce in the country. The objective of this study was to characterize morphologically
and physiologically native isolates of the fungus, from insects infected in the field, at the Choquenaira Experimental
Station, Viacha - Bolivia. Parasitized insects were collected from the field, isolated and characterized under
morphological and physiological criteria in the laboratory. The variables evaluated were: analysis of isolates obtained,
macroscopic morphological characteristics (growth, appearance, color, surface, pigmentation and synemas) and
microscopic (hyphae, conidiophores, phialides, rachis, conidia) and physiological measurements (growth, conidiation
and germination). Descriptive (morphological characters) and statistical (physiological characters) analysis was
performed under complete randomized design, with ANVA, Duncan test, standard deviation (error < 5 %). Five
isolates were obtained from the hosts Phyllophaga sp., Premnotrypes sp (2), Astylus vittaticollis, Notiobia sp. (Bbrl,
Bbr2, Bbr3, Bbr4 and Bbr5), denoting their adaptability, range and specificity on insects. The morphological analysis
showed variation and similarity in their characteristics, the isolates belonging to the species B. brongniartii. The
physiological analysis determined differences in conidiation, with Bbr5 standing out (5.95 x 107 ¢ ml), and without
differences in the variables radial growth (TDCR) and germination, with non-significant superiority of Bbr2
(39.20 mm and 1.91 mm day?) and Bbr5 (94.20 %). The research carried out provides positive results since
characterizing native isolates of B. brongniartii from infected insects confirms the potential of the species for future
pathogenic characterization to obtain promising strains for the biological control of pests in the region.

Keywords: entomopathogenic fungi, Beauveria brongniartii, characterization, isolations, conidia.
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Caracterizacion morfoldgica y fisiolégica de aislamientos nativos de Beauveria brongniartii a partir de insectos infectados en campo

INTRODUCCION

La zona andina de Bolivia, es una regién que presenta
altos riegos en la produccion agricola debido a factores
abidticos (sequias, heladas, granizadas) y bioticos
(malezas, plagas y enfermedades). Entre los factores
bidticos, los insectos plagas se constituyen en uno de
los principales problemas ocasionando reducciones en
el rendimiento agricola de los cultivos. La medida de
control depende de los insecticidas quimicos, los
cuales representan un costo, ademas tienen efectos
nocivos en la salud humana, animales y el ambiente,
asi como la generacion de resistencia de los insectos

plaga.

Una forma de reducir los productos quimicos, es
mediante el uso de hongos entomopatdégenos (Urra,
2015), los cuales regulan poblaciones de insectos
plaga en diversos ecosistemas mediante epizootias
(Valle et al., 2022). Estos hongos son la capacidad de
renovar inoculo sobre insectos muertos, establecerse
en forma permanente en el suelo y no inducen la
aparicion de resistencia (Alves, 2003 citado por
Mandujano, 2015), a diferencia de los agroquimicos
(Sepulveda, 2017), siendo una opcion frente al control
quimico de insectos (Bautista et al.,, 2018). Los
principales géneros de hongos que se utilizan en la
agricultura son: Beauveria, Metarhizium, Paecilomyces
y Verticillium (Rodriguez, 2017), controlando plagas en
una amplia variedad de cultivos (Garcia et al., 2019).

Las especies del género Beauveria mas estudiados y
utilizados en el control de insectos plaga son B.
bassiana y B. brongniartii (Bustillo, 2001). B.
brongniartii  (Saccardo) Petch, tiene actividad
patogénica sobre diversos ordenes de insectos, con
amplia distribucion en el agroecosistema andino, sobre
los 2 800 m s.n.m., donde las bajas temperaturas
prevalecen (Alcazar et al.,, 2003), sin riesgo para
humanos y animales (Cova et al., 2009), siendo una
alternativa para el control de insectos plaga (Vargas,
2003), presenta dos fases en su desarrollo, una
saprofitica, viviendo sobre materia en descomposicion
y otra parasitica, infectando a insectos (Vera, 1996),
considerado seguro para el ambiente (Cova et al.,
2009).

