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RESUMEN

Esta investigacion se llevo a cabo en las instalaciones de la Fundacion
Salvadorefia para investigaciones del café, (PROCAFE), en Santa Tecla y en la
estacion experimental Finca San Antonio en Santa Ana; se realizaron dos fases
complementarias: A) Fase de campo que consistid en la recoleccion y aislamiento
de cepas nativas de B. bassiana a partir de brocas infectadas de la cual se
obtuvieron aislados puros. B) Fase de laboratorio en donde se realizaron dos
fases: la 12 consistio en la: reproduccion de B. bassiana en medio de cultivo
liquido a base de levadura y azucar en fermentadores artesanales. La 22 fue la
evaluacién de patogenicidad de B. bassiana sobre brocas. Los resultados
demostraron que el medio utilizado proporcioné los nutrientes necesarios para la
reproduccion del hongo. La mayor produccion de blastosporas fue entre las 72 y
96 horas y de esporas a las 120 horas después de la inoculacion.

Se instalaron 5 bioensayos para evaluar la patogenicidad de B. bassiana mediante
un disefo estadistico completamente al azar; cada uno con cinco tratamientos y
20 repeticiones. Cada tratamiento consistio en diluciones preparadas a partir de la
solucion madre obtenida del fermentador, de la siguiente manera: T1=testigo,
T2=1:10, T3=1:100, T4=1:1000, T5=1:10000. Seguidamente brocas sanas
desinfectadas fueron sumergidas en las diferentes diluciones; inmediatamente se
colocd cada broca en un frasco vial de vidrio, en cuyo fondo habia un disco de
papel humedo y un grano de café pergamino como alimento. Los viales se
mantuvieron a temperatura de 27-30°C y se observaron cada 24 horas, durante
10 dias, donde se evalué: a) desarrollo de micelio sobre las brocas, b)
sintomatologia de las brocas enfermas y c) mortalidad de las brocas. Los
resultados mostraron que los tratamientos T2 y T3 ocasionaron disminucion en la
actividad de las brocas en un lapso de tres dias, en el T4 sucedi6 entre el quinto y
sexto dia y en el T5 a partir del sexto dia. La actividad del brocado en las brocas
infectadas con la mayor concentracion de B. bassiana fue entre 15 a 30% de los
granos, mientras que en el testigo fue entre 55 a 80%. La mortalidad de brocas en
el T2 fue visible desde el tercer dia de observacion, en T3 y T4, coincidié en el
cuarto dia; en el T5 se inicio el quinto dia. El desarrollo del micelio en T2 se
observo a los 10 dias colonizando las brocas en un 50% en T3 y T4, el crecimiento
se observo a partir del cuarto dia, y en el TS5 fue escaso.



I. INTRODUCCION

Los hongos entomopatégenos son capaces de causar infeccion y muerte a sus
hospederos a través de la germinacién de esporas del hongo sobre el tegumento
del insecto plaga. Dentro de las caracteristicas que favorecen a los hongos
entomopatdgenos es su capacidad de multiplicacion y dispersion de esporas en el
ambiente a través del viento, la lluvia e incluso con individuos de la misma
poblacion (Parada & Serrano, 1998).

El control biolégico actualmente esta teniendo una mayor participacion en esta
realidad debido a los beneficios que representa; por ello los hongos
entomopatdgenos han recibido mucha atencidn por su valoracion como enemigos
naturales de los insectos. Este control es una alternativa relevante en el manejo
de insectos plagas en el mundo. En la actualidad existen mas de 400 especies de
hongos que atacan insectos y acaros, lo que indica el gran potencial para el uso

de estos organismos como insecticidas bioldgicos (Godoy, et al., 2006).

Dentro de estas plagas se destaca la broca del fruto del café Hypothenemus
hampei, reportada como la mas importante para este cultivo, ya que se trata de
una plaga directa que ataca el fruto, reduce los rendimientos y calidad del café.
Ademas el café y la broca se originaron en Africa, son especies exéticas en el
continente americano; por lo tanto no poseen enemigos naturales en la region, por
esto ha sido necesario introducir especies que demuestren un control efectivo
(Diaz, et al., 2007).

Es indispensable desarrollar las estrategias de control natural, que sirvan para
proteger al cultivo del café a través de la formulacion de bioinsecticidas para el

control de este insecto.

Segun Gonzalez et al, (1993), estudios de laboratorio indican que el hongo
Beauveria bassiana podria utilizarse eficientemente en la reduccion de las
poblaciones de broca al depositarse suficiente cantidad de in6culo para inducir o
acelerar el proceso de infeccidn en campo; pero el comportamiento del hongo
puede ser variable de acuerdo con las condiciones de temperatura, humedad y

radiacion solar presentes en el medio.



Ademas B. bassiana presenta problemas de contaminantes en la produccién al
realizarlo en sustrato sélido, y es un proceso que en la actualidad esta resultando
poco rentable por los altos precios en los que se cotiza cada vez el arroz en el
mercado. Por lo anterior es importante investigar la reproduccion en medios
liquidos que sean accesibles y que proporcionen grandes cantidades de unidades

infectivas.

En la actualidad el uso desmedido de plaguicidas ha constituido la principal
alternativa para el control de organismos plagas; pero el uso excesivo de estos ha
ocasionado diferentes problemas como: residuos toxicos en las cosechas,
intoxicaciones en humanos, contaminacion ambiental, desequilibrios ecoldgicos
con el aparecimiento de nuevas plagas y resistencia genética; la tendencia actual
de buscar opciones de manejo que reduzcan el uso de estos productos, propone
un control mediante el uso de hongos entomopatégenos como una alternativa
bioloégica (Carballo, et a/., 2001).

Por lo que este estudio se realizé con el objetivo de reproducir en medio de cultivo
liquido la cepa nativa B. bassiana, como controlador biologico de la broca del fruto

de cafeto, H. hampei,.



Il. FUNDAMENTO TEORICO.
2.1 La broca del fruto del café.

El ataque de la broca del fruto del café Hypothenemus hampei, se detectd por
primera vez en granos de café de exportaciéon de Africa hacia Europa en 1867. En
la regién de Centro América aparecié en Guatemala en 1971, mas tarde se
propagd a los demas paises del area: Honduras en 1977, México 1978, El
Salvador 1981 y Nicaragua en 1988 (Sibaja & Jiménez, 1989).

Estos dafos se reflejan en la pérdida de peso en las almendras que son atacadas
por las larvas, caida de los frutos en estado acuoso y alteracion en la bebida al
beneficiar conjuntamente granos sanos y brocados (Gonzélez, et a/, 1993). Los
ataques de broca suelen ser precoces y debido a la caida de frutos jovenes, es
dificil precisar las pérdidas provocadas ya que el nivel de ataque varia todos los
afnos (Arias, 2007).

