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RESUMEN.

La investigacion se realizo en su primera parte en las instalaciones de los
laboratorios de investigacion de PROCAFE Fundacion Salvadoreiia para la
investigacion del café; ubicada en la ciudad de Santa Tecla. El objetivo de la
presente investigacion fue el de aislar el hongo nativo Beauveria bassiana que se
encuentra naturalmente infectando la broca, proveniente de fincas cafetaleras a
partir del cual posteriormente se desarrollé la técnica de produccion de esporas
en medio solido arroz precocido. Para determinar la patogénicidad,
sintomatologia, crecimiento del micelio y que dosis causa mayor mortalidad por la
actividad fungica sobre los insectos diaria en el transcurso de diez dias. Se instalo
un bioensayo en condiciones de laboratorio bajo un disefio completamente al
azar con cinco tratamientos los cuales consistian en suspensiones de esporas en
agua del aislado “Esmeralda” sobre una poblacién de brocas las cuales se
inocularon por inmersién durante dos minutos en cada uno de los siguientes
tratamientos: T1: testigo, T2: 1gr de B. bassiana/ It de agua, T3: 5gr de B.
bassiana/ It de agua, T4: 10 gr. de B. bassiana/ It de agua y T5: 15gr de B.
bassiana/ It de agua. Cada uno de los cuales cont6 con 23 repeticiones las cuales
fueron brocas inoculadas por inmersion y confinadas individualmente en tubos de

vidrio.

Una vez determinada la patogénicidad en laboratorio del aislado esmeralda, se
evaluo en condiciones de campo en la finca Esmeralda ubicada en el municipio de
Antiguo Cuscatlan. El ensayo se realizo bajo un disefio completamente al azar,
seleccionando cuatro parcelas para cada uno de los tratamientos, dentro de las
cuales se eligieron diez arboles de cafeto como parcela efectiva, cada uno de los
cuales constituia una repeticion. Se asperjo directamente el aislado producido en
arroz con cuatro diferentes dosis y concentracion de esporas por litro de agua las
cuales fueron aplicadas con bomba de mochila directamente a los arboles y frutos
un volumen de 200 cc. de los tratamientos T1: testigo, T2: 1gr de B. bassiana/ It.
de agua (20gr. /bombada), T3: 5gr de B. bassiana/ It de agua (100 gr./bombada),
T4: 10 gr. de B. bassiana/ It. de agua (200 gr. /bombada).



La variable evaluada fue el nimero de brocas muertas por el hongo sobre el

orificio de entrada, la cual se cuantifico a los 17 dias después de la aspersion.

Los resultados de la investigacion nos indican que el hogo B. bassiana se puede
aislar en medio cultivo (PDA) y producir en medio sdlido arroz en un periodo de
20 dias al término del cual puede ser empaquetado y almacenado en
refrigeracion a una temperatura de 4 . o puede ser utilizado para aplicaciones
de campo. De acuerdo a los resultados de patogénicidad tanto de laboratorio
como de campo nos indican que las diferentes dosis y concentraciones del hongo
producido en arroz causan mortalidad sobre la brocas no existiendo entre ellas
diferencia estadisticamente significativa; por lo cual se puede utilizar para el
control biolégico de la broca en campo cualquiera de las dosis para causar

infecciones fungicas sobre dicha plaga.
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1. INTRODUCCION.

El cultivo del café es uno de los mas importantes de la agricultura tropical y
subtropical, cultivandose en casi todos los paises del tropico. Sin embargo se ve
seriamente amenazado por el insecto plaga Illamado broca del fruto
Hypothenemus hampei ferr. (Coledptero; Scolitidae) considerada una de las
plagas mas dafiinas del cultivo en muchas areas productoras en el mundo
(Gutiérrez, 1993). En El Salvador la broca del fruto es la plaga de mayor
importancia econémica que ataca el cultivo la cual fue reportada por primera vez
en 1981. Actualmente se ha registrado su presencia en aproximadamente
126,000 Ha. Lo que representa casi el 80% del area cafetalera del pais causando
perdidas en la produccién y calidad del café (Reyes et, al. 1995).

Actualmente los métodos de control se han limitado al uso de insecticidas
quimicos como lo es el Endosulfan, sin embargo el uso de plaguicidas conlleva a
consecuencias como lo son contaminacion del agua, aire, suelo, eliminacién de
enemigos naturales, especies benéficas y residuos de insecticidas en los frutos
cosechados. Sumado a ello los altos costos de control y el descubrimiento de
resistencia por parte de la broca a este insecticida, tal como ha pasado en Nueva
Celedonia (Barrios y Centeno, 1999). Lo anterior ha llevado a varios paises
suramericanos y centroamericanos ha iniciar programas de control biolégico con

parasitoides y hongos entomopatogenos (Bustillo, 1995).

El hongo Beauveria bassiana se ha registrado como un enemigo natural de la
broca en todos los paises cultivadores invadidos por la plaga siendo un factor de
mortalidad de dicha plaga (Bustillo, 1995). En El Salvador se ha determinado que
el hongo B. bassiana se encuentra de forma natural infectando la broca en toda la
zona cafetalera (Memorias laborales de PROCAFE, 2004). Sin embargo la
incidencia de epizootias de forma natural y su impacto sobre la plaga difiere de
un area a otra en el mismo afio y de ciclo a ciclo en la misma area; no esta clara
la eficacia de las epizootias naturales para mantener bajo control la broca y su
dafio (Lacayo et, al.1994).



Este hongo tiene un gran potencial en el control biolégico de la broca debido a su
relativa facilidad de manejo, capacidad de esporulacion y persistencia a nivel de
campo (Méndez, 1990).

Es por ello que la presente investigacion llevada acabo desde junio del 2005 a
febrero del 2006 tuvo como objetivo el aislamiento, produccion y patogénicidad
del hongo nativo proveniente de fincas cafetaleras aislado de brocas infectadas y
purificandolo en medio nutritivo PDA. El cual posteriormente se produjo en medio
sélido arroz para obtener suficiente cantidad de inoculo y comprobar mediante

ensayos de laboratorio y de campo su patogénicidad sobre la broca del café.



2. REVISION DE LITERATURA.

2.1 La broca (Hypothenemus hampei).

2.1.1 Clasificacion taxonomica.

La clasificacion sistematica de la broca ha sido actualizada por Delvere y
Alberlenc 1988, citado por Borbén, 1991.

Clase: Insecta.

Orden: Coleoptera . Division Phylophaga.
Sub.-orden: Polyphaga.

Infra-orden: Cucujiformia.

Super-familia: Cucurlionidea.

Familia: Scolytidae

Sub.-familia:  Ipine.

Genero: Hypothenemus.

Especie: Hampei. (Ferrari, 1987).

2.2 Estados de desarrollo de Hypothenemus hampei .
La broca es un insecto holometébolo tipico, ya que presenta un estado de huevo,
varios estados larvarios un estado ninfal y un estado adulto (Borbon, 1991).Ver

figura 1.

Prepupa«

Adulto

Flgural Clclo bIO|OgICO de la broca del fruto del cafeto H. hampei.



2.2.1 Huevos.
Los huevos son de color blanco lechoso, recién ovipositados y a medida que el
periodo de incubacién progresa se tornan de color amarillento, midiendo de 0.54 a

0.83 mm de largo y 0.2 mm de diametro (Barrientos et.al, 1995).

2.2.2 Larvas.

La hembra tiene tres estados larvarios y los machos dos. Las larvas presentan el
aspecto y color de un grano de arroz .Las larvas jévenes son mas o menos
rectilineas y ligeramente estrechas en la parte ventral. A medida que se
desarrollan, la depresion ventral es menos marcada y se curvan en forma de “C”.
Las larvas adultas son blandas, de color blanco lechoso y su cabeza esta bien
diferenciada. El cuerpo esta cubierto por grandes setas, que miden de 1.17 a 1.75
mm. de largo y 0.37 a 0.58 de grosor (Borbén, 1991).

2.2.3 Ninfas

Son de color blanco y corresponden al tipo de Pupa libre, en el cual a medida
progresa el desarrollo, se van diferenciando cada uno de los apéndices de la
cabeza, las alas y las patas. Préximo a transformarse en adultos, tienen todos los
apeéndices bien diferenciados y se tornan de color amarillento palido a café oscuro
(Barrientos et.al, 1995).

2.2.4 Adultos.

Existe un marcado dimorfismo sexual entre los adulto; la hembra es mas grande
que el macho, ella mide 1.37 A 1.82 mm de largo y 0.62 a 0.80 mm de ancho,
mientras que el macho mide 1.00 a 1.25 mm de largo y 0.50 a 0.60 mm de ancho.
Ambos tienen en el cuerpo setas y en la cabeza tienen una corona de
protuberancia como dientes. Los jovenes adultos son de color amarillo al
nacimiento y van oscureciéndose con el tiempo, hasta alcanzar el color negro
brillante (Borbdn, 1991).



2.3 Origen y distribucién

La broca del café fue encontrada por primera vez en Francia por Ferrari, en 1867
en granos de café importados de Africa (Borbén, 1991). Segun Ticheler 1961,
citado por Borbdén (1991) a inicios del siglo XIX, la broca fue considerada como
una plaga importante del café, encontrandosele entre 1902 a 1943 en todo el
continente africano especialmente en: Gabon, Angola, Uganda y Tanganika. La
broca del café se encuentra presente en paises como Malasia, Surinam, Vietnam,
México, Guatemala, El Salvador, Honduras, Nicaragua, Ecuador entre otros
(Hernandez y Sanchez, 1978).