El control biologico de plagas con hongos
entomopatdégenos depende de la produccion del
in6culo para su aplicacién en campo, la seleccion de
cepas o aislados con alta virulencia, el buen desarrollo,
la esporulacion y la resistencia a condiciones
ambientales adversas (Garcia et al., 2015 citado por

Valle et al.,, 2022). Al buscar agentes de control
biolégico, una estrategia basica es investigar los
enemigos naturales nativos, antes de introducir agentes
exobticos (Garcia et al.,, 2011). Existe reportes de
hongos entomopatégenos nativos en el altiplano
boliviano, entre ellos Beauveria sp (Rojas, 2014; Rojas
et al., 2017), sin embargo, los estudios en este campo
son escasos (Pacasa, 2018), donde aislamientos
nativos de B. brongniarti no han sido obtenidos ni
evaluados en esta regién. La variabilidad
intraespecifica en los hongos entomopatégenos en
cuanto a rango de hospederos, -caracteristicas
fisiologicas y virulencia (Ayala et al., 2005 citado por
Ger6nimo et al., 2016) hacen necesario la
caracterizacion para seleccionar hongos con los
mejores atributos como reguladores de plagas (Valle
et al., 2022).

Por tanto, el objetivo del presente trabajo fue la
caracterizacion  morfolégica y fisiolégica de
aislamientos nativos de B. brongniartii in vitro a partir de
insectos infectados en campo, en la Estacion
Experimental Choquenaira, Viacha — Bolivia. Bajo estas
consideraciones los objetivos especificos del estudio
fueron: a) Aislar los aislamientos nativos del hongo a
partir de insectos parasitados en campo, b) Caracterizar
a nivel morfoldgico los aislamientos obtenidos,
c) Caracterizar fisiologicamente los aislamientos
nativos del hongo.

MATERIALES Y METODOS
Ubicacién de la zona de estudio

El estudio se realizd en el laboratorio de
entomopatégenos de la Estacion Experimental
Choquenaira (EECH) dependiente de la Facultad de
Agronomia de la Universidad Mayor de San Andrés
(UMSA); ubicado en el Distrito 3 del municipio de
Viacha, provincia Ingavi del departamento de La Paz,
Bolivia. Geograficamente situado a 16° 42' 05" de
Latitud Sury 68° 15' 15" de Longitud Oeste, a una altura
de 3 870 m s.n.m., con una precipitacién pluvial media
de 473 mm afio?, la temperatura media anual de
16.52 °C, una humedad relativa de 66.93 %, la
evapotranspiracion aproximada de 1 050 mm afio! y la
velocidad del viento que oscila de 13.5 a 17 km h?
(Flores, 2012; EECH, 2021).

Metodologia

El presente estudio se realizo en dos fases (Figura 1).
La fase de campo, con la blusqueda y colecta de
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insectos infectados por B. brongniartii de los suelos de
los cultivos agricola forrajeros de la EECH. La fase de
laboratorio, se desarrollé6 mediante protocolos, con la
reactivacion, aislado, purificacion y caracterizacién
morfolédgica y fisiolégica de colonias de aislamientos
nativos del hongo en el laboratorio de
entomopatdgenos de la EECH, con el uso de equipos,
materiales, reactivos y otros.

Busqueda de aislamientos
nativos del hongo

Colecta de insectos :
parasitados con B. 1
brongniartii en campo :

1 ¥
Obtencion de Caracterizacion Caractenzacion
aislamientos morfolégica fisiologica
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Figura 1. Flujograma de estudio con las fases de campo y
laboratorio.

Fase de campo: recoleccion de insectos infectados
por el hongo B. brongniartii

Con el método de captura de Castillo (2012) mediante
muestreo dirigido se obtuvo los aislamientos nativos
del hongo a partir insectos infectados, con
caracteristicas de crecimiento fungoso de color blanco
(micelio y esporulacion) (Cafiedo y Ames, 2004),
denotando su capacidad patogénica natural (Vega y
Kaya, 2012). La colecta de insectos infectados se
realizo en la EECH, en época humeda y seca (febrero
a junio del 2022), en suelos de los cultivos de papa
(Solanum sp), avena forrajera (Avena sativa) y cebada
forrajera (Hordeum vulgare). El material biol6gico se
colecto en viales, etiquetandose (lugar, fecha, tipo de
insecto) y llevdndose al laboratorio de
entomopatégenos de la EECH, para su
procesamiento.

Fase de laboratorio: reactivacién, aislado y purificacion
de aislamientos

Bajo la metodologia de Gerénimo et al. (2016), con
algunas modificaciones. Los insectos colectados se
desinfestaron con hipoclorito de sodio (X.5) al 5.5 % por
tres minutos, eliminando el exceso de hipoclorito con el
lavado triple en Agua Destilada Estéril (ADE), y se
colocaron sobre papel toalla estéril para quitar el
exceso de humedad. Se depositaron los insectos en
camaras humedas preparadas (90 % HR) a 18+2 °C,
durante 12 dias, para la reactivacion del hongo con
nueva esporulacién sobre los insectos.