2.2 Programa de manejo integrado de la broca.

Debido a la importancia econdmica de la broca, su control o combate se lleva
acabo a través de un programa de manejo integrado conformado por una serie de
tacticas de control, tales como: a) Practicas culturales como: poda de café y
sombra, pepena y repela, b) Control etologico (uso de trampas con atrayentes), c)
Control biolégico con parasitoides y hongos entomopatdgenos, d) Control
mecanico (recoleccion de frutos brocados de floraciones anormales) y e) control

quimico con insecticidas.
2.3 El control biolégico de la broca.

En la mayoria de paises productores de café, el manejo de poblaciones de broca
se basa en el control quimico, el cual causa mortalidad inmediata, pero tiene
efectos negativos en el agroecosistema y la fauna. El control bioloégico es una
alternativa que a través del uso de organismos vivos regula la densidad de una
poblacidén de determinada plaga y permite reducir costos econdmicos; este control
se basa en uso de parasitoides y microorganismos (Gonzalez, et al., 1993).



Entre los controladores naturales de insectos se encuentran los hongos
entomopatdgenos, que han demostrado su capacidad para infectar y matar a
cualquier insecto en alguno de sus estadios de vida, no producen efecto inmediato
como los productos quimicos, pero una vez establecidos en una determinada zona

pueden sobrevivir e incrementarse (Parada & Serrano, 1998).

Los hongos entomopatdgenos han desarrollado mecanismos de adaptacion para
multiplicarse en su huésped especifico, algunos segregan toxinas que no matan al
huésped hasta haber proliferado abundantemente; los cadaveres también son
focos de infeccion (Parada & Serrano, 1998).

El hongo B. bassiana, es uno de los entomopatdogenos mas estudiados en el
control biolégico de muchas plagas y se ha encontrado atacando Hypothenemus
hampei, en los sitios de origen del café y en los paises donde este ha sido
introducido, se considera que este entomopatdgeno puede ser muy eficiente en

programas de control de broca del café (Gonzalez, et al,, 1993).

En China se produce para el control del perforador europeo del maiz (Ostrinia
nubilalis Hubner), saltamontes verde (7urpilia opaca Brunn.) y la oruga de los
pinos (Lymanthria disparL.). En la Unidn Soviética se produce con el nombre de
Boverin como agente biologico de control de la polilla del manzano (Cydia
pomonella L.). Actualmente Colombia produce masivamente el hongo B. bassiana
para el control de la broca del café, H. hampei, a partir de un cultivo multiespérico

utilizado como sustrato arroz (Godoy, et a/,, 2006).
2.3.1 Caracteristicas del hongo 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 porcion que sostiene la conidia, el conidioforo
presenta forma de zig-zag. Las conidias son hialinas, el 50% son redondeadas a

ovoides, unicelulares y emergen en pequenos estigmas (Arias, 2007).

B. bassiana, presenta unas estructuras que son visibles al microscopio llamadas
fialides o células conidiogenas que tiene base globosa o en forma de botella y se

extiende apicalmente en grupos densos (Arias, 2007). Crece de forma natural, se



localiza en el suelo, aunque se puede reproducir o cultivar en el laboratorio ya que
es un hongo saprofito facultativo. Pertenece a la subdivision Deuteromycotina, se
reproduce asexualmente por conidios, presenta un micelio de color blanco
cremoso; parasita varias especies de insectos, entre ellos a la broca del fruto del
café (Godoy, et al., 2006).

El hongo se desarrolla en el insecto ocasionandole la muerte, y a diferencia de
otros organismos, B. bassiana infecta al insecto con el simple contacto, por lo que
no tiene que ser consumido por su anfitrion para causar la infeccion (Hernandez,
2000).

Se reconoce por el micelio blanco que se desarrolla entre los tegumentos de su
hospedero que a su vez produce millones de nuevas esporas que son liberadas al
ambiente (Figura No.1). Beauveria ha sido recuperado de muchos insectos del
orden Coleoptera, Lepiddptera y Homoptera y probablemente ataca a todos los
artrépodos. De acuerdo a la literatura existen dos especies: Beauveria bassianay
B. brogniartii (Godoy, et al., 2006).

Figura No.1. A) Broca sanay B) Broca infectada con el hongo Beauveria bassiana
2.3.2. Modo de accion de Beauveria bassiana.

Segun Narvaez et al., (1997), para que el hongo ataque a la broca, sus esporas

deben entrar en contacto con el cuerpo del insecto (Figura No. 2).

A continuacion se detalla el modo de infeccidon de B. bassiana que segun Kouassi,

(2001), se divide en cuatro etapas:



1. Adhesién: tiene un mecanismo de reconocimiento y compatibilidad de las
conidias con células del tegumento del insecto. Esta fase presenta dos
etapas: en la primera la conidia se pega a la cuticula por medio de fuerzas
hidrofobicas y electrostaticas, y la segunda se caracteriza porque la conidia
produce un mucilago que genera una modificacion en la epicuticula, lo que
produce la germinacion.

2. Germinacion: ésta es dependiente de las condiciones del medio ambiente
y también de la fisiologia del hospedante (composicién bioquimica del
hospedante) la cual puede favorecer e inhibir la germinacion.

3. Diferenciacion: es la penultima fase y se caracteriza por la formacion de un
apresorio o estructura terminal que va a servir de punto de agarre y
remocién de la cuticula para favorecer la penetracion. La produccién de los
apresorios es dependiente del valor nutritivo de la cuticula del hospedante.

4. Penetracion: es la ultima fase y se realiza por una combinacién de presion
mecanica y enzimatica tales como las lipasas, proteasas y quitinasas, de

las cuales la mas importante en la penetracion, son las proteasas.

Las proteasas y las lipasas son enzimas constitutivas de B. bassiana, que actuan
en mayor grado degradando la cuticula del hospedante. La quitinasa puede actuar
como una enzima constitutiva o adaptativa, dependiendo de la especificidad del
hongo (Diaz, et al., 2007).
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Figura No.2. Ciclo de infeccion de B. bassiana sobre insectos.



Una vez que el huésped muere, el hongo emerge de su cuerpo para producir
esporas, las cuales son llevadas por el viento, lluvia o por otros insectos de la

misma poblacién para expandir la dispersion (Parada & Serrano, 1998).