La broca es originaria de Africa Central de donde se disemino a otros continentes
como el Americano; donde fue introducida accidentalmente a Brasil a principios
del siglo (Bustillo, 1991). Barriéntos et,al. (1995) menciona que la broca se
detecto por primera vez en El Salvador en septiembre de 1981 en una zona
fronteriza con Guatemala de donde se extendié a diferentes zonas cafetaleras.
Dufour y Gonzalez (2000) estiman que desde entonces se ha dispersado en un
85% de la zona cafetalera principalmente en zonas de bajio y media altura (de
500 a 1200 msnm).

2.4 Importancia econdmica de la broca.

Cuando el ataque de la broca es elevado el caficultor sufre pérdidas por
disminucién del peso de café oro, baja calidad en la bebida, aumento en los
costos de produccién por combate de la plaga y luego por seleccién del café
pergamino. Los ataques de la broca suelen ser muy precoces; provocan la caida
de los frutos jovenes, esas perdidas pueden representar del 5 al 10% de la
produccion total del café; sin embargo es dificil precisar las pérdidas provocadas
por la broca del café ya que el nivel de ataque varia todos los afios (Borbon,
1991).

PROCAFE menciona que la plaga genera anualmente perdidas entre 50 mil y 70
mil quintales del grano; y que para producir 1 quintal de café oro se puede
necesitar hasta 6 quintales de café uva (Barrera, 2005).



2.5 Programa de manejo integrado de la broca.

La manera mas racional y econdmica de controlar la broca es a través del
seguimiento de los principios del manejo integrado de plagas. El cual trata de un
método ecoldgicamente orientado, utilizando diversas técnicas de control
combinadas en un sistema de manejo tratando de proteger, preservar e
incrementar los agentes bioticos de mortalidad natural; tales como parasitoides,
depredadores y patdgenos (Decazy, 1988).

La tecnologia del manejo integrado es considerada como una tecnologia basada
en una estrategia de integracion de tacticas no quimicas, como lo es el control
manual (recoleccion del fruto), y el control biolégico (hongos y parasitoides)
aplicandolos de acuerdo a muestreos y umbrales econ6micos (Barrera et.al,
2002). En el caso de H. hampei, el programa de manejo integrado de la broca
(MIB), se ha enfocado dentro del siguiente marco teérico: el uso de una serie de
medidas de control (cultural, bioldégico y quimico) y de practicas agronémicas
tendientes a reducir las poblaciones de la broca en los cafetales a niveles que no

causen dafio econOmica y que permitan la produccién de café (Bustillo, 2002).

Desde la introduccion de la broca a El Salvador, se consider6 que su control
debia ser a través de un programa de manejo integrado el cual comprendiera el
conocimiento de los factores que componen el ecosistema cafetero y sus

interacciones.

Por lo cual se estudié la biologia de la broca en diferentes zonas y el efecto de los
factores ambientales sobre la dindmica poblacional en los cafetales; siendo estos
la base para la implementacion del programa del manejo integrado el cual
comprende practicas culturales, control bioldgico mediante la liberacion de
parasitoides, uso de trampas con atrayentes y control quimico en cafetales con

mas del 5% de infestacion (Hernandez, 2004).



La implementacion intensiva del manejo integrado de la broca (MIB) es una
actividad poco adoptada por los caficultores. En contraste con el control bioldgico,
esta es una de las técnicas mas frecuentemente adoptadas en los programas de
combate contra dicha plaga, empleando ectoparasitos como Cephalonomia
stephanoderis y el hongo Beauveria bassiana (Barrera, 2005). Por lo cual Dufour
y Gonzalez (2000) consideran que el manejo integrado de la broca es la
alternativa del futuro, asociado a diferentes técnicas tales como el control cultural,

el trampeo y el control bioldgico.

2.6 Practicas culturales.

En el cultivo del café se han desarrollado varios tipos de controles con la finalidad
de reducir las poblaciones de la broca del fruto del café propiciando la formacion
desfavorable al desarrollo de este insecto plaga, utilizando diversas técnicas
como: podas de arboles de sombra, podas de cafetos, recoleccién de frutos antes
y después de la cosecha (repase, pepena y repela), cultivos trampas y regulaciéon
de sombra. Dichos controles podrian dar contribuciones importantes al sistema de
manejo integrado de plagas cuyos beneficios econdémicos a largo plazo podrian
valer mas que algunos a corto plazo como la aplicacion de Endosulfan y de los
costos ambientales de los métodos de control actual, beneficiando la caficultura

latinoamericana (Gutiérrez, 1993).

Segun Hernandez y Paz (2000) entre las actividades culturales que se realizan

para reducir el dafio de la broca se encuentran:

» Buen control de malezas.

» Recoleccion de los frutos del suelo y de la planta inmediatamente luego de

realizada la cosecha.

» Recoleccién de los primeros frutos perforados por la broca que permanezcan en
las fincas (maduros y verdes).

* Iniciar la recoleccion por los lotes mas afectados por la broca.

» Sombra regulada en fincas.

» Poda de cafetos (sanitaria y de produccion).



» Registro de floracion.

» Muestreos para conocer los niveles de infestacion.

Una de las causas de infestacion de las nuevas cosechas es atribuida a una
poblacién remanente de adultos que permanecen en al suelo como consecuencia
de la caida de frutos infestados. Donde los estados biologicos presentes pueden

desarrollarse y provocar en el tiempo ataques severos (Bernal et, al. 1997).

Por lo cual las practicas culturales mas empleadas e importantes en el manejo
integrado de la broca del cafeto son la “Pepena, repela y repase”, consistiendo en
recolectar los frutos antes y después de la cosecha (Vega y Romeo, 1985; citado
por De Cazy, 1988).

Cuando las condiciones climéticas le son favorables y cuando dispone de todo el
afio de fruto H. hampei; puede mantener una serie ininterrumpida de
generaciones con un minimo de ocho en su ciclo de vida. Por lo que las medidas
de control cultural se han encaminado a interrumpir su multiplicacion al no
disponer de fruto tanto en arboles como en el suelo y propiciandole condiciones
ambientales adversas para su desarrollo (Le Pelley 1968; citado por Gutiérrez
1993).

2.7 Control etoldgico.

El control etolégico o trampeo es una técnica que explota la sensibilidad olfativa
de la broca adulta para atraerla y capturarla, utilizando atrayentes similares a
aguellos elaborados en los frutos del café mas un sistema de difusion y un

recipiente de captura (Dufour, 1998).

La trampa para la broca, permite la captura de hembras colonizadoras que
emigran de los frutos secos en busqueda de nuevos frutos. Este movimiento se
intensifica cuando aumenta la humedad relativa ambiental y la temperatura,
después de las primeras lluvias. Al capturar dichas poblaciones de brocas se
logra evitar el dafio a los granos de café de la futura cosecha (Bautista et,al.
2001).



Dufour (2004) menciona que el trampeo es un componente del manejo integrado
de la broca (MIB) el cual es aplicado por lo general, en cafetales bajo sombra,
este funciona con un atrayente compuesto de etanol y metanol. Dicho autor
demostré que el trampeo aplicado en el marco de una estrategia de manejo
integrado, logra bajar los niveles de infestacion hasta limites aceptables,
especialmente cuando esta asociado a la cosecha sanitaria. De igual forma puede
ser complementario al control biolégico con parasitoides en el periodo de post-
cosecha, idea planteada por Dufour, (1998) a raiz de los buenos resultados

obtenidos de estudios realizados en 1997 en El Salvador.

La actividad del trampeo se realiza en el periodo de post-cosecha (finales de
febrero — abril) partiendo de las primeras lluvias hasta cuando se tiene fruto de la
nueva fructificacion que inicia en la etapa de maduracion del café (Borbén, 1991).
Para lo cual Canjura et,al. (2003) afirma que para la captura de la broca entre

dichos meses se colocan 12 trampas BROCAP por manzana.

2.8 Control quimico.
Almeida y Calvacante (1964) citado por Burgos (1998) introduce por primera vez,
para el control quimico de la broca del fruto del café, el insecticida Endosulfan.

La aplicacion de este producto reduce el ataque de la plaga el cual ha sido
aplicado en paises como México, Guatemala, Honduras y El Salvador en los
cuales ha dado buenos resultados a razon de 0.5 a 0.15 litros del producto por
hectarea (Borbdn, 1991).

El uso de insecticidas para el control de la broca se debe de llevar acabo cuando
técnicamente se requiera, justificandose por los niveles de infestacion en forma
localizada, durante el tiempo apropiado de ataque y con la tecnologia

recomendada de aspersion (Bustillo, 2002).
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La eficiencia de los insecticidas es muy erratica debido al habito de la broca de
permanecer en le interior del fruto. Solo cuando sale el adulto a colonizar nuevos
frutos se torna susceptible a estos productos por ello los niveles de control,
considerando toda la poblacion que existe en el interior de los frutos, son muy
bajos. Por lo que se sugiere que debe realizarse cuando las hembras adultas
estan volando hacia nuevos frutos o durante el proceso de penetracion (Bustillo
et, al. 1998).