Con la metodologia de Villamil (2015), a partir de los
insectos reactivados, bajo la técnica de aislado directo,
se multiplico los aislamientos del hongo (conidias y
micelio), en cajas Petri (CP) con medio de cultivo
Saboraud Dextrosa Agar (SDA) esterilizado en
autoclave a 121 °C, durante 30 minutos. Las CP se
rotularon e incubaron por 20 dias a 18+2 °C,
observando el desarrollo del hongo y la presencia de
contaminantes saprofitos (Aspergillus sp., Penicillum
sp). Se realiz6 de dos a tres resiembras de los
aislamientos en medio SDA, obteniendo colonias puras,
los cuales se sellaron con cinta Parafilm, rotulandose y
conservandose en refrigeracion (4 °C), para su uso
posterior en las diferentes pruebas de caracterizacion.

Caracterizacion morfolégica

- Caracteristicas macroscopicas: En la identificacién
macroscépica del hongo se utilizé la metodologia de
observacion con la ayuda de claves y descriptores
morfologicos (Cafiedo y Ames, 2004). En el proceso de
produccién de aislamientos del hongo en medio de
cultivo SDA, se observaron a simple vista las
caracteristicas de las colonias en: crecimiento, aspecto,
color, superficie, pigmentacion y formacion de sinemas
del hongo.

- Caracteristicas microscopicas: La identificacion
microscopica del hongo se basé en la observacion de
estructuras reproductivas (Barnett y Hunter, 1998;
Humber, 2012). Después de la obtencion de
aislamientos, en una lamina portaobjetos se coloc6 una
gota de colorante policrémico, y con la ayuda del asa
de platino se raso una parte de la colonia del hongo, lo
cual se disperso sobre la gota del colorante, y se coloco
el cubreobjetos. Se observé en microscopio (Olympus),
identificando las estructuras del hongo: conidiéforos,
fidlides, raquis y conidias.
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Se determind el género y especie de los aislamientos
obtenidos.

Caracterizacion fisioldgica

- Crecimiento radial y tasa diaria de crecimiento
radial: Se empleo la metodologia de Vélez et al. (2000),
con algunas modificaciones. Se preparo una solucion
flngica de 1 x 107 c.ml* en base a conteo realizado en
la camara de Neubauer, y con una micropipeta se
inoculo 5 pL al centro de la CP con medio de cultivo
SDA, incubandose a 182 °C, por 20 dias en ausencia
de luz. Con un Vernier digital se midié a diario el
crecimiento radial de las colonias por el reverso de la
CP en direccién vertical y horizontal. Para el analisis se
considerd la tasa diaria de crecimiento radial (TDCR),
empleando el DCA con 4 repeticiones, cada CP
represento una unidad experimental. Se aplico la
formula modificada de Vela et al. (2018), para
velocidad de crecimiento radial:

X (mm)
= T@ 1)
Donde: V = velocidad de crecimiento radial; X = radio
de la colonia en milimetros; T = tiempo en dias de
ensayo.

- Produccién de conidias: Se utilizé la metodologia
propuesta por Gerénimo et al. (2016), con alguna
modificacién. A los aislamientos en CP con medio SDA
con 20 dias de incubacion, se agreg6 10 ml de ADE y
Gomax al 1 %, lavandose cada colonia con la ayuda
de un hisopo estéril. Para determinar la concentracion
de conidias se tomé 1 ml de la soluciéon madre obtenida
de cada aislamiento y se realizd diluciones seriadas
con un factor de dilucién de 0.1, en tubos de ensayo
con 9 ml de ADE (10%, 102, 103, 10"). El conteo de
conidias se realiz6 en la camara de Neubauer
utilizando un microscopio (objetivo 40x), eligiendo la
dilucion adecuada (10 a 50 conidias. cuadrante™). Se
utilizo el DCA con 4 repeticiones, la suspensién
conidial de cada CP represento una unidad
experimental, considerando el promedio de 6 lecturas
para cada repeticion. La concentracion de conidias se
estimo con:

C=N-D-F 2

Donde: C = concentracion que se desea conocer
(¢ mIY); N = nimero promedio de conidias por
cuadrante; D = dilucion empleada; F = factor de
camara.