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 por accion
mecanica, lo cual toma 12 horas, después de unas 72 horas de la inoculacién el
insecto estd totalmente colonizado. La duracion de las diferentes fases de este
ciclo depende de la especie atacada y las condiciones ambientales presentes
durante la infeccidon (Gonzalez, et a/, 1993). Cuando la infeccion del hongo se
produce en las etapas iniciales, la broca muere antes de ingresar al grano
reduciendo pérdidas a la cosecha (Diaz, et al., 2007).

2.3.3. Sintomas que ocasiona a la broca.

Cuando las esporas del hongo entran en contacto con la cuticula de los insectos,
éstas germinan y proliferan en todas partes, produciendo toxinas y agotando sus

sustancias nutritivas (Hernandez, 2000).

Las brocas que son infectadas dejan de alimentarse y entran en un estado
letargico, pierden sensibilidad y coordinacion. Cuando el insecto muere queda
momificado. Los cuerpos de los insectos muertos pueden ser encontrados sobre
el follaje. En algunas ocasiones se encuentran cubiertos por el micelio del hongo,
en otras se observa emergiendo de las articulaciones y segmentos del cuerpo
(Calderon & Cortés, 1993).

2.3.4. Capacidad entomopatégena de Beauveria bassiana.

El hongo puede atacar a la broca cuando ésta llega por primera vez a un cafetal
ya que B. bassiana es un habitante natural del suelo y esta presente en el
ambiente, sobrevive en la materia organica en descomposicion y ataca a insectos
hospedantes como el picudo del platano, larvas y adultos de gallina ciega
(Calderon & Cortés, 1993).

Segun Posada (1996), B. bassiana se ha registrado como enemigo natural de la
broca del café en todos los paises cultivadores que han sido invadidos por esta



plaga. En 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

accion permanente que alcanza niveles de epizootias de forma natural.

La habilidad de un hongo entomopatdégeno para sobreponerse a los mecanismos
de defensa de sus hospedantes se debe gran parte a la produccion de toxinas,
que es uno de los componentes principales de la patogenicidad y uno de los mas
dificiles de establecer. (Gonzalez, et al., 1993). El hongo B. bassiana presenta
variaciones en su eficiencia para atacar, estas diferencias en patogenicidad
podrian deberse a respuestas internas del hospedante y a las caracteristicas

fisiolégicas o genéticas del hongo.

2.3.5. Condiciones ambientales favorables para el desarrollo de Beauveria
bassiana

El hongo puede atacar a la broca cuando esta fuera del fruto, o bien si no se
encuentra muy profunda en el fruto, ya que de otra forma es casi invulnerable al
patdgeno; cuando la broca se contamina con el hongo muere después de 3 a 6
dias en condiciones de humedad saturada, dura hasta 9 dias si las condiciones de
humedad relativa son de 70 a 80%. (Diaz, et al, 2007). Sin embargo el
comportamiento del hongo puede ser variable de acuerdo con las condiciones de
temperatura, humedad y radiacion solar presentes. La temperatura se considera
optima entre 20 y 30°C, y las condiciones de humedad superiores al 90%
favorecen la esporulacidon del hongo (Gonzalez, et al., 1993).

Segun Koch, et al., (1988) causa epizootias en las poblaciones de broca cuando
las condiciones ambientales le son favorables, es decir alta humedad relativa, alta
nubosidad, temperatura que no exceda los 30°C y abundante poblacion de broca,
en estas condiciones se han observado niveles importantes de parasitismo (Arias,
2007).

Gonzalez, et al, (1993), mencionan que las infecciones naturales no son
suficientes para detener el desarrollo de la plaga; las condiciones de vida de la
broca del fruto del café la hacen susceptible a las infecciones por el hongo ya que
tanto el hongo, como la broca se desarrollan de manera 6ptima bajo condiciones

de alta humedad.



2.3.6. Produccion de Beauveria bassiana

Las especies de Beauveria se han desarrollado facilmente en medios de cultivo
como PDA y Sabouraud, pero se han desarrollado otros medios y técnicas de
propagacion. Antia, et al,, (1992) estudio la metodologia de produccion artesanal
del hongo en fincas; es una metodologia sencilla en donde el sustrato se compone
de arroz y agua, estos se introducen en botellas desechables de vidrio taponadas
con algodon absorbente y se someten a un proceso de esterilizacion a “bafio
maria”, la produccion de esporas en botellas es de 4x10"" esporas/gr. de sustrato
a 25°C, y luego de 24 dias el hongo completa su desarrollo y esta listo para ser

utilizado.

Actualmente se han evaluado diferentes tipos de sustrato naturales para la
produccion de hongos entomopatdégenos entre los que se destaca el arroz, trigo,
maiz, frijol y soya; de los cuales los mas utilizados han sido el arroz y el trigo
(Monzén, 2001).

2.3.7. Reproduccion de hongos entomopatégenos en fermentadores artesanales.

Gallegos, et al, (2005), manifiestan el interés que existe por emplear hongos
entomopatdgenos como agentes de control bioldgico, plantean que estos deben
ser formulados para mantenerse en forma viable y activa. El uso de fermentadores
para la produccién de hongos es contrario a los métodos de produccion mas
usados como el uso de sustrato sélido, pero estos implican mas costos, por lo que
es necesario implementar la alternativa de medios de cultivos liquidos para la

produccion de blastosporas (Lozano, et al., 2007).

Los fermentadores artesanales representan un método simple y de bajo costo que
ha sido utilizado para el cultivo de bacterias y hongos entre ellos especies de
Trichoderma, para aplicacion en cultivo de cacao y de Verticillium, en el cultivo del
café, como alternativa de control biolégico para producir agentes de biocontrol
(Canijura, 2000).

La formulacion de microorganismos es un proceso que mezcla uno o varios

ingredientes con el microorganismo, para dar como resultado un preparado cuyo



objetivo es brindar una forma economica y de facil utilidad de un principio activo,
con viabilidad prolongada, que contribuya a incrementar su efectividad (Carballo,
1998). También permite realizar la aplicacién del producto de una manera mas
facil, aumentando la persistencia, humectabilidad y adhesividad al insecto
(Canijura, 2000).

2.3.8. Produccion de Beauveria bassiana en medio de cultivo liquido.

B. bassiana es uno de los hongos mas promisorios dentro del control biolégico de
insectos plaga. La produccion que actualmente se realiza es en sustrato sélido
“arroz precocido”, el cual es un método costoso y lento, mientras que la
produccion de esporas en fermentacion sumergida ha resultado ser mas

economico y rapido (Chong, et al., 2006).

Solis, et. al. (2006), mencionan que para el control biolégico de la palomilla del
manzano y otros insectos, se ha utilizado otros productos que como ingrediente
activo contienen esporas de B. bassiana, producidas en sustrato sélido o sistemas
difasicos de fermentacion.