Para el manejo integrado de la broca del cafeto, se debe de tomar en cuenta y
hacer uso de todas las medidas de control que estén disponibles, por lo tanto no
se excluye el control quimico (Hernandez y Paz, 2000). Tomando en cuenta lo
que sugieren algunos autores como Borbon (1991) y Bustillo (2002) de no abusar
del uso de insecticidas como el Endosulfan ya que el, uso continuo de este
producto puede causar resistencia por parte de la broca como los casos que se
han registrado en Nueva Caledonia.

2.9 Control bioldgico.

En el control natural los factores del ecosistema sobre las plagas se dividen en:
factores bidticos aquellos que involucran otros organismos como parasitoides,
predadores y entomopatogenos; y factores abidticos tales como el clima, suelo,
viento y radiacion solar. El control bioloégico a diferencia del natural implica la
intervencion del hombre en forma inteligente valiéndose de los enemigos
naturales (factores bidticos) es decir parasitoides, predadores y entomopatogenos
(Orozco, 1994).

El control biolégico constituye una herramienta mas de las alternativas del
programa de manejo integrado de la broca, convirtiéndose en una alternativa
sustancial al uso de insecticidas empleados en el control de la plaga. Por lo tanto
constituye una variable en la situacién actual de la crisis que atraviesan los

productores de café (Barrera, 2005).
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El desarrollo de técnicas de produccibn masiva de parasitoides vy
entomopatogenos para el control de la broca, con el fin de utilizarlos en el
programa de manejo integrado, implica conocer las interacciones de estos
organismos entre si, para recomendar su empleo en campo con otros meétodos de

control como lo es la aplicacion de insecticidas (Bustillo et, al. 1998).

2.9.1 Control con parasitoides.

El control biologico clasico es una forma de control biolégico que comprende el
descubrimiento, importacion y establecimiento de enemigos naturales exoticos;
con el fin de regular las poblaciones de plaga introducida o nativas en un pais
(Debach 1967; Quezada 1987; citado por Carrillo y Campos, 1990).

La broca es una plaga exotica en América, por lo que se encuentra libre de
enemigos naturales que la atacan en su lugar de origen (Continente Africano);
siendo por lo tanto el control biolégico clasico una de las tacticas de manejo

integrado (Carrillo y Campos, 1990).

La broca posee cuatro importantes especies de micro himendpteros parasitoides
Africanos: Cephalonomia stephanoderis, Prorops nasuta, Meterosopilus coffeicola
y Phymastichus coffea (Le Pelley 1968; Borbon 1989; citados por Carrillo y
Campos, 1990). Con el fin de aumentar la fauna de enemigos biologicos de la
broca se ha logrado introducir al pais dos especies de parasitoides desde Africa:
C. stephanoderis y P. coffea (Bustillo, 1995).

Los parasitoides atacan todos los estados de la broca cuando colonizan los frutos
infestados. Primero matan el adulto alimentandose de su hemdlinfa, luego
consumen los huevos. Posteriormente paralizan las larvas del segundo instar, las
prepupas y pupas sobre las cuales ovipositan y se desarrollan (Bustillo et,al.
1998).
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Bustillo (2002) determino que los parasitoides Cephalonomia stephanoderis y
Prorops nasuta realizan accion depredadora sobre los adultos que se encuentran
colonizando frutos. Dicho autor detalla que el nivel de ataque puede variar del
48% hasta el 65% para Cephalonomia stephanoderis y en el caso de P. nasuta

los niveles registrados son de 60% Yy 70%.

El parasitoide de la broca mas recientemente descubierto es Phymastichus coffea
descrito por La Salle en 1990. Se encontro por primera vez en La Republica de
Togo en 1987, donde se han registrado mediante estudios de campo mortalidades
en adultos de broca del 29.655 % por P. coffea. Posteriormente fue reportado en
La Republica de Kenia (Borbdn 1987; La salle 1990; citado por Bustillo, 1991).

2.9.2 Control microbioldgico.

Una de las alternativas para reducir el uso excesivo de insecticidas y evitar dafios
secundarios al ecosistema y al hombre es la utilizacibn de organismos
entomopatdégenos, los cuales tienen la capacidad de reducir las poblaciones de
plagas. Existen varios de esto organismos como lo son: virus, hongos, bacterias,

protozoarios y nematodos (Monzén, 2002).

La importancia de los hongos entomopatdogenos como reguladores naturales de
poblaciones ha sido reconocida por muchos afios. Factores como el aumento de
resistencia de insectos a insecticidas y efectos adversos en el uso generalizado
de quimicos en el control de plagas han fomentado el uso de los hongos
entomopatdgenos como sustitutos potenciales de los insecticidas quimicos (Veles
y Montoya, 1993). Dichos hongos se encuentran en la naturaleza, encontrandose
en rastrojos de cultivos del suelo, las plantas, etc. Logrando estos un buen

desarrollo en lugares frescos, himedos y con poco sol (Monzén, 2002).

Practicamente, todos los insectos son susceptibles a algunas enfermedades
causadas por los hongos entomopatogenos. Existen en la actualidad mas de 400

especies de hongos los cuales atacan insectos y acaros.
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Lo que indica un gran potencial para el uso de estos organismos como
insecticidas biolégicos (Monzoén, 2002). Los hongos son marcadamente
superiores a otros microorganismos puesto que generalmente no son especificos
en su accion sobre insectos, 1o que les confiere importancia en el control de un
amplio rango de insectos plagas. Los géneros mas importantes para el control
son: Beauveria, Metarhizium, Enthomopthora, Verticillum y Zoophthora (Estrada,
Vélez y Lopez, 1997).

El uso de estos hongos contra insectos fue sugerido desde hace mucho afos,
cuando en 1879, M. anisopliae se utilizo para el control del picudo de la
remolacha Cleonis punctriventis (Barnet y Hunter, 1972). El rango de hospedantes
de algunos géneros de hongos entomopatdgenos es variable, y tiende a ser mas
comun en areas tropicales, en las cuales factores tales como la temperatura y la
humedad relativa favorecen su crecimiento. Sin embargo pueden encontrarse en

areas templadas (Doberski y Tribe 1978; citados por Vélez y Montoya, 1993).

Los hongos entomopatdogenos para el control de la broca del café son un
componente fundamental en el desarrollo de un programa de manejo integrado
gue tenga por finalidad la preservacion del medio ambiente y la racionalidad en el
uso de insecticidas quimicos (Bustillo et, al. 1998).

2.10 Clasificacion de los hongos entomopatogenos.

La mayor parte de los hongos entomopatégenos como lo son: Beauveria,
Metarhizium y Paecilomyces tienen la siguiente clasificacion (Robert 1989;
Tanada y Calla 1992; citados por Parada, 1999).

Division: Eumycota.

Sub-divisién: Deuteromycotina.

Clase. Deuteromycetes (Hypomycetes )
Orden: Monilliaceae.

Genero: Beauveria, Metarhizium y Paecilomyces.
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2.10.1 Accion de los hongos entomopatdgenos.

Fases en que se desarrollan los hongos sobre sus hospedantes son: germinacion,
formacién de apresorios, formacion de estructuras de penetracion, colonizacion y
reproduccion. El inoculo o unidad infectiva esta constituida por las estructuras de

reproduccion sexual y asexual, esporas y conidias (Monzon, 2002).

El proceso de infeccion de los hongos entomopatégenos sobre la plaga inicia
cuando la espora o conidia se adhiere a la cuticulas del insecto; produciéndose
posteriormente un tubo germinativo y un apresério, con el que se fija en la cuticula
y con el tubo germinativo o haustorio (hifa de penetracioén) se da la penetracion al
interior del cuerpo del insecto. En la penetracién participa un mecanismo fisico y
uno quimico; el primero consiste en la presion ejercida por la estructura de
penetracion rompiendo el area esclerosada y membranosa de la cuticula; y el
guimico consiste en la accién enzimatica, principalmente las proteasas, lipasas y
quitinasas en la zona de penetracion, facilitando la penetracion fisica (Monzon,
2002).

Después de la penetracion, la hifa se ensancha y ramifica dentro del tejido del
insecto, colonizando completamente la cavidad del cuerpo del insecto. A partir de
la colonizacion se forman pequefias colonias y estructuras del hongo, lo que

corresponde a la fase final de la enfermedad del insecto (Monzén, 2002).

La habilidad de un hongo entomopatégeno para sobreponerse a los mecanismos
de defensa de sus hospedantes se debe en gran parte a la produccion de toxinas.
Los hongos sintetizan toxinas que son utilizadas en su ciclo de relacion patdgeno
hospedante siendo uno de los componentes principales de la patogénicidad. Esta
es otra forma mediante la cual el hongo causa la muerte al insecto y se puede
determinar cuando los insectos mueren rapidamente después de la infeccion

(Khachatourians 1988, citado por Gonzales, Posada y Bustillo, 1993)
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Entre estas toxinas se han encontrado destruxinas, demetildestruxinas y
protodestruxinas, las cuales son sustancias de baja toxicidad, pero de mucha
actividad toxica sobre insectos, acaros y nematodos (Monzén, 2002).