- Prueba de viabilidad: Para evaluar la viabilidad de
conidias se utiliz6 la metodologia propuesta por
Malpartida et al. (2013), con algunas modificaciones. Se
preparé en CP 10 ml del medio SDA, marcando en la
superficie externa inferior 5 puntos, donde se inoculé
2 uL de una suspension ajustada de 1 x 107 ¢ ml?,
incubandose a 18+2 °C por 24 horas. Se afiadié una
gota de colorante policromico a cada alicuota para la
tincion de la germinacion, luego se corté y pego las
alicuotas en portaobjetos con alcohol etilico al 96 %. En
un microscopio se contd por punto las conidias
germinadas del total presente, considerando conidia
germinada, el que presenta la longitud del tubo
germinativo al menos al tamafio de la conidia. Se utilizé
el DCA, el valor promedio de los 5 puntos representé la
tasa de germinacion (%) de una unidad experimental.
El porcentaje de germinacion se calculé mediante:

No de conidias

Germinacion (%) = 100 (3)

No total de conidias
Tipo de investigacion

El estudio es de caracter descriptivo, por el uso de
técnicas en la toma, recepcion y procesamiento de
datos, asociando las variables e identificando las
caracteristicas y conductas propias del problema del
estudio, es exploratorio porque se da a conocer las
caracteristicas del hongo nativo B. brongniartii
(aislamientos) en este agroecosistema a partir de
insectos infectados recolectados en predios agricolas
de la EECH.

Variables de estudio

Caracteristicas morfoldgicas: descripcion
macroscopica de colonias (crecimiento, aspecto, color,
superficie, pigmentacion y formacién de sinemas) y
descripcién microscopica (forma de hifas, conidiéforos,
fiadlides, raquis, conidias y genero).

Caracteristicas fisiologicas: evaluacion del crecimiento
radial (mm) y tasa de crecimiento diario de colonias
(mm diat), la produccién conidial (c mIt) y la viabilidad
de conidias (porcentaje de germinacion).

Andlisis estadistico

Para el analisis de caracterizacibn morfolégica de
aislamientos nativos del hongo se utilizé la estadistica
descriptiva, y para la caracterizacién fisiolégica se
realizé un andlisis de varianza (ANVA) de un solo factor,
determinando el coeficiente de variacién de los ensayos
y la comparacion de medias de los aislamientos con la
prueba de rangos multiples Duncan (p < 0.05) (Pefafiel,
2020), utilizando el software Microsoft Office Excel 2010
versién en espafiol.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Aislamientos obtenidos del hongo B. brongniartii
Con las busquedas realizadas en los predios agricolas

de la EECH, se logré colectar especies de insectos
parasitados (larvas y adultos) con el hongo en forma

natural, obteniendo a través de su proceso de
reactivacion, aislado y purificacion cinco aislamientos
nativos del hongo entomopatégeno B. brongniartii,
provenientes de suelos de los cultivos de papa, avena
forrajera y cebada forrajera, tomando un periodo de
cinco meses (febrero a junio del 2022), codificados
segun su origen (Tabla 1).

Tabla 1. Aislamientos de B. brongniartii obtenidos a partir de insectos infectados en campo.

Insectos hospederos Estado Cultivo Mes de colecta Cadigo
Gallina ciega (Phyllophaga sp) larva y adulto papa, avena, cebada febrero, marzo, junio Bbrl/EECH
Gorgojo de los andes (Premnotrypes sp) larva y adulto papa marzo, abril Bbr2/EECH
Gorgojo del follaje de papa (Premnotrypes sp) adulto papa marzo, abril Bbr3/EECH
Merilido rayado (Astylus vittaticollis) adulto papa abril Bbr4/EECH
Escarabajo de suelo (Notiobia sp.) adulto papa, cebada abril, junio Bbr5/EECH

Se utilizaron en el presente estudio, aislados del hongo a partir de insectos colectados en el cultivo de la papa.

Figura 2. Insectos infectados por B. brongniartii en campo: gallina ciega (A), gorgojo de los andes (B), gorgojo del follaje de
papa (C), merilido rayado (D), escarabajo de suelo (E).