La produccion de blastosporas de hongos entomopatégenos en medio liquido es
un proceso conveniente por la eficiencia y rentabilidad, en medio de cultivo liquido

se han obtenido buenos resultados con B. bassiana (Solis, et al., 2006)

El cultivo sobre medios solidos permite disponer inmediatamente del
microorganismo, en los liquidos, los microorganismos quedan en suspension.
Para la produccion de hongos entomopatégenos se considera que el crecimiento
o rendimiento esta influenciado por la actividad metabdlica del microorganismo; en
medio liquido el crecimiento suele ser mayor debido a que la disponibilidad de
nutrientes también es superior y facilita el intercambio gaseoso, Solis, et al,
(2006).
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lll. OBJETIVOS
General:

e Reproducir en medio de cultivo liquido la cepa nativa Beauveria bassiana,
como controlador biolégico de la broca del fruto de cafeto, Hypothenemus

hampel.

Especificos:

* Obtener unidades infectivas “esporas y blastosporas” a partir de Beauveria
bassiana en medio de cultivo liquido en fermentadores artesanales.

e Evaluar la patogenicidad de esporas y blastosporas obtenidas en el
fermentador artesanal, sobre poblaciones de broca bajo condiciones
controladas.
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IV. METODOLOGIA

4.1 Ubicacion del Area de Estudio

Esta investigacion se llevo a cabo en dos fases, en las que se realizaron

diferentes actividades:

Fase de Campo: Las brocas infectadas por el hongo B. bassiana, se colectaron en

la Finca “Las Margaritas” ubicada en canton las Aradas, Santa Ana. La colecta de

brocas sanas para el bioensayo, se realiz6 en el campo experimental de Procafé

en Nueva San Salvador, La Libertad.

Fase de laboratorio: se realizé en el Centro Tecnologico Cafetalero ubicado en el

kilbmetro 56 %2 carretera a Santa Ana, cantdn Las Aradas, Santa Ana. (Cuadro

No.1y Figura No.3).

Cuadro No.1. Ubicacién con las coordenadas de los sitios en donde se realizo la investigacion.

LATITUD LONGITUD ALTITUD
HER NORTE OESTE (msnm)
Campo experimental “Procafé” | 13° 40' 48" 89° 17' 24" 955
Finca “Las Margaritas” 13°55' 12" 89° 32' 24" 845
Centro Tecnoldgico Cafetalero| 13° 55'48" 89° 32' 24" 825

12



7™

UBICACION GEOGRAFICA DE
LAS FINCAS PROCAFE, LAS
MARGARITAS Y CENTRO
TECNOLOGICO CAFETALERO : :

Figura No.3. Mapa de la Ubicacion Geografica del campo experimental de Procafé, Finca Las Margaritas
y Centro Tecnoldgico Cafetalero (Google Earth, 2007).

4.2. FASE DE CAMPO
4.2.1. Recoleccion de frutos de café con brocas infectadas por B. Bassiana.

Se realizaron recorridos en la finca “Las Margaritas”, para recolectar brocas
infectas por el hongo B. bassiana, las cuales fueron identificadas en los frutos de
café que presentaron taponamiento de color blanco en el orificio de entrada de la
broca (Figura No.4).
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Los frutos de café se disectaron y se le extrajeron las brocas que presentaron
micelio algodonoso de color blanco sobre su cuerpo (infectado por el hongo 5.
bassiana); luego se colocaron en tubos viales los cuales se trasladaron al

laboratorio del Centro Tecnolégico Cafetalero.

Figura No.4. Frutos que presentan B. bassiana sobre el orificio de entrada de la broca.

4.2.2. Recoleccion de frutos de café infectados por brocas Hypothenemus hampei.

Se realizaron recorridos en la finca cafetalera del campo experimental de Procafé,
con el objetivo de colectar frutos infectados por brocas H. hampei, los cuales
fueron identificados por presentar el orificio de entrada de la broca (Figura No. 5).

Figura No.5. Frutos que presentan infeccion por brocas Hypothenemus hampei.
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4.3. FASE DE LABORATORIO

4.3.1. Aislamiento de la cepa de B. bassiana a partir de brocas infectadas,
colectadas en campo.

Esta actividad se realizo bajo una camara de flujo laminar para evitar
contaminacién. Las brocas que fueron seleccionadas presentando infeccion por
B. bassiana, fueron procesadas para aislar el hongo.

Para ello se utilizé la metodologia propuesta por Monzén, (2001), de la siguiente
manera:

a) inmersion en agua destilada estéril, durante 1 minuto.

b) inmersion en alcohol 90°, durante 1 minuto.

c) inmersion en agua destilada estéril, para eliminar residuos de alcohol.

d) Colocacion de las brocas en papel filtro estéril para eliminar excedente de
humedad.

Este proceso permite la eliminacidn de otros microorganismos ajenos a B.
bassiana sin causar la muerte de éste ultimo, el cual desarrolla su micelio de

manera éptima en medio de cultivo PDA (Papa-Dextrosa-Agar).

Seguidamente utilizando pinzas esterilizadas, se colocaron de 3 a 4 brocas en
cajas petri que contenian medio de cultivo PDA, previamente esterilizado en
autoclave (121°C, 15 Ibs. de presion, durante 15 minutos). Las cajas se sellaron
con cinta parafilm, se rotularon y se dejaron en incubacion a una temperatura de

26 a 29 °C, para que el hongo se desarrollara.

4.3.2. Purificacién de la cepa del hongo B. bassiana.

Después de 4 a 6 dias de incubacién se observo el crecimiento del hongo en las
cajas petri, y se procedi6 a realizar preparaciones microscopicas para observar las
caracteristicas morfolégicas del micelio y esporas de B. bassiana.

Luego con un haza previamente esterilizada se colectd una parte de micelio
aislado, y se coloco en cada una de 20 cajas petri con medio de cultivo PDA, para

obtener una cepa pura.
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4.3.3. Reproduccion de blastosporas y esporas de B. bassiana en medio de
cultivo liquido.

Una vez que se identificaron las caracteristicas morfologicas del micelio y esporas
de B. bassiana, se inocul6 el hongo en cinco fermentadores artesanales que estan
compuestos de la siguiente manera (Figura No.6):

Cada fermentador contenia un tubo largo que llega hasta el fondo del recipiente y
posee en el extremo externo del tubo un filtro de 0.2 um para hacer pasar aire
estéril por medio de un burbujeador conectado al mismo; un segundo tubo fue
insertado para liberar aire que se produce dentro del recipiente con los sustratos y
posee también un filtro de 0.2 pm en el extremo externo, para evitar
contaminacién con bacterias (Canjura, 2000; Barrera & Menjivar, 2004). Se

identifico a cada fermentador como un bioensayo.