Otros autores como Robert y Humber (1981) citado por Lecuona, Parierok y Riva,
(1996) mencionan que el desarrollo de los hongos entomopatdégenos en particular
los Deuteromycetes puede dividirse en diez etapas: adhesién al tegumento del
insecto, germinacion de los conidios o esporas sobre este, penetracion a través
de la cuticula del insecto, multiplicacion del hongo en el hemocéle y la
produccion de toxinas (en ciertos hongos). Sobreviniéndose la muerte del
insecto y el hongo coloniza todo el interior del hospedante. Para posteriormente
el micelio sale hacia el exterior pasando a través del tegumento, esporula sobre
la superficie del insecto y finalmente los propagulos son diseminados al medio
(Ver figura 2). Cada uno de estos pasos son importantes no solo para provocar la
muerte del hospedante si no también, su posterior diseminacion en el habitat
(Lecuona, Parierok y Riva, 1996).
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Figura 2. Etapas de desarrollo de los hongos entomopatdégenos.
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2.11 Beuauveria bassiana.

En 1834 Agostino Bassi demostré que B. bassiana (bals) Vuill. Era el agente
causal de una enfermedad en el gusano de seda Bombix mori. A partir de sus
estudios se inicia la patologia de insectos como ciencia (Bassi 1835; Steinhaus
1963; citado Lecuona, Parierok y Riva, 1996).

Este hongo pertenece a la clase Deuteromycete, Orden Moniliales, Familia
Moniliaceae (Barnet y Hunter 1972; citado por Monzén, 2002). El genero
Beuauveria esta compuesto por varias especies, las mas frecuentemente aisladas
y estudiadas son: B. bassiana y B. brongniartii. El rango de hospedante de esta
especie es amplio al igual que su distribucion geogréfica; en el mundo se ha
registrado en mas de 200 especies de diferente orden. B. bassiana se ha

encontrado en mas de 60 especies de insectos en el mundo (Bustillo, 1995).

Este hongo se encuentra generalmente en poblaciones de plagas hipogeas o en
plagas que viven en localidades con temperaturas, humedad y otras condiciones
similares a las que existen en el suelo (Bustillo, 1995). B. bassiana es uno de los
entomopatogenos mas estudiados para el control bioldgico de muchas plagas. En
Europa ha sido utilizado para el control de Laspeyresia pomonella plaga de
manzanos (Robets y Yendol 1971; citado por Gonzales, Posada y Bustillo1993).
Al igual en Brasil donde ha sido utilizado para el control de las plagas del frijol y
caupi, Cerotoma sp., Diabrotica especiosa y Chalcodermus ahenus (Daouts y
Pereira 1986; citado por Bustillo et, al. 1998).

B. bassiana se ha encontrado atacando H. hampei en los sitios de origen del café
y en los paises donde este ha sido llevado e introducido, con independencia de la
variedad de café de que se trate. Los primeros registros de incidencia del hongo
sobre la broca fueron realizados en el Congo Belga en la década del 1930
(Pascalet y Stevaert 1939; citado por Gonzéalez, Posada y Bustillo, 1993).
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El hongo puede atacar a la broca cuando ésta llega por primera vez a un cafetal
por que B. bassiana es un habitante natural del suelo y esta presente en el
ambiente ya que sobrevive en la materia organica en descomposicion y atacando
a insectos hospedantes como el picudo del platano y larvas y adultos de gallina

ciega (Calderon y Cortes, 1993).

B. bassiana se ha registrado como enemigo natural de la broca del café en todos
los paises cultivadores invadidos por esta plaga. En todos los registros de
enemigos naturales de la broca donde ésta se ha distribuido, B. bassiana aparece
como el mas asociado a las poblaciones y con acciéon permanente que alcanza

niveles de epizootias de forma natural (Posada, 1996).

La incidencia del hongo B. bassiana sobre la broca del café en condiciones de
campo varia de un pais a otro; como lo es en Costa de Marfil y en Kenya donde
las infecciones han sido escasas. En contraste con otros paises como Camerudn,
Honduras, México y Ecuador donde se han registrado altos niveles (Barrera 1990;
Klein 1988; Troconi 1986; citados por Gonzales, Posada y Bustillo, 1993). Lo cual
puede deberse a diferencia de los factores climaticos o a que la broca esta mejor
adaptada que el hongo en su sitio de origen Africa, siendo susceptible al hongo
exotico que encuentra cuando llega a un nuevo sitio (More y Prior 1988; citado por

Gonzalez, Posada y Bustillo, 1993).

El hongo B. bassiana puede jugar un papel importante en el control de H. hampei
bajo condiciones de los sistemas cafeteros. Ya que estos Agroecosistemas son
perennes debido al sombrio o auto sombrio del café, lo que le proporciona
bastante proteccion de la radiacion solar y la humedad relativa alcanza niveles
Optimos durante ciertos momentos del dia lo que favorece el ataque del hogo
(Bustillo et,al. 1998).
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2.11.1 Caracteristicas del genero Beauveria bassiana.

El género se caracteriza por presentar micelio blanco, conidioforo sencillo,
irregularmente agrupado o en grupo verticilados, en algunas especies hinchados
en la base y adelgazandose hacia la porcibn que sostiene la conidia, el
conidioforo presenta forma en zig-zag después de que varias conidias se
producen. Las conidias son hialinas, el 50% son redondeadas a ovoides,
unicelulares y emergen en pequefios estigmas (Barnet y Hunter, 1972).

Este hongo presenta unas estructuras que son visibles al microscopio llamadas
fialidas o células conidiogenas que tienen una base globosa o en forma de botella
y se extiende apicalmente en grupos densos (Barnet y Hunter, 1972).

2.11.2 Modo de infeccion de Beauveria bassiana.

B. bassiana es el agente causal de una enfermedad sobre los insectos conocida
como muscardinas blancas (Barnet y Hunter, 1972). Para que el hongo ataque a
la broca, sus esporas deben entrar en contacto con el cuerpo del insecto (Narvaez
et,al. 1997) Ver figura 3.

Kouassi (2001) detalla que el modo de infeccion de B. bassiana se divide en

cuatro etapas distintas que son:

» Adhesion: se caracteriza por un mecanismo de reconocimiento y de
compatibilidad de las conidias con las células del tegumento del insecto. Esta fase
presenta dos etapas distintas: la primera donde la conidia se pega a la cuticula
por medio de fuerzas hidrofobicas y electrostaticas y en la segunda esta
caracterizada por que la conidia produce un mucilago que genera una

modificacion en la epicuticula lo cual ocasiona la germinacion.

» Germinacion: esta va ser dependiente de las condiciones del medio ambiente
y también de la fisiologia del hospedante (composicion bioquimica del

hospedante) la cual puede favorecer e inhibir la germinacion.
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» Diferenciacion: esta es la penultima fase la cual se caracteriza por la
formacion de un apresorid o estructuras terminales que van a servir de punto de
agarre y remocion de la cuticula para favorecer la penetracion. La produccién de
los apresorios es dependiente del valor nutritivo de la cuticula. Una cuticula

nutritiva estimula el crecimiento micelial mas que la penetracion.

» Penetracion: la ultima fase es la penetracidon del huésped la cual se realiza por
una combinacion de presiOn mecanica y enzimatica tales como las lipasas,
proteasas, y quitinasas de las cuales la mas importante en la penetracion son las
proteasas. Ciertas cepas producen toxinas no enzimaticos: beauvericina,

bassianolides, e isarolides que actuan y aceleran el proceso de infeccion.

Las proteasas y las lipasas son enzimas constitutivas de B. bassiana que acttan
degradando la cuticula del hospedante. La quitinasa puede actuar como una
enzima constitutiva o adaptativa, dependiendo de la especificidad del hongo.
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Figura 3. Ciclo de infeccion de B. bassiana sobre insectos.
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El Integumento del insecto esta compuesto de quitinas y proteinas con lipidos
asociados y compuestos fenolicos los cuales actian como barrera contra
organismos invasores. Los hongos filamentosos son capaces de penetrara esta
barrera a través de la accion combinada de enzimas hidroliticas como lo son
quitinasas, proteasas y lipasas. La presencia de las enzimas hidroliticas suelen
facilitar cada una de las etapas de la infeccion del hongo y adicionalmente,
pueden ser importantes en la invasion del hemocéle del insecto (Valdez, Vélez y
Montoya, 1999).

En general la germinacion de las conidias de B. bassiana ocurre en un periodo de
12 horas después de la inoculacion. El hongo penetra a través del integumento
del insecto por accion mecanica y efectos enzimaticos, lo cual toma otras 12
horas. Después de 72 horas de la inoculacion el insecto esta totalmente
colonizado (Ver figura 4). La duracion de las diferentes etapas del ciclo depende
de la especie atacada y de las condiciones ambientales presentes durante la
infeccion (Alves, 1986).

Figura 4. B. bassiana en crecimiento sobre adulto de la broca del café.
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2.11.3 Condiciones favorables para el desarrollo de laen  fermedad.

B. bassiana causa epizootias en poblaciones de la broca cuando las condiciones
ambientales le son favorables es decir alta humedad relativa, alta nubosidad,
temperatura y una abundante poblacibn de broca, se observan niveles
importantes de parasitismo (Koch et,al. 1988). Pero estas infecciones naturales no
son suficientes para detener el desarrollo de la plaga. Las condiciones de vida de
la broca del café, la hacen naturalmente susceptible a las infecciones por el hongo
ya que este como la broca se desarrollan de manera éptima bajo condiciones de
alta humedad (Moore y Prior 1988; citado por Gonzéales, Posada y Bustillo, 1993).