Con la obtencion de los aislamientos se confirma la
presencia del hongo nativo B. brongniartii en esta
region del altiplano a 3 873 m s.n.m., denotando su
capacidad de adaptacion a las condiciones climaticas
adversas (alta radiacion, baja humedad vy
temperatura), coincidiendo con Rojas et al. (2017),
evidenciando el amplio rango de hospederos del hongo
con la parasitacion natural de diferentes insectos,
concordando con Alcazar et al. (2003) y Vargas (2003),
su especificidad de control sobre insectos coledpteros,
corroborado por Zennery Posada (1992), siendo un

factor fundamental la presencia de especies de insectos
en la region para el desarrollo y multiplicacion del
hongo. Destacar la presencia natural del hongo en
cultivos de importancia como la papa, parasitando
insectos plagas clave y ocasionales, validando lo
descrito por Narrea y Malpartida (2006), Alcazar et al.
(2003). Para estudios de caracterizacion patogénica,
los aislamientos obtenidos son wuna alternativa
manejable por su tolerancia a las condiciones climaticas
de la zona (Garcia et al., 2011).
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Andlisis de caracterizacion morfolégica del hongo
Morfologia macroscoépica de los aislamientos

Las caracteristicas macroscoépicas de los aislamientos
obtenidos varian (Tabla 2), presentando colonias de
Crecimiento circular moderado con bordes definidos e
irregular ancho lobulado; aspecto algodonoso vy
pulverulento; color, blanco, crema a café claro - oscuro
(centro y anillos posteriores), bordes blancos, al

reverso naranja claro - oscuro, amarillo naranja,
amarillo a verde claro - oscuro (centro y anillos
posteriores) y borde blanco; Superficie elevada,
pulvinada a elevada y umbonada a elevada (centro y
anillos); Pigmentacidn, sin difusién al medio; Sinemas,
con y sin formacion. Lo cual coincide y difiere con las
caracteristicas descritas por Vargas (2003), Pariona et
al. (2007) y Rojas et al. (2017), al caracterizar cepas y
aislamientos del hongo B. brongniartii.

Tabla 2. Caracteristicas morfol6gicas macroscopicas observadas en los aislamientos nativos.

Color de la colonia

Pigmento Formacion

Cadigos de Crecimiento Aspecto - L .
aisl.gados colonia coFI)onia A Superficie colonia d|fund|(?0 . de
nverso Reverso al medio sinemas
Bbr1/EECH Circular con Algodonoso, Blancoacafé  Naranjay blanco Pulvinada, elevada No Si
bordes definidos pulverulento claroy oscuro  (borde)
Bbr2/EECH Circular con Pulverulento Blanco con alo Amarillo naranjay  Elevada No No
bordes irregulares amarillo al blanco
centro
Bbr3/EECH Circular con Algodonoso, Blancoacafé  Amarillo, naranjay Elevada No Si
bordes definidos pulverulento claroy oscuro  blanco
Bbr4/EECH Circular con Algodonoso Blanco acafé  Naranja claro - Elevada, pulvinada No Si
bordes definidos claro y oscuro  oscuro, blanco
Bbr5/EECH Circular con Algodonoso, Blanco a blanco Amarillo a verde Umbonada No No
bordes definidos pulverulento vivo intenso oscuro -claro, blanco (centro), elevado
). b A @
= o
. £ "4 : Sy
—— . ‘_r /
D E

vac

Figura 3. Morfologia macroscépica de aislados en cultivo SDA, vistas de anverso (arriba) y reverso (abajo): gallina ciega (A),
gorgojo de los andes (B), gorgojo del follaje (C), merilido rayado (D), escarabajo de suelo (E).

Morfologia microscopica de los aislamientos

Las caracteristicas microscopicas de los aislamientos
estudiados coinciden con las claves taxonémicas de

Barnett y Hunter (1998); Humber (2012). Las
caracteristicas observadas en las estructuras
reproductivas de los aislamientos (Tabla 3),

presentaron: hifas septadas, hialinas y lisas, con
células conidiéforas y/o conidiogénica sencillos,
formando racimos irregularmente densos, formada

desde una base hinchada y adelgazadas en el apice
(Fialide subglobosa), con raquis largo bien
desarrollado, geniculado o curvado, denticulado (forma
de zig - zag), produciéndose las conidias en cada punto
de flexidn. Las conidias de caracter hialino, globoso a
elipsoidal, lisas, unicelulares y grandes; cuyas
caracteristicas corresponden a la especie B.
brongniartii, tal como lo describen Vargas (2003); Bravo
(2017), Pariona et al. (2007) y Rojas et al. (2017),
encontrando diferencias con la especie B. bassiana.
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Tabla 3. Caracteristicas morfolégicas microscopicas observadas en los aislamientos nativos.