Filtro de
entrada \-\‘\-_..

Filtro de

salida Burbuyjas

Sustr ato

-
Burhbuyj eador eléctrico

Figura No.6. Fermentador artesanal para reproduccion de hongos.
Fuente: Barrera & Menijivar, 2004.

El sustrato alimenticio fue, el medio de cultivo liquido que es utilizado en la
produccion de entomopatdgenos del Instituto del café de Costa Rica, y estaba
compuesto por: agua destilada, levadura y azucar, estos materiales se mezclaron
y se esterilizaron en autoclave en un erlenmeyer a 121°C, 15 Ibs. de presion,
durante 15 minutos. Las cantidades utilizadas por cada litro de medio de cultivo se
presentan en el Cuadro No.2.
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Cuadro No. 2. Cantidad de componentes utilizados por cada 1000 ml de agua destilada
“Soluciéon madre”

CANTIDAD POR 1000ml REACTIVO
20 gr. azucar
5gr. levadura
1000 ml agua destilada

Los materiales se pasaron al fermentador artesanal de vidrio, el cual se someti6 a
las siguientes condiciones: temperatura ambiente (27- 30°C), aireacion constante,
agitacion de 200 rpm y pH del medio de cultivo 5.5.

4.3.4. Evaluacion de la produccién de esporas y blastosporas en el fermentador.
Se observo el crecimiento del hongo B. bassiana y realizando un conteo de
esporas cada 24 horas durante 5 dias, con la ayuda de una cdmara de Neubauer
(Figura No.7) Solis, et al., (2006).

Para realizar el conteo de esporas se extrajo con una pipeta 1 ml. del medio de
cultivo liquido, el cual se coloco en un vial y se le aplico una gota de Tween 80,
para facilitar la dispersion de esporas por agitacion. Luego se coloco una gota en
cada uno de los depésitos de la camara de Neubauer (Figura No.8), para realizar

el conteo a través del microscopio.

Para determinar la concentracién de esporas del medio de cultivo liquido, se
realizo el conteo en los cinco cuadros de la camara de 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 esta
técnica se obtuvieron las concentraciones de las dosis de éste estudio (Arias,
2007).

La concentracion de esporas del medio de cultivo liquido 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 esporas contenidas en los cinco cuadros de la camara de

Neubauer.
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Figura No.7. Vista microscépica de los cuadros de la camara de Neubauer.

Después de la inoculaciéon de la cepa en el medio de cultivo liquido, se realizaron
observaciones de preparaciones microscopicas cada 24 horas, para verificar que
el hongo que se producia era efectivamente B. bassiana, al mismo tiempo se
realizé la evaluacion del crecimiento del hongo y conteo de esporas utilizando

camara de Neubauer.

Camara Neubauer VN -~
A Canal transversal e
=
-— % . S
Canales longitudinales e
c
i — 1 mm —%
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- =
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o 92
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Conteo por cuadrantes

D

Adicionar 0,1 mL
de solucion

O

Figura No.8. Procedimiento de aplicacién del medio de cultivo liquido para contabilizar la
concentracion de esporas en la camara de Neubauer.
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4.3.5. Bioensayo de patogenicidad en laboratorio.

Para evaluar la patogenicidad de Beauveria bassiana en las brocas sanas se

realizaron 5 bioensayos, de la siguiente forma:

Cada bioensayo consistio en los siguientes pasos:

12 Se prepararon diluciones a partir de la solucion madre (suspension de esporas
y blastosporas), estos fueron: 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000.

22 Se desinfectaron 100 brocas sanas (dejandolas sumergidas durante un minuto
en agua destilada estéril, hipoclorito de sodio al 0.5% y agua destilada estéril).

Finalmente se colocaron en papel filtro estéril para absorber el exceso de
humedad (Figura No.9).

Figura No.9. Preparacion de material para el proceso de desinfeccion de brocas.

3¢ Se seleccionaron 100 brocas sanas y se separaron en 5 grupos (cada grupo de
20 brocas), cuatro de estos grupos de brocas se sumergieron en las diferentes

diluciones. Excluyendo a un grupo las cuales sirvieron de testigo (Cuadro
No.3):

Cuadro No.3. Tratamiento y concentracién a partir de la “Solucién madre”.

TRATAMIENTO CONCENTRACION N2 DE BROCAS
T1 Testigo (Sin aplicacion del medio de cultivo liquido) 20
T2 1:10 20
T3 1:100 20
T4 1:1000 20
T5 1:10000 20
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42 En un vial de vidrio previamente esterilizado de 2 cm. de diametro por 4 cm. de
altura, se coloco en el fondo un disco de papel humedecido para de mantener
la humedad relativa necesaria para infeccion del hongo; luego se coloco un
grano de café pergamino como sustrato alimenticio. Seguidamente se introdujo
individualmente con un pincel cada una de las brocas antes mencionadas.
Inmediatamente cada vial fue taponado con algodén absorbente estéril, para

evitar la salida de la broca (Figura No.10).

52 Los viales con las brocas sumergidas en los diferentes diluciones se
mantuvieron a una temperatura entre 27-30°C y se observaron durante 10 dias.

Figura No.10. Montaje de Bioensayo.

62 Para mantener la humedad se aplicé diariamente 0.2 ml. de agua destilada con
una jeringa estéril en cada tubo, con el objetivo de brindar condiciones de
humedad para el desarrollo e infeccidon del hongo sobre el insecto (Figura
No.11).

Los parametros evaluados cada 24 horas, en cada uno de los 5 bioensayos
fueron:

a) desarrollo de micelio sobre las brocas.

b) sintomatologia de las brocas enfermas y

c¢) mortalidad de las brocas.

Esta metodologia fue propuesta por Méndez, (1990), y utilizada por Arias, (2007),

quienes manifiestan que individualizando las brocas permite establecer el efecto

directo del hongo sobre la broca.
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Figura No.11. Colocacion diaria de agua destilada estéril en cada vial.

4 4. Analisis estadistico de los resultados

Para determinar si existian diferencias significativas, entre las concentraciones
utilizadas y la sobrevivencia de brocas, se aplicoé un analisis de varianza (ANOVA)
completamente aleatorio, (Bautista & Diaz 2001), utilizando el programa
STATGRAPHICS plus 5.1.
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V. RESULTADOS.