Las infecciones causadas en los insectos por los hongos entomopatdégenos
ocurren de forma primaria a traves de la cuticula; por esta razon es muy
influenciada por las condiciones ambientales (Deancon, 1983; citado por Vélez y
Montoya, 1993). Factores de tipo abidtico como la luz solar, la temperatura, el
agua o la humedad, determinan el éxito o el fracaso de los hongos
entomopatdégenos en el campo (Couch 1981; citado por Vélez y Montoya, 1993).

La eficiencias de los hongos entomopatdégenos en el campo esta relacionada
principalmente con la temperatura y la humedad relativa, especialmente en
condiciones tropicales y subtropicales; estos factores juegan un papel, basico en
el inicio de una infeccién y la viabilidad de estos organismos (Ouedrago et,al.
1997; citado por Berlanga, Hernandez y Velasquez, 2002). Sin embargo los
hongos poseen una habilidad para permanecer viables a temperaturas del suelo,
ademas se pueden adaptar a suelos con alto contenido de humedad o
completamente secos (Fuxa 1987; citado por Parada, 1999).

Bustillo (1998), menciona que la utilizaciéon de B. bassiana como controlador
bioldgico depende de factores como temperatura, humedad relativa y radiacion
solar optimas para que este sea eficaz en el control de la broca. Gonzéles,
Posada y Bustillo (1993), recomiendan aplicarlo cuando la broca se encuentra
volando en busqueda para colonizar nuevos frutos o penetrandolos, ya que una

vez haya entrado al fruto es dificil que el hongo realice el proceso de infeccion.
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Es por ello que diferentes autores sostienen que el efecto de B. bassiana puede
ser variable; ya que en diferentes estudios demuestran que se puede tener
mortalidades de broca hasta de un 80% bajo condiciones de humedad y sombrio
adecuadas; pero bajo condiciones no favorables su eficacia se puede reducir a
niveles del 20% a 30%. (Bernal, Benavides, Arcila, Bustillo1997).

2.11.3.1 Humedad relativa.

Los hongos entomopatdégenos requieren de alta humedad relativa para la
germinacion de los conidios y la formacién de estructuras reproductoras, este
factor afecta la estabilidad y la supervivencia del hongo. Las condiciones de
humedad favorecen la presencia y persistencia de los hongos, por lo que se
manifiestan como focos epizodticos (Clayton y Grove 1988; citado por Parada
1999).

La humedad relativa probablemente no es el mayor factor que influye en la
supervivencia de las conidias de B. bassiana para el control de insectos del
suelo. Excepto en condiciones de extrema sequia, la humedad relativa de la
atmosfera del suelo llega a ser del 95% al 99% (Linng y Donalson 1981; citado
por Lopez et,al. 1995). Algunos autores consideran que la humedad relativa es de
poca importancia en el proceso de infeccion, pero indispensable para el desarrollo
y germinacion de los conidios, ademas la humedad es importante para el
desarrollo de las hifas y la produccion de esporas, lo que resulta cuando la
humedad esta cerca del 100% (Parada, 1999).

Se ha establecido que el limite inferior de humedad relativa para la germinacion
de esporas de los Deuteromycetes que infectan insectos terrestres es
aproximadamente 92% y que el micro ambiente en la superficie del insecto puede
proveer condiciones favorables para el desarrollo de estos hongos. Sin embargo
algunos autores afirman que entomopatégenos como B. bassiana y M. anisopliae
no requieren altas humedades relativas o presencia de agua libre para causar la
infeccion (Auld1991; Couch 1981; citados por Vélez y Montoya, 1993).
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2.11.3.2 Temperatura.

La influencia de la temperatura en infecciones de insectos con Beauveria
depende de los requerimientos del hongo. El genero Beauveria normalmente se
desarrolla en un rango de 0 a 40 < de temperatur a, con una optima de 20 a 30
T, lo cual depende del origen geografico del aislamiento. Investigaciones
realizadas con Beauveria mencionan que necesita temperaturas entre los 10 y

35 T para la germinacion de esporas.

Se ha comprobado que las esporas mueren a temperaturas cercanas a los 50 C
y pierden su viabilidad en pocos meses a temperaturas de 21 <, pero al estar
almacenados a 8 C, se puede mantener viable por un afio (Cayton y Grove 1988;
citado por Parada, 1999). Estudios realizados sobre los requerimientos de
temperatura y humedad relativa de B. bassiana indican que este hongo se
desarrolla a 23 € y 80% de humedad relativa, siend o estos los requerimientos
similares a los de H. hampei (Walstad, 1970; citado por Barrios y Centeno, 1989).

2.11.3.3 Luz.

La radiacién solar, especialmente la de tipo ultravioleta, desempefia un papel
importante en la mortalidad de esporas del hongo (Doberski y Tribe 1980; citado
por Vélez y Montoya 1993). La vida media de diferentes in6culos de hongos
expuesto a la luz solar se estima en un tiempo aproximado de una hora para el

hongo mas susceptible y de 96 horas para el mas resistente.

La luz solar puede inactivar a los entomopatdgenos en forma directa a través de
delecciones, uniones cruzadas, rupturas de bandas y formacion de sitios labiles
en la molécula del ADN; y en forma indirecta debido a la formacion de radicales
altamente reactivos los que a su vez inactivan a los entomopatégenos, reduciendo
la persistencia de este en el campo (Ignoffo 1992; citado por Vélez y Montoya
1993).



24

Vélez y Montoya, (1993) realizaron estudios en campo mediante aspersiones de
diferentes formulaciones del hongo B. bassiana, observaron que a mayor tiempo
de exposicion de las conidias a la radiacion solar hubo menor viabilidad de estas,
que en condiciones de sombreado con 53% de luminosidad, en cual la
supervivencia de propagulos del hongo perduro por mayor tiempo a través del

estudio.

2.12 Aislamiento del hongo B. bassiana .

El aislamiento consiste en la obtencion del hongo a partir de la fuente de inoculo
la cual puede ser: insecto y planta, en medios artificiales como PDA en (cajas de
petri, tubos de ensayo u otros) o de preservacion en seco como Silica - gel. A
partir del aislamiento del hongo se procede a la inoculacién de este en un medio
de cultivo puro. El aislamiento de los hongos se puede hacer de dos maneras por

dilucioén seriada y directo (Monzén, 2002).

El aislamiento directo consiste en la obtencion directa del hongo a partir del
cuerpo del insecto, pasandolo a un medio nutritivo como PDA. Esta técnica es
desventajosa debido a que la muestra que se toma del insecto puede estar sucia
y contaminar el medio. Por lo que se hace necesario realizar una desinfeccion
externa del insecto con hipoclorito de sodio al 3.5% enjuagandolo con agua
destilada estéril (Monzon, 2002).

El aislamiento de B. bassiana a partir de brocas muertas por el hongo en el cafetal
por el caficultor es una técnica muy facil y sencilla, la cual consiste en buscar en
el cafetal granos atacados por la broca que tengan mota blanca en el ombligo u
orificio de entrada de la broca; donde esta se encuentra muerta por accion del
hongo estos son cortados y disectados con una navaja o cuchilla retirando las
brocas muertas cubiertas por el hongo colocandolas en un frasco. Para luego ser
desinfectadas con hipoclorito de sodio puro sumergiéndolas durante dos minutos,

este no mata el hongo y permite tener cultivos puros (Calderdon y Cortes, 1993).
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Las brocas desinfectadas se colocan o siembran tres por botella preparada con
medio de cultivo arroz bien cocido sin exceso de agua para evitar contaminacion

por bacterias u hongos (Calderén y Cortes, 1993).

2.13 Produccion de Beauveria bassiana.

Las especies de Beauveria se desarrollan facilmente en medios de cultivo como
PDA y Sabouraud, sin embargo se han desarrollado otros medios y técnicas de
propagacion. B. bassiana se produce comercialmente bajo el nombre de Boverin
en La Unién Soviética y es ahi donde mas se ha adelantado la tecnologia para la
produccion masiva de la especie de Beauveria. La produccion de blastosporas en
cultivos sumergidos se ha desarrollado hace unos 20 afos, actualmente

abandonado por la dificultad de almacenar este tipo de esporas (Ferron, 1981).

El uso extensivo de este patégeno ha sido en China en donde es producido por
los mismos agricultores en unidades de produccién muy sencilla en sus casas
para el control de plagas del maiz y forestales (Hussey y Tinsley, 1981). Se han
estudiado dos enfoques para la produccion de B. bassiana industrial y artesanal
(Bustillo et,al. 1998).

2.13.1 Produccion industrial.

Para la produccion industrial de B. bassiana se inicia en cultivos puros en platos
de petri en medio SDA. Luego, este inoculo se utiliza para el crecimiento del
hongo en frascos que tienen un medio liquido nutritivo aséptico, bajo condiciones
de fermentacion y agitaciéon a 110 rpm. durante 72 horas; este cultivo produce
blastosporas que sirven para inocular bandejas con un sustrato solido
quimicamente definido para la produccion de esporas aéreas. Después de 15 dias
(dependiendo de la temperatura) el hongo esta listo para ser cosechado,
homogenizado, formulado y secado en forma de polvo. Esta tecnologia ha sido
transferida a productores particulares para que produzcan industrialmente el

hongo (Morales et,al. 1991).
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En Francia se patento un medio liquido para la produccibn masiva de
blastosporas. En el cual se produce aproximadamente 10° blastosporas/ ml. luego
de 12 horas. Las cuales son colectadas por centrifugacion y la pasta resultante se
seca a bajas temperaturas por ventilacion seca después de mezclarla con polvo
de Silica, materiales osmoticos activos (p.e., sucrosa y glutamo de sodio), agentes
antioxidantes (p.e., escorbato de sodio) y una mezcla de parafina liquida y
polioxtileno glicerol oleato (Hussey y Tinsley, 1981). .