AISI?IdOS Hifas Conidioforos Fidlides Raquis Conidias Genero
nativos
Bbrl/EECH Septadas, hialinas y lisas Sencillos, células Subglobosas Alargado y Globosas, Beauveria
conidiégenas denticulado hialinas y lisas
Bbr2/EECH Septadas, hialinas y lisas Sencillos, células Subglobosas Alargado y Ovoides, Beauveria
conidiégenas denticulado hialinas, lisas
Bbr3/EECH Septadas, hialinas y lisas Sencillos, células Subglobosas Alargado y Globosas, Beauveria
conidiégenas denticulado hialinas y lisas
Bbr4/EECH Septadas, hialinas y lisas Sencillos, células Subglobosas Alargado y Ovoides, Beauveria
conidiégenas denticulado hialinas, lisas
Bbr5/EECH Septadas, hialinas y lisas Sencillos, células Subglobosas Alargado y Ovoides, Beauveria
conidiégenas denticulado hialinas, lisas

Figura 4. Caracteristicas morfoldgicas microscopicas de B. brongniartii (estructuras reproductivas).

Analisis de la caracterizacion fisioldgica de
aislamientos

Evaluacion de crecimiento radial y la tasa diaria de
crecimiento radial (TDCR)

El ANVA (Tabla 4) de la tasa diaria de crecimiento
radial (TDCR) de colonias de aislamientos nativos, no
presentaron diferencias significativas, manifestando un
desarrollo regular expansivo y homogéneo (circular),
directamente proporcional con el tiempo, distinguiendo
desde su centro una fase de crecimiento inicial,
seguido de una fase de crecimiento acelerado y
finalizando con un crecimiento lento.

Tabla 4. ANVA de la tasa diaria de crecimiento radial de
aislados.

FV GL SC CM Fc Ft (0.05)
Tratamientos 4 0.09 0.02 2.96 3.06
Error 15 0.12 0.01
Total 19 0.21

Coeficiente de variacion (CV): 4.75%.

El crecimiento radial de los aislamientos (Tabla 5),
bajo la siembra fungica de 1 x 107 ¢ ml*, en medio
SDA, durante 20 dias a 18 °C, manifestd una longitud
de crecimiento radial promedio que vario
de 35.55+1.17 mm (didmetro menor) a 39.20+2.27 mm
(didmetro mayor), y la TDCR que vario de
1.78+0.06 mm dia* (menor velocidad) a 1.96+0.11 mm
dia! (mayor velocidad).

Tabla 5. Longitud y tasa de crecimiento radial de aislados en
SDA.

Cédigode  2diode TDCR

. . colonias D.E. " D.E.
aislamientos (mm.diat)

(mm)

Bbrl/EECH 35.95 +1.48 1.80 +0.07
Bbr2/EECH 39.20 +2.27 1.96 +0.11
Bbr3/EECH 35.55 +1.17 1.78 +0.06
Bbr4/EECH 36.80 +1.56 1.84 +0.08
Bbr5/EECH 38.10 +2.09 1.91 +0.10
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Figura 5. Crecimiento radial de aislamientos de B. brongniartii en medio SDA: gallina ciega (A), gorgojo de los andes (B),
gorgojo del follaje (C), merilido rayado (D), escarabajo de suelo (E).

Los resultados obtenidos de crecimiento radialy TDCR
en los aislamientos son superiores a lo reportado por
Narrea y Malpartida (2006), quienes obtuvieron valores
de 57, 58, 62y 65 mm de crecimiento diametral y 1.91,
1.93, 1.94 y 2.05 mm dia?! de tasa de crecimiento
diario, al evaluar cuatro cepas de B. brongniartii sobre
SDA, durante 30 dias a 20 °C; asimismo, son
superiores a lo obtenido por Arcoccaulla (2020), con
valores de 38 mmy 2.5 mm dia* de longitud diametral
y tasa de crecimiento diario, al evaluar diferentes
aislamientos de hongos entomopatégenos sobre PDA,
en 15 dias; no obstante, se aproxima a la TDCR
obtenido por Vargas (2003), con valores de 1.79, 1.69
y 1.83 mm dia?, en tres cepas de B. brongniartii sobre
PDA, en 15 dias a 22 °C. El crecimiento del hongo es
variable y depende de varios factores, tales como el
material biolégico empleado (tipo de cepas y/o
aislamientos), método de produccion (medios de
cultivo, siembra, incubacioén) y climaticos (temperatura,
humedad) (Espinozay Vallejos, 2016).