5.1. Aislamiento de la cepa de Beauveria bassiana a partir de brocas infectadas,
colectadas en campo.

Se obtuvieron aislamientos directos de la cepa nativa de B. bassiana, los cuales
presentaban micelio color blanco y crecimiento algodonoso; al observarlos al
microscopio presentaron las caracteristicas tipicas de B. bassiana, conidiéforo
sencillo en forma de zigzag y fialides globosa en forma de botella (Figura No.12).
Ademas produjeron esporas ovaladas hialinas en un periodo de cuatro a cinco
dias en medio de cultivo PDA a temperatura de 27 a 30° C.

Figura No.12. A) Micelio algodonoso de B. bassiana, purificado en PDA, y B) Vista microscopica
del micelio tipico de B. bassiana

5.2. Evaluacién diaria de la produccién de esporas en camara de Neubauer.

Durante la evaluacién diaria de B. bassiana en el fermentador artesanal, se pudo
observar la produccion de blastosporas y esporas. Las blastosporas tenian forma
alargada, otras como trozos de micelio en gemacion y fueron visibles entre el
tercer y cuarto dia de desarrollo del hongo dentro del fermentador. Solo se
pudieron contabilizar esporas, ya que las blastosporas por su forma mas alargada
fue dificil precisar el conteo dentro de los cuadros de la cdmara de Neubauer
(Figura No.13).

Figura No.13. Esporas y blastosporas de Beauveria bassiana, en medio de cultivo liquido.
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En el Cuadro No. 4, se muestra el numero promedio de esporas producidas por
mililitro en medio de cultivo liquido. Se observa que en el primer bioensayo en las
primeras 24 horas la produccion promedio de esporas que se cont6 fue de 4.45
x10° y a las 120 horas se contaron 6.97 x10°. En el segundo bioensayo la
produccion promedio a las 24 horas fue de 3.75 x 10° finalizando a las 120 horas
con 7.94 x10° Para el tercer bioensayo, a las 24 horas fue de 4.49 x10° vy al
finalizar el conteo a las 120 horas fue 8.93 x10°. En el cuarto bioensayo, a las 24
horas el conteo fue de 4.91 x10° y a las 120 horas fue de 7.49 x10°. En el quinto
bioensayo se contaron a las 24 horas 4.42 x10° y a las 120 horas de observacion
8.17 x10° esporas por mililitro.

El aumento en la produccidon de esporas fue notable en todos los bioensayos

hasta llegar a las 72 y 96 horas, donde se observo un crecimiento estable.

Cuadro No.4. Concentracién diaria de esporas de B. bassiana por mililitro producidas en el medio
de cultivo liquido “Solucién madre” (Promedio de cuatro conteos).

Bioensayo/ Horas 24h 48h 72h 96h 120h
1 4.45x10° | 556 x10° | 6.10x10° | 6.37 x10° | 6.87 x10°
2 3.75x 10° [ 6.21 x10° | 7.54x10° | 7.75x10° | 7.94 x10°
3 4.49 x10° [ 6.01x10° |[7.27x10° |8.11x10° |8.93 x10°
4 4.91x10° [ 5.75x10° | 6.54x10° | 7.14x10° | 7.49 x10°
5 442 x10° [ 5.59x10° | 6.89x10° |7.49x10° |8.12x10°

En el Cuadro No. 5, se observan las diluciones que se prepararon a partir de la

“solucion madre”, notandose que la concentracion de esporas fue disminuyendo a

medida que estas se encontraban mas diluidas.

Cuadro No.5. Concentracién diaria de esporas de B. bassiana por mililitro producidas en el medio

de cultivo liquido, diluido segun cada tratamiento (Promedio de cuatro conteos).

Tratamiento/ Horas 24h 48h 72h 96h 120h
T2 1:10 4.40x10° | 5.50x10°> | 6.37x10° | 7.35x10° | 7.90 x10°
T3 1:100 4.49x10* | 5.71x10* | 6.94x10* | 7.43x10* | 7.82x10*
T4 1:1000 4.05x10° | 5.55x10° | 6.81x10° | 7.57x10° | 7.71x10°
T5 1:10000 4.34x10° | 5.92x10° | 6.77 x10% | 7.42x10* | 7.87 x10?
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5.3. Sintomatologia de brocas enfermas.

En el cuadro No.6 se presenta la sintomatologia de las brocas infectadas por B.
bassiana producida en medio de cultivo liquido. En el primer dia no se apreciaron
cambios, fue hasta el segundo dia que fueron notables los primeros sintomas en
las brocas tratadas. Sin embargo en los tratamientos (T2) y (T3) se pudo observar
el aumento en la actividad letargica de las brocas, la cual fue notable entre el
tercer y cuarto dia.

En el tratamiento 4 (T4) fue entre el quinto y sexto dia que se observo la letargia y
para el tratamiento 5 (T5) fue a partir del sexto dia después de la aplicacion. Este
ritmo de actividad letargica fue aumentando a medida incrementaba el tiempo a
excepcion del testigo, donde la actividad de las brocas se concentro en perforar el

grano.

Cuadro No.6. Sintomatologia de brocas infectadas con B. bassiana (Datos promedio de los cinco
bioensayos).

TRATAM/ DDI 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
T1 (testigo) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
T2 (1:10) 1 2 2 2 3 3 4 4 4 4
T3 (1:100) 1 1 1 1 2 2 2 3 3 4
T4 (1:1000) 1 1 1 1 1 2 2 3 3 3
T5 (1:10000) 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2
DDI: Dias después de Inoculacion
Sintomatologia segun escala: Activas=1, Poco lentas=2, Lentas=3, Muy lentas=4.
Sintomatologia de brocas en los diferentes tratamientos
4.5
S 4
g 3.5
[}]
a 3
o) B T1testigo
;o 25
_g: 2 mT21:10
L 15 ~ mT31:100
E
e 17 -~ EmT41:1000
.E 0 5 -
w - T51:10000
0 _
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dias de observacion después de lainoculacién

Sintomatologia segun escala: Activas=1, Poco lentas=2, Lentas=3, Muy lentas=4.

Figura No.14. Actividad diaria de brocas infectadas por B. bassiana, segun cada tratamiento.
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En el Cuadro No.7 se observa la actividad de las brocas (brocado en los granos
de café pergamino) afectadas por el hongo B. bassiana, reproducido en medio de
cultivo liquido. Las que fueron inoculadas con mayor concentracion de esporas
mostraron poca actividad de brocado. Para el caso las brocas del tratamiento T2
perforaron del 15 al 30% de los granos, mientras que las testigos perforaron del
55 al 80%.

Este comportamiento de perforacion de granos fue aumentando a medida
disminuyo la concentracion de esporas de la dilucién del medio de cultivo liquido.
Demostrando que las brocas que fueron infectadas por B. bassiana tienen una

menor capacidad de ocasionar dafno.