Esta preparacion es almacenada al vacié en nitrégeno liquido; las blastosporas en
esta preparacion son secadas a 40 °C a la cual pueden permanecer viables

durante ocho meses (Hussey y Tinsley, 1981).

2.13.2 Produccién artesanal.

Antia et,al. (1992) estudio la metodologia de produccién artesanal del hongo en
fincas. Dicha metodologia es muy sencilla: el sustrato esta compuesto de arroz y
agua, los que se introducen en botellas desechables de vidrio, taponadas con
algodén absorbente y se someten a un proceso de esterilizacion al “bafio de
maria”; la produccién de esporas en botellas es de 4X10™ esporas/gr. de sustrato
a 25 °C y después de un periodo de 24 dias. Una vez el hongo completa su

desarrollo esta listo para ser utilizado.

Hasta la fecha se han evaluado diferentes tipos de sustrato naturales para la
produccion de hongos entomopatogenos entre los cuales destacan principalmente
arroz, trigo, maiz, frijol y soya; de los cuales los mas utilizados han sido el arroz y
el trigo (Monzon, 2002). La produccion artesanal ha tenido un rapido desarrollo
por lo simplificado y barato del sistema el cual permite al productor la produccion
del hongo en la finca y disponer asi de este insumo en el momento necesario
(Posada y Bustillo, 1994).
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3. MATERIALES Y METODOS.

El presente estudio se desarroll6 en cuatro fases, dos de campo y dos de
laboratorio realizadas en las instalaciones de la fundacion PROCAFE, ubicada en
La Ciudad de Santa Tecla; latitud 13° 40''59.9” N. y longitud 89° 17’ 14.8”" W.

3.1 FASE I. Recolecciéon del material

Se visitaron y se recorrieron con personal técnico de PROCAFE diferentes fincas
cafetaleras con el objetivo de recolectar muestras de insectos y frutos de café que
presentaran las caracteristicas de ataque por el hongo (Beauveria bassiana)
como lo es el crecimiento de micelio algodonoso de color blanco sobre ellos y en
el caso de los frutos de café con exposicién de un taponamiento de color blanco
sobre el orificio de entrada de la broca, donde esta se presenta muerta por la
infeccion del hongo. Se recolectaron frutos con brocas atacadas en la finca
Esmeralda, ubicada en el municipio de Antiguo Cuscatlan (Figura 5). Dicho

material fue transportado a los laboratorios de PROCAFE para su aislamiento.

Figura 5. Frutos de café con exposicién del hongo nativo B. bassiana sobre el

orificio de entrada de la broca recolectados en la finca Esmeralda.
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3.2 FASE Il. Aislamiento del hongo B. bassiana.

Frutos de café presentado taponamiento de color blanco en el orificio de entrada
de la broca se disectaron y se extrajeron las brocas momificadas (infectadas por
el hongo B. bassiana). Una vez obtenidas se procediéo a desinfectarlas para
completar el proceso de aislamiento mediante la ayuda de la camara de flujo
laminar. Las brocas infectadas fueron tratadas durante un minuto en tres
diferentes sustancias en orden sucesivo de la siguiente manera: un minuto en
agua destilada estéril, un minuto en alcohol al 90% y un minuto en agua destilada
estéril. Posteriormente el exceso de humedad se elimino al pasarlas por papel

filtro estéril.

Inmediatamente después, las brocas se recolectaron con pinzas estériles y se
colocaron en cajas de Petri conteniendo el medio nutritivo PDA (Papa, Dextrosa,
Agar). Las cajas se sellaron con cinta parafilm; se rotularon segun el lugar de
origen de las brocas para la identificacion de los diferentes aislados y se
colocaron en incubacion en cuarto de crecimiento a temperatura de 28 a 30 °C
para que el hongo se desarrollara (Ver figura 6). Seis dias después se colecto un
pedazo de micelio aislado directo, libre de contaminaciéon con un azay se coloco
en una nueva caja petri con medio de cultivo PDA con el objetivo de purificar el
hongo. De los aislados puros se realizaron preparaciones de laminillas para
observar al microscopio las caracteristicas morfolégicas del micelio y esporas.

03/02/2005

Material para el aislamiento. Aislados de B. bassiana en medio PDA.

Figura 6. Aislamiento directo del hongo B. bassiana a partir del cuerpo de la
broca.
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3.2.1 Reproduccion y produccion de esporas de B. bassiana en medio
sélido (Arroz precocido).

3.2.1.1 Preparacion del Arroz.

Se utilizé arroz precocido, el cual se lavé con agua destilada, se escurrio y se dejo
secar por diez minutos en bandeja plastica. Posteriormente se colocaron 40 gr. y
20 ml. de agua destilada dentro de una botella desechable de vidrio con
capacidad para 250 ml y se tapo con algodén a presién. Una vez preparado el
sustrato dentro de las botellas, estas se sometieron a un proceso de esterilizacidén
al autoclave a una temperatura del120 °C y 15 libras de presion por un periodo de

20 minutos (Figura 7).

Figura 7. Preparacion y esterilizacion del arroz para la produccion B. bassiana.

3.2.1.2 Inoculacion de B. bassiana en botellas.

La inoculacién se realizé a partir de una caja Petri conteniendo el hongo
completamente desarrollado y puro. Se tomo una pequefia porcion con asa estéril
y se inoculé en cada una de las botellas. Para realizar dicha actividad se trabajo
en camara de flujo laminar previamente desinfectada con alcohol al 70%. Una vez
realizada la inoculacion las botellas se colocaron en cuarto bajo condiciones de
temperatura ambiente para el desarrollo del hongo (Figura 8).
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Figura 8. Inoculacion del sustrato con el micelio del hongo.

3.2.1.3 Obtencion de esporas.

Doce dias después de la inoculacion, los granos de arroz conteniendo las espora
del hongo fueron cosechadas extrayendo; de cada una de las botellas con ayuda
de pinza y se depositaron en bandejas plasticas. Luego se secaron por medio de
ventilacion y bajo sombra a temperatura ambiente sobre zarandas. Una vez
secado fue empaquetado en bolsas plasticas y almacenadas en refrigeracion a

una temperatura de 4 a 8 °C (figura 9).

Figura 9 . Cosechado, secado, y almacenado del sustrato conteniendo esporas
del hongo.
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3.2.1.4 Recuento de conidias.

Para la realizacion del conteo de conidias se preparo una suspension de esporas
en agua. Pesandose un gramo de arroz conteniendo esporas del hongo B.
bassiana y se coloco en un Erlenmeyer conteniendo un litro de agua al cual se le
aplico una gota de Tween 80; para facilitar la suspension de las esporas por

agitacion.

Posteriormente se tom6 una muestra de la suspension con una pipeta, deposito

una pequefia gota en cada uno de los depositos de la camara Neubauer, cuyo

esquema se puede ver en la (figura 10). Para determinar la concentracion de las
conidias de la suspension. Se realiz6 el recuento en los cinco cuadros de la
camara Neubauer, en el siguiente orden: primero los extremos izquierdo y
derecho de la parte superior, el cuadro central y luego los extremos inferiores
izquierdo y derecho. Por medio de dicha técnica se obtuvo las concentraciones
de las dosis en estudio.

La concentracion de esporas de la suspension se calculo de la siguiente forma:
NC = (SC/5) *50,000.

Donde:
NC = numero de esporas por mililitro de la suspension.
SC = Sumatoria de las conidias contenidas en los cinco cuadros de la camara

Neubauer.

0.2 mm

0.2 mm

Figura 10 . Vista microscopica del esquema de la camara Neubauer.
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3.3 FASE Ill. Bioensayo de patogénicidad de laborator io.

Para evaluar la patogénicidad del aislado del hongo B. bassiana sobre
poblaciones de broca, se instalé un bioensayo bajo condiciones controladas de
laboratorio (temperatura y humedad relativa ambiente) mediante un disefio
estadistico completamente al azar con cinco tratamientos y 23 repeticiones para

cada uno.

Cuadro 1. Dosis aplicadas por litro de agua en el bioensayo de laboratorio para

Determinar la patogénicidad de B. bassiana sobre la broca.

Tratamientos Dosis del hongo Concentracion de
esporas/ml.

T1 Testigo 0 ml.

T2 1 gr. de B. bassiana/lt de agua. 3.69x 10" ml.

T3 5 gr. de B. bassiana/lt de agua 1.84X10° ml.

T4 10 gr. de B. bassiana/lt de agua 3.69X10° ml.

T5 15 gr. de B. bassiana/lt de agua 5.53X10° ml.