Evaluacién de produccién de conidias (conidiacion)

El ANVA de la produccion de conidias (Tabla 6)
presento diferencias significativas, determinando
la variabilidad de los aislamientos del hongo

entomopatdgeno, con heterogeneidad de conidiacion
sobre el medio de cultivo SDA, a los 20 dias de
incubacibn a una temperatura de 18+2 °C. El
coeficiente de variacion de 13.13 % indica que hubo
precision en el ensayo por estar en el rango de
aceptacion y no presentar dispersion con respecto a la
media.

Tabla 6. ANVA de produccion de conidias de aislamientos.

FV GL SC CM Fc Ft (0.05)

Tratamientos 4 2.35E+15 5.87E+14 17.77 3,06 **

Error 15 4.95E+14 3.30E+13
Total 19 2.84E+15
CV: 13.13%

En la produccion de conidias (Tabla 7), el aislamiento
Bbr5 mostro el valor méas alto con 5.95 x 10" ¢ ml?,
siendo significativamente superior a los otros
aislamientos; a su vez, los aislamientos Bbr4, Bbrl
y Bbr2 revelan una produccion intermedia de
conidias con valores de 4.78 x 107, 4.38 x 10" y 4.18 x
107 ¢ ml%, sin diferencias significativas entre ellas; y
finalmente el aislamiento Bbr3 presenta el valor mas
bajo de conidiacion con 2.59 x 107 ¢ ml?, siendo
significativamente inferior a los demas aislamientos.

Tabla 7. Produccion de conidias de aislados nativos en medio de cultivo SDA.

Codigode  Promedio de concentracién de conidias por aislamiento (c mI'Y)  Promedio D.E. Test Duncan
aislamientos I Il n v (c mlI%) (c mIY) (0.05)
Bbr5/EECH 5.41E+07 6.41E+07 6.09E+07 5.90E+07 5.95E+07 0.42E+07 A
Bbr4/EECH 5.01E+07 5.27E+07 4.54E+07 4.31E+07 4.78E+07 0.44E+07 B
Bbrl/EECH 3.85E+07 3.52E+07 5.19E+07 4.97E+07 4.38E+07 0.82E+07 B
Bbr2/EECH 4.79E+07 3.41E+07 3.84E+07 4.68E+07 4.18E+07 0.66E+07 B
Bbr3/EECH 2.37E+07 2.79E+07 2.15E+07 3.06E+07 2.59E+07 0.41E+07 C

Los resultados obtenidos de conidiacion en los
aislamientos, son inferiores a la produccién obtenida
por Vargas (2003), con valores de 2.10 x 108, 12.70 x
107 y 9.25 x 107 ¢ ml?! al caracterizar 3 cepas de B.
brongniartii en medio PDA, alos 15 dias, a 22 °C. A su

vez, la conidiacion obtenida en los aislamientos son
superiores a los encontrados por Narrea y Malpartida
(2006), con esporulaciones que variaron de 1.95 x 107
a 2.04 x 10" ¢ ml?, al evaluar cuatro cepas de B.
brongniartii en medio SDA, durante 15 dias a 20 °C.
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La produccién de conidias depende del medio de
cultivo, respondiendo los aislamientos mejor a un
cultivo que a otro (SDA, PDA, AN, arroz, etc.), debido
a los nutrientes que lo conforman (Narvaez et al., 1997
citado por Flores, 2009). La seleccién de aislamientos
con potencial genético en la produccién de conidias es
primordial para la produccién a escala comercial de
hongos entomopatégenos (Torres et al.,, 2013), una
alta produccion de conidias hace mas viable su
comercializacion, reduciendo los costos de ejecucion
en campo (Garcia et al., 2012), siendo la produccion
masiva de conidias uno de los aspectos mas
importantes en los programas de control biolégico
(Castro et al., 2013).

Evaluacion de viabilidad de conidias

El ANVA (Tabla 8) no presentd diferencias
significativas para esta variable, indicando similitud en
sus porcentajes de germinacion de conidias
(viabilidad), no permitiendo establecer diferencias
entre los aislamientos estudiados, en medio SDA hasta
las 24 horas a 18 °C.

Tabla 8. ANVA de la produccién de conidias de aislados.

Tabla 9. Viabilidad de conidias de aislamientos hasta las 24
horas.