Cuadro No.7. Actividad de brocado en granos de café pergamino en % (Datos de cada bioensayo).

TRATAMIENTO | Bioensayo 1 | Bioensayo 2 | Bioensayo 3 | Bioensayo 4 | Bioensayo 5
T1 (testigo) 60 % 55 % 80 % 70 % 75 %
T2 (1:10) 15 % 30 % 30 % 25% 25%
T3 (1:100) 25 % 40 % 45 % 40 % 35 %
T4 (1:1000) 35 % 50 % 40 % 45 % 50 %
T5 (1:10000) 50 % 50 % 45 % 75 % 50 %

Actividad de brocado en los granos de café pergamino, en porcentaje

18
16
14
w
g 12 B T1 (testigo)
o
= 10
° mT2(1:10)
8
o
o 6 T3(1:100)
z
4 W T4(1:1000)
2 T5(1:10000)
0
Bl B2 B3 B4 B5
Bioensayos

Figura No.15. Actividad diaria de brocado en los granos de café pergamino, por cada bioensayo.

5.4. Desarrollo de micelio sobre brocas.
En el Cuadro No.8 y Grafico No.3, se observa el desarrollo de micelio en los
tratamientos. En el testigo no se presentd crecimiento de B. bassiana. Sin

embargo, en el T2 se observo que a partir del tercer dia 14 brocas presentaban
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desarrollo de micelio. Este fue desarrollandose gradualmente y a los 10 dias de
observacion colonizo el 50% de brocas. En T3 y T4, el crecimiento comenzo a ser
notable a partir del cuarto dia, y fue escaso ya que ese dia se observaron 2
insectos colonizados. En el T5 fue visible la disminucion del crecimiento de micelio
y se observo en el sexto dia con un insecto, pero continuo desarrollandose

durante todo el periodo de observacion.

Cuadro No.8. Desarrollo diario de micelio sobre las brocas infectadas con B. bassiana (Datos
promedio de los cinco bioensayos).

TRATAMIENTO/ DIAS | 1 2 | 3| 4| 5| 6 7 8 9 | 10
T1 (testigo) o |o|o| o] o0o]f o 0 0 0
T2 (1:10) o | o] 9|58 11 7 | 10 | 4
T3 (1:100) o |o|o0o | 2|5 |10 ] 5 |10 8

T4 (1:1000) o | oo | 1]10]| 7 |10 10| 8 | 11

T5 (1:10000) o | o|o0]|o0]|oO 1 6 4 3 4

Crecimiento diario de micelio en los diferentes tratamientos (Promedio de
los cinco bioensayos)

B T1testigo
mT21:10
4 T31:100
2 _ ET41:1000
0 T51:10000
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Dias de observacion después de lainoculacién

[y
M

=
=]

co

No.de Brocas con micelio
(=)}

Figura No.16. Desarrollo diario de micelio sobre las brocas infectadas con B. bassiana (Datos
promedio de los cinco bioensayos).

Cuadro No.9. Porcentaje de desarrollo de micelio acumulado sobre las brocas inoculadas con B.
bassiana (Datos promedio de los cinco bioensayos).

TRATAM/DIAS | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
T1 (testigo) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T2 (1:10) 0 0 9 14 16 24 31 41 45 50
T3 (1:100) 0 0 0 2 7 17 22 33 41 48
T4 (1:1000) 0 0 0 2 4 7 9 13 21 26
T5 (1:10000) 0 0 0 0 0 1 7 11 14 18
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Crecimiento acumulado de micelio sobre lasbrocas

60

50
2 40
§ W T1 testigo
ooy
o 30 mT21:10
=]
S 20 T31:100

10 B T4 1:1000

T51:10000
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dias de observacion

Figura No.17. Desarrollo de micelio acumulado sobre las brocas inoculadas con B. bassiana
(Datos promedio de los cinco bioensayos).

5.5. Mortalidad diaria de brocas infectadas.

En el Cuadro No.10 y Grafico No. 2, se muestran que en el T1 no se observaron
brocas muertas al finalizar el periodo de estudio. La mortalidad fue notable a partir
del tercer dia en el T2 con 9 brocas y continuo aumentando de tal manera que al
finalizar la observacion el 88% de las brocas estaban muertas. En T3 y T4, la
mortalidad coincidié en el cuarto dia, pero no con la misma eficacia ya que el T3
presento 9 brocas muertas y el T4 presento una y al finalizar de la observacion el
porcentaje de mortalidad fue de 76% y 57% respectivamente. En el T5, la
disminucion de la mortalidad fue notable ya que inicio a partir del quinto dia y fue
escasa con un insecto, pero fue aumentando durante el periodo de observacion
hasta llegar a un 39%.

Cuadro No.10. Porcentaje de mortalidad diaria de brocas infectadas con B. bassiana (Datos
promedio de los cinco bioensayos).

TRATAM/ DIAS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
T1 ( testigo) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T2 (1:10) 0 0 9 7 10 | 11 | 19 | 12 5 25
T3 (1:100) 0 0 0 9 10 | 14 ] 9 | 11 14 9
T4 (1:1000) 0 0 0 1 10 7 10 | 10 8 11
T5 (1:10000) 0 0 0 0 3 11 6 6 11 2
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los cinco bioensayos)

30

Mortalidad diaria de brocas en los diferentes tratamientos (Promedio de

25

20

15

10

5 I
0]

1 2 3 4 5 6 7 8 9

No.de Brocas muertas

Dias de observacion después de lainoculacién

10

B T1 testigo
mT21:10
WT31:100
HT41:1000
T51:10000

Figura No.18. Mortalidad diaria de brocas infectadas con B. bassiana (Datos promedio de los cinco

bioensayos).

Cuadro No.11. Porcentaje de mortalidad acumulada de brocas infectadas con B. bassiana (Datos

romedio de los cinco bioensayos).

TRATAM/ DIAS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
T1 (testigo) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T2 (1:10) 0 0 9 16 26 37 56 68 73 88
T3 (1:100) 0 0 0 9 19 33 42 53 67 76
T4 (1:1000) 0 0 0 1 11 18 28 38 46 57
T5 (1:10000) 0 0 0 0 3 14 20 26 37 39
Mortalidad acumulada de las brocas
100
e 90
g 80 B T1 testi
E 70 estigo
o 60 mT21:10
m
g -0 = T31:100
oo 40
T41:1000
3 30 u
o 20 T51:10000
< 10
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dias de observacion

Figura No.19. Mortalidad acumulada de brocas infectadas con B. bassiana (Datos promedio de los

cinco bioensayos).
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5.6 Prueba de hipoétesis y analisis estadistico.
En el analisis de varianza (ANOVA) el valor P es: 0.0063 de la prueba-F es menor

que 0.05, por lo que existe una diferencia estadisticamente significativa entre las

medias de los 5 tratamientos utilizados con un nivel del 95.0% de confianza. Con

este valor de P, se rechaza la hipétesis nula y se acepta la alterna, que demuestra

que si existen diferencias significativas entre los diferentes tratamientos.