Los adultos de las brocas utilizadas en el experimento se obtuvieron del
laboratorio de cria de parasitoides de PROCAFE; criados en café pergamino,
tomando 150 brocas del mismo tamafio y edad para asegurar la homogeneidad
del material. Las brocas se desinfectaron sumergiéndolas en hipoclorito de sodio
al 0.5% durante dos minutos y se enjuagaron dos veces con agua destilada
estéril. Posteriormente se colocaron en caja con papel toalla para eliminar el

exceso de agua y el secado de los insectos.

Para la instalacion del bioensayo, se tomaron 23 brocas previamente
desinfectadas (repeticiones cada una como unidad experimental); se sumergieron
en beakers conteniendo suspension de conidias de acuerdo al tratamiento
durante un minuto. Posteriormente una broca individual fue colocada con la
ayuda de un pincel dentro de un tubo de vidrio esterilizado de 2 cm. de diametro
por 4 cm. de altura dentro del cual se deposito un disco de papel filtro humedecido

para mantener la humedad relativa adecuada para la infeccion del hongo.
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Ademas se coloco un grano de café pergamino como sustrato alimenticio e
inmediatamente fue taponado con algoddn absorbente para evitar la salida de la

broca (Figura 11).

Esta metodologia ha sido propuesta por Méndez, (1990) quien sostiene que
individualizando las brocas permite establecer el efecto directo del hongo sobre
cada broca, evitando el contagio que pueda ocurrir cuando se evalGan
poblaciones en la que una broca infectada puede enfermar a otra poblacion.

Para mantener la humedad se coloco diariamente 0.2 ml. de agua destilada con
una jeringa estérii en cada tubo, con el objetivo de brindar las condiciones
adecuadas de humedad (> 90 RH) para el desarrollo e infeccion del hongo sobre
el insecto. Los parametros evaluados fueron: a) mortalidad de las brocas
diariamente, durante 10 dias, b) sintomatologia y c) Desarrollo del micelio sobre
las brocas. Para ello se utilizé un microscopio estereoscopio facilitando con este
la observacion detallada y diseccion de los granos sin causar dafio a las brocas
gue penetraron el fruto, los datos fueron analizados por andlisis de varianza.

Materiales y tratamientos. Inoculacién y confinamiento de las brocas

Figura 11. Instalacién del bioensayo de patogénicidad a nivel de laboratorio.
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3.4 FASE IV. Ensayo de patogénicidad a nivel de camp o.

Después de conocer los efectos de B. bassiana en condiciones de laboratorio, se
considero necesario determinar su patogénicidad a nivel de campo para lo cual se
llevo acabo un estudio en la finca Esmeralda ubicada en el cantén Lomas de La
Caldera del municipio de Antiguo Cuscatlan (132 40’ 00" LN y 892 14' 30" LO), San
Salvador. En la cual la variable a estudiar fue la mortalidad de la broca H. hampei

por la infeccion del hongo.

Previo a la aplicacion se seleccionaron cuatro parcelas como unidades
experimentales para cada uno de los tratamientos dentro de las cuales se
eligieron 10 cafetos al azar cada uno como parcela efectiva, haciendo un total de
40 arboles; los cuales fueron marcados por tratamiento y repeticion. A los arboles
elegidos dentro de cada tratamiento se les cont6 y se elimino los frutos que
presentaran brocas muertas por la infeccion de B. bassiana de forma natural,
partiendo de cero en cada repeticion; con el objetivo de observar el incremento de
brocas muertas en los frutos por la infeccion del hongo de forma inducida luego
de la aplicacion. El hongo utilizado para el estudio fue un aislado de la misma
finca y producido en sustrato arroz en los laboratorios de PROCAFE.

Las dosis aplicadas y concentracion de esporas aplicadas en el estudio se
describen en el (cuadro 2) las cuales se aplicaron con bomba de mochila un
volumen 200 cc. del biopreparado B. bassiana directamente a ramas y frutos de
cada arbol. Al cabo de 17 dias después de la aplicacion se efectuo el conteo de
frutos los cuales presentaron el taponamiento de color blanco en el orificio de
entrada donde las brocas se encontraron muertas por la infecciéon de B. bassiana
en cada uno de los arboles tratados en dicho estudio. Los datos fueron analizados

por analisis de varianza y la prueba de diferencia minima significativa (DMS).
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La metodologia empleada fue la descrita por (Bustillo, 1996) quien aplico a un lote
de 35 arboles escogidos al azar dentro de una parcela altas concentraciones de
B. bassiana en dosis de 2.37X10' conidias por mililitro. 20 dias realizo
observaciones evaluando, como unidad de muestreo las ramas productivas en las
cuales se contaron los frutos con infeccion del hongo lo cual da una informacién

real para el estudio de epizootiologia.

Cuadro 2. Dosis aplicadas por bombada en el estudio de campo para determinar

la patogénicidad de B. bassiana sobre la broca de café.

Trata. Dosis del hongo Concentracion
de esporas

T1 Testigo. Cero aplicacion de B. bassiana. 0 ml

T2 1gr. de B. bassiana/lt de agua. 3.69X10" ml.
20gr./bombada

T3 5 gr. de B. bassiana/lt de agua. 100 1.84X10° ml.
gr./bombada

T4 10 gr. de B. bassiana/lt de agua. 200 3.69X10° ml.
gr./bombada
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1 Aislamiento del hongo nativo  B. bassiana.

Se logro aislamiento directo del hongo a partir de brocas infectadas recolectadas
del campo. El micelio se desarrollo en periodo de cuatro a cinco dias en el medio
PDA a temperatura ambiente; presentd color blanco y crecimiento algodonoso
(Figura 13). Al observarlo al microscopio presento las caracteristicas descritas por
Barnet y Hunter (1972), como lo son micelio blanco, conidioforo sencillo, el cual
presenta forma de zig-zag al igual que las filides de forma globosa en forma de
botella, como se muestran en la (figura 12).

Figura 13. Micelio del hongo B. bassiana purificado en PDA.
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Este resultado comprueba lo que menciona Monzo6n (2001), con respecto a que
el hongo B. bassiana se puede obtener de manera directa a partir del cuerpo del
insecto y que para dicha actividad; debe de realizarse la desinfeccion con alcohol
90% o hipoclorito de sodio al 5%. Es una practica necesaria que se debe llevar
acabo previo al aislamiento directo, ya que nos permite eliminar otro tipo de
microorganismos ajenos a B. bassiana sin causar la muerte de este ultimo el cual
una vez en el medio nutritivo (PDA); desarrolla su micelio de manera optima y

pura.

4.2 Produccion de esporas.

Bajo las condiciones donde se realizo el trabajo, se demostré que los aislados de
B. bassiana obtenidos directamente de brocas recolectadas en fincas cafetaleras;
se reproducen perfectamente en sustrato arroz precocido en un periodo de 10
dias el cual produjo una concentracién de esporas de 3.69 x 10** por gramo de
arroz cosechado. Este resultado es concordante con la experiencia de Colombia
donde la produccién en botellas es de 4 x 10* esporas/gramo de sustrato a 25
°C. Después de un periodo de 15 dias (Bustillo, 1995). Pero la reproduccién en
botellas cuenta con la limitante que se producen bajas cantidades, ya que
Gnicamente se pueden producir 40g por unidad. Habria la necesidad de utilizar
otro tipo de contenedor como bolsas de polipropileno en las cuales se puede
producir 400 gr. por unidad o desarrollar otro método para la produccion de

mayores cantidades.

El estudio demuestra que la técnica es de facil adopcién e implementacion por
medio de la cual se puede producir gran cantidad de esporas de diferentes
aislados de B. bassiana una vez que estos hallan sido aislados y purificados. El
hogo B. bassiana cosechado y secado; se puede mantener viable hasta por un
periodo de 5 meses al ser almacenado en refrigeracion a temperaturas de 4 a 8
°C. o ser utilizado inmediatamente asperjandolo para el control de la broca en las
fincas cafetaleras.
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4.3 Bioensayo de patogénicidad de laboratorio.

La sobre vivencia de las brocas después de la desinfeccion fue del 100 %. La
practica de desinfeccién con hipoclorito de sodio al 5% durante dos minutos no
ocasiono mortalidad en las brocas; ni inhibié el proceso de germinacién de las
conidias en los tratamientos. Lo anterior concuerda con lo mencionado por
Jiménez, (1992) quien obtuvo una sobre vivencia del 80% en el testigo al efectuar

la desinfeccion superficial de las brocas.

En el transcurso del segundo dia luego de la inoculacion fueron visibles los
primeros sintomas de la actividad fuangica en las brocas tratadas con el hongo,
entre los que se observaron menor actividad en el movimiento siendo lentos y
torpes. La actividad de brocado de los granos de café pergamino fue afectado, las
brocas tratadas con el hongo perforaron el 13% de los granos, mientras que las
no tratadas el 65.2%. Indicando que las brocas infectadas por B. bassiana poseen
una capacidad menor de causar dafio y de penetrar los frutos, éstos resultados
coinciden con los obtenidos por Gonzéalez, Posada y Bustillo (1993) de quienes
fue tomada la metodologia usada; ellos obtuvieron mortalidades al tercer y quinto
dia observando menor movilidad en las brocas tratadas y menor capacidad del

brocado de los granos de café pergamino.