Porcentaje de germinacién
de conidias por alicuota
Il m v

Promedio D.E.
%G %G

Aislados
nativos

Bbrl/EECH 90 95 89 93 88 91.00 2.92
Bbr2/EECH 90 93 91 95 96 93.00 2.55
Bbr3/EECH 88 93 90 89 92 90.40 2.07
Bbr4/EECH 89 93 91 96 88 91.40 3.21
Bbr5/EECH 95 97 91 92 96 94.20 2.59

FVv GL SC CM Fc Ft (0.05)
Tratamientos 4 48.80 12.20 1.68 2.87
Error 20 14520 7.26
Total 24 194.00
CV: 2.93%.

La germinacion de conidias de los aislamientos
estudiados (Tabla 9) oscilaron de 90.40 a 94.20 %,
siendo inferiores a los obtenidos por Vargas (2003) con
germinacion de 95.40, 99.07 y 99.74 % en tres cepas
de B. brongniartii en medio PDA, a 24 horas, a 22 °C,
también inferior a lo obtenido por Mandujano (2015),
con la germinacion de 98.84 % a las 18 horas en medio
PDA. Asimismo, los resultados se aproximan a lo
obtenido por Pariona (2006), con germinacion de
92.50, 94.10, 94.70 y 95.40 % en cepas de Beauveria
sp en medio Agar Saboraud Glucosa (ASG), a las 18
horas a 20 °C. La germinacion de conidias difiere y se
aproxima a otros estudios, dependiendo de varios
factores, sin embargo, para Tanada y Kaya (1993)
citados por Alean (2003), la germinacion de conidias
en gran parte depende de la humedad ambiental y
temperatura y en menor grado de las condiciones de
luz y nutricionales.

La germinacion obtenida (> 90 %) supera el pardmetro
de comparacion de 85% (Marin, 1994 citado por Poma,
2011), denotando la buena calidad bioldgica de los
aislamientos  estudiados, coincidiendo con los
requisitos para el control de calidad de hongos
entomopatdgenos (Gomez, 1998 citado por Pariona et
al., 2007), siendo una caracteristica deseable, debido a
gue las conidias deben presentar un rapido desarrollo
del tubo germinativo, para acelerar el proceso infectivo
y disminuir el tiempo de exposicion a factores
ambientales adversos de campo (Toscano y Yucalilla,
2018), la calidad del inoculo de un hongo
entomopatdégeno se relaciona con la viabilidad de
conidias generando variabilidad en las respuestas de
patogenicidad sobre el hospedero (Lazo, 1990 citado
por Flores, 2009), sin embargo con los datos obtenidos,
no se puede deducir cuél de los aislamientos nativos
presentan mayor patogenicidad y/o virulencia, lo cual se
evidenciara méas adelante con estudios de
caracterizacion patogénica sobre insectos plaga en la

egion 1 :

.
4

Figura 6. Conidias de B. brongniartii: Sin germinar vy
germinadas hasta las 24 horas.

CONCLUSIONES

Se obtuvo cinco aislamientos nativos de B. brongniartii
en esta region del altiplano (3873 m s.n.m.), a partir de
insectos infectados, colectados en campo en la
EECH, denotando su capacidad de adaptacion a las
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condiciones climéticas adversas, su amplio rango de
hospederos, con especificidad de control de insectos
coleopteros, la presencia del hongo en cultivos de
importancia como la papa controlando plagas claves y
ocasionales.

Los aislamientos obtenidos presentaron
caracteristicas morfolégicas variables en: crecimiento,
aspecto, color, superficie, pigmentacion y formacion de
sinemas; con similitud en estructuras reproductivas de
hifas, conidiéforos, fialides y raquis, con diferencia en
la forma de conidias (globosas y ovoides),
correspondiendo a la especie B. brongniartii.

En las caracteristicas fisiol6gicas los aislamientos
manifestaron similitud estadistica en crecimiento radial
y en la TDCR con valores de 35.55 a 39.20 mmy 1.78
a 1.96 mm dia?, asimismo, similitud en viabilidad de
conidias con valores de germinaciéon de 90.40 a 93 %.
La produccién de conidias presentaron
diferencias significativas con valores de 2.59 x 107 a
5.95 x 10° ¢ mlI! en los aislados Bbr3 y Bbr5
respectivamente.

La caracterizacién de aislamientos nativos de B.
brongniartii a partir de diferentes insectos infectados en
condiciones de laboratorio, aportan resultados
positivos, confirmando el potencial de la especie para
la obtencibn de cepas promisorias en un futuro
inmediato para el control biolégico de plagas en la
region.
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