El andlisis de varianza de los datos de mortalidad demuestra que para un nivel de
confianza del 0.05% no existe diferencia estadisticamente significativa; entre los
tratamientos en estudio sobre las brocas inoculadas con las diferentes
concentraciones del hongo. En contraste comparando los tratamientos con el
testigo los cuales son altamente significativos. Debido a que el andlisis de
varianza “F cal” fue no significativo no se hizo necesario realizar la prueba de
(DMS), ya que esta se realiza solo cuando “F cal” es estadisticamente significativa

y asi poder comparar diferencias entre las medias de los tratamientos.
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El 100% de la mortalidad de las brocas por infeccion del hongo se presento al
cuarto y quinto dia. En el cuarto dia fue 30.43% para el T2, 34.78% para T3,
43.47% para T4y un 52.17% para T5. En el quinto dia se registraron porcentajes
del 69.56% T2, 65.21% para el T3, 52.17% T4 y 39.13% para T5 respectivamente
(Cuadro 3, Graficol).

En el tratamiento testigo no se presento mortalidad por la infeccién del hongo ni
por agentes contaminantes, sino que esa mortalidad se atribuyo a otras causas
como perdida de patas y antenas. El micelio del hongo se desarrollo por completo
sobre el cuerpo de las brocas tratadas en un periodo de 7 dias, pudiendo
observarse la aparicion de este primeramente en las partes inter segméntales y
luego sobre todo el cuerpo (Ver figura 14). A los diez dias el micelio tomo un

aspecto algodonoso y color blanco.

Cuadro 3. Cuadro resumen de mortalidad diaria de bioensayo de Patogénicidad
a nivel de laboratorio.

tratamiento Numero de brocas muertas diariamente
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
T1 testigo 0 0 2 1 0 0 6 6 8 0

T2 1gr/B. 0 0 0 7 16 0 0 0 0 0
bassiana
T3 5 gr/B. 0 0 0 8 15 0 0 0 0 0
bassiana

T4 10 gr/B. 0 0 1 10 12 0 0 0 0 0
bassiana

T5 15 gr/B. 0 0 2 12 9 0 0 0 0 0
bassiana

TOTAL 0 0 5 38 52 0 6 6 8 0
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Grafico 1 . Distribucion de Mortalidad diaria de broca tratadas con B. bassiana

en el bioensayo de laboratorio.

Figura 14. Crecimiento del micelio de B. bassiana sobre brocas tratadas.

4.4 Estudio de patogénicidad a nivel de campo.

El analisis de varianza realizado a los datos obtenidos luego de la aplicacion del
hongo B. bassiana para el control de la broca en campo, demuestran que existe
una diferencia significativa entre las medias de los tratamientos para un nivel de

significancia del 0.05%.
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Por lo cual se realizo La Prueba de Medias (DMS); cuyos resultados demostraron
una diferencia entre los tratamientos; T2 1 gr./ B. bassiana, T3 5 gr./B. bassiana
T4 10 gr./B. Bassiana; con respecto al tratamiento T1 testigo es significativo con
cero aplicacion del hongo B. bassiana. Entre los tratamientos se demuestra que
existe una diferencia siendo esta no significativa estadisticamente lo que

demuestra la prueba DMS.

El efecto de B. bassiana en campo fue evidente, ya que causo la muerte de las
brocas que se encontraban en proceso de penetracion al fruto como lo
demuestran los datos registrados 17 dias después de la aplicacion en donde; la
mortalidad acumulada en los 30 &rboles tratados en las parcelas experimentales
fueron las siguientes: T2= 237, T3= 308 y T4= 165 brocas muertas; lo cual
sobrepaso valores de 100% con respecto al conteo inicial es decir que se indujo

de 0 a 710 brocas muertas en los en 30 arboles tratados con B. bassiana.

El testigo mostré niveles de mortalidad bajos T1l= 48 brocas muertas lo cual
puede deberse a la presencia de focos localizados del hongo naturalmente en la
parcela experimental, a la diseminacién de esporas por vectores o factores
climaticos (viento) luego de la aplicacién de los tratamientos (ver grafico 2). Lo
anterior indica que si B. bassiana es aplicado de forma artificial se puede inducir

epizootias de forma generalizada como lo observado en los arboles tratados.

Lo anterior concuerda con lo registrado por (Vélez y Montoya, 1998) quienes
obtuvieron similares resultados mediante preparaciones y aplicacion de B.
bassiana en concentraciones 3x10'° esporas/ml. aplicadas directamente a los
arboles y frutos en campos experimentales y comerciales, mostraron el éxito en el
control de H. hampei, ya que en sus estudios encontraron una alta proporcion de
brocas muertas (>85%) infectadas por el hongo. A si mismo evaluaciones
realizadas en parcelas de manejo integrado mostraron que en promedio la

reduccion de la poblacion de la broca fue de 50%.
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La accion del hongo es influenciada por condiciones ambientales adversas lo cual
puede reducir su eficacia en campo. Sin embargo en el periodo que se realizo el
estudio; nos indica que estas fueron las Optimas en cuanto a temperatura, alta
humedad, nubosidad, parcelas con el suficiente sombrio y en el periodo en el cual
la broca se encontraba en el proceso de penetracién al fruto con su parte
posterior afuera o volando hacia este; lo que permitié que las esporas entraran en
contacto con el cuerpo del insecto y por ende ocasiono la muerte por la infeccion

fungica. Lo cual ocurre en el mes de Agosto de todos los afios.

N. de brocas muertas.

T1 T2 T3
tratamientos.
O Mortalidad natural. E Mortalidad inducida.

Grafico 2. Mortalidad acumulada de brocas registrada de forma natural por la
infeccion de B. bassiana e inducida después de la aplicacion en el estudio de

campo.
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5. CONCLUCIONES.

» El hongo entomopatdgeno B. bassiana se encuentra presente como un agente
de control biolégico natural de la broca en la zona cafetalera de El Salvador;
debido a que estos Agroecosistemas brindan proteccion contra la radiacion solar y
la humedad relativa alcanza niveles 6ptimos durante el dia para que se desarrolle

la infeccion sobre las brocas.

» El estudio del aislamiento de hongo nativo B. bassiana en (PDA), ha sido
fructifero ya que se logro aislarlo de forma pura; a partir del cual se desarrollo
simultdneamente un método para la produccion en medio de cultivo arroz lo que

permitié adelantar la evaluacién de su eficacia en laboratorio y campo.

» La técnica de produccion en medio de cultivo sélido arroz precocido; es una
forma sencilla y rapida de obtener esporas del hongo a los 20 dias, las cuales a
una temperatura de 4 °C. se pueden mantener viables hasta por un periodo de 5

meses.

» La metodologia utilizada en el bioensayo de patogénicidad de laboratorio nos
permite asegurar la evaluacion de otro tipo de aislamientos y seleccionar asi los
mas patogénicos para su produccion, formulacién y posterior evaluaciéon en el

campo.

» La patogenicidad de laboratorio y de campo nos indican que el hongo nativo
es patogénico contra la broca; por lo tanto se puede utilizar como estrategia
dentro del manejo integrado de la broca (MIB), bajo condiciones optimas de
humedad temperatura y cuando la broca se encuentre en el proceso de

penetracion al fruto o volando hacia estos.
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6. RECOMENDACIONES.

» Dado que B. bassiana se encuentra en forma natural en El Salvador, se
recomienda realizar mas aislamientos de diferentes fincas y someterlos a pruebas
de patogenicidad comparandolos con otros Aislados mediante ensayos de
laboratorio y campo, determinando asi aquellos que sean mas patogénicos y

virulentos para produccion y formulacion.

» Realizar un estudio econémico de la produccion de esporas en medio sélido

arroz para optimizar la relacion beneficio costo del producto.

» Emplear en la produccion otro tipo de contenedor, como bolsas de
polipropileno para aumentar la produccion ya que en estas se puede producir 400
gr. de arroz con B. bassiana por unidad; ya que lo producido en botellas se limita
Unicamente a 40gr. /unidad y la tarea de cosecharlo es dificil por lo reducido de la

boquilla.

» Incluir el hongo B. bassiana dentro del manejo integrado de la broca del fruto
del cafeto asociado a otras practicas de control cultural y bioldgicos en las fincas

cafetaleras de El salvador.

» De acuerdo a los resultados obtenidos se recomienda continuar las
investigaciones; con el objetivo de ver como se comporta B. bassiana bajo
condiciones adversas, fuentes de variacion en cuanto a patogenicidad y
produccion de esporas e incluir en el estudio cepas monosporicas para garantizar
la uniformidad genética, con el fin de proporcionar a los caficultores aislados
altamente patogénicos y que sean aplicados e introducidos en aquellas areas con
poca presencia del hongo de forma natural.
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8.1 Graficol. Numero de brocas muertas registradas por la infeccion de B.
bassiana de forma natural e inducida después de la aplicacion en el tratamiento
testigo T1.
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8.2 Grafico 2. Numero de brocas muertas por la infeccion de B. bassiana de
forma natural e inducida después de la aplicacion en el tratamiento T2.
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——— Mortalidad natural. —— Mortalidad inducida.

8.3 Grafico. Numero de brocas muertas por la infeccion de B. bassiana de forma
natural e inducida después de la aplicacion en el tratamiento T3.

—— Mortalidad natural. —— Mortalidad inducida.

8.4 Grafico. Numero de brocas muertas por la infeccion de B. bassiana de forma
natural e inducida después de la aplicacion en el tratamiento T4.