Cuadro No.12. Tabla ANOVA para la determinacion significativa entre los diferentes tratamientos.

Fuente Suma de Cuadrados| Gl | Cuadrado Medio | Razén-F Valor-P
Entre grupos 327.801 4 81.9503 4.11 0.0063
Intra grupos 896.634 45 19.9252
Total (Corr.) 1224 .44 49

Ademas el crecimiento de micelio y la mortalidad mantuvieron una relacion directa

con la mortalidad, segun el indice de correlacion de Pearson fue de 0.9854, lo que

indica una

relacidn

crecimiento de micelio.

300

250

200
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100

50

No. de Brocas infectadas

Dias de observacion

mortalidad

crec. Micelio

Figura No.20. Mortalidad vrs crecimiento de micelio observado en las brocas infectadas con 5.

bassiana (Datos promedio de los cinco bioensayos).

relativamente fuerte entre las variables mortalidad y
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VI. DISCUSION.

El aislamiento del hongo B. bassiana a partir de las brocas recolectadas en campo
fue un proceso efectivo y los resultados coinciden con Gonzalez, ef al., (1993), y
Arias, (2007), quienes aislaron el hongo a partir de brocas enfermas colectadas en
campo, y observaron que se desarrollé el micelio en un periodo de cuatro a cinco
dias en medio de cultivo PDA. A través de esto se verifica lo que realizaron
Monzén, (2001) y Arias, (2007), al aislar B. bassiana directamente a partir del

cuerpo de la broca.

Las caracteristicas morfolégicas de B. bassiana, conidi6foro sencillo en forma de
zigzag, y fialides globosa en forma de botella en las cepas aisladas coinciden con
las descripciones de Barnet & Hunter, (1992) y Arias, (2007).

La desinfeccién de las brocas con hipoclorito de sodio al 5% y agua destilada
estéril, no inhibié la germinacion del hongo B. bassiana en los diferentes
tratamientos estudiados y los resultados son coincidentes con Jiménez, (1992) y
Arias, (2007), quienes obtuvieron sobrevivencia de mas del 80% de insectos en el
tratamiento testigo al realizar la desinfeccion. Ademas concluyeron que este
procedimiento permite dejar libres de cualquier organismo los insectos antes de

aplicarles B. bassiana.

En cuanto a la reproduccion de B. bassiana en medio de cultivo liquido a base de
levadura y azucar, se verifico que se reproduce en optimas condiciones. Estos
resultados coinciden con Solis, et al, (2006), quienes manifiestan que la
reproduccion de este hongo en medio de cultivo liquido es un proceso conveniente
y eficiente, si se compara con la produccién de esporas de este mismo en medio
de cultivo sélido. La maxima produccion de esporas fue de 8.93 x10° a las 120
horas, diferente a la determinada por Arias, (2007) y Bustillo, (1995), quienes
produjeron 3.69 x10" y 4.0 x10"" por gramo de arroz cosechado, respectivamente
en un periodo de 10 dias.

El hecho que B. bassiana mantuviera un crecimiento exponencial desde el
primero hasta el tercer dia; y que al cuarto y quinto dia la tendencia de su
crecimiento se mantuviera estable podria deberse a que la disponibilidad de
nutrientes dentro del medio fue disminuyendo a medida se desarrollaba el hongo.
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El hecho de haber observado que la mayor cantidad de esporas y blastosporas es
a las 96 horas, concuerda con el rendimiento obtenido por Solis, et al., (2006),
aunque no en las mismas cantidades. Ellos obtuvieron un rendimiento maximo
4.3x108 de concentracién de esporas por mililitro de B. bassiana. Sin embargo la
diferencia es que utilizaron diferentes condiciones y componentes, fermentadores
profesionales Marca Bioflo Ill de 71 y una combinacion de impulsores Rushton
Maxflo.

El haber encontrado esas cantidades en el lapso de 96 horas, indica que en ese
tiempo es cuando se pueden extraer las esporas y blastosporas de los
fermentadores artesanales para utilizarlas en aplicaciones a insectos o
almacenarlas. Lo anterior fue evidente por el hecho de que en los cinco
bioensayos realizados se observo un comportamiento similar en cuanto al

crecimiento diario de esporas y blastosporas.

Los resultados de los bioensayos de patogenicidad de B. bassiana sobre las
brocas sanas, concuerdan con los obtenidos por Arias, (2007) y Solis, et al,
(2006), quienes manifiestan que mientras mayor sea la concentracion de esporas
que se aplique sobre los insectos, mayores seran los niveles de infeccién y en

menor tiempo.

Por otra parte, con respecto a la actividad de las brocas sobre el café pergamino
después de ser sumergidas en los diferentes tratamientos, se evidencié que las
brocas que fueron infectadas con mayor concentraciéon de esporas demostraron
poca actividad de brocado en los granos de café, es decir presentaron menor
capacidad de causar dafio y de penetrar en los frutos; estos resultados son
concordantes con los obtenidos por Gonzalez, et al., (1993) y Arias, (2007) y tuvo
relacion con la actividad letargica demostrada por las brocas infectas por 5.
bassiana reproducida en medio de cultivo liquido, ya que los que presentaron
menor actividad, fueron las que se les aplico mayor cantidad de esporas. Esta
observacion es coincidente con los trabajos de Gonzalez, et al., (1993) y Arias,
(2007) quienes manifiestan que al cabo de las 24 horas se pueden observar los

primeros sintomas de la infeccidn en las brocas tratadas con B. bassiana.
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En cuanto a la mortalidad de las brocas tratadas con B. bassiana, las del
tratamiento 2 morian a partir del tercer dia después de haber sido tratadas,
situacion similar ocurrio, en los resultados de Gonzalez, et al/, (1993), quienes
observaron que las brocas infectadas morian a partir del tercer dia después de
haber sido tratadas. El hecho que en el resto de tratamientos la mortalidad haya
iniciado a partir del cuarto y quinto dia, indica que mientras mayor sea la
concentracion de esporas que se aplique sobre los insectos, mas rapido sera el

proceso de infeccién y muerte de los mismos.

En lo que concierne al desarrollo de micelio de B. bassiana en las brocas tratadas;
el crecimiento de micelio sobre las brocas se observd a partir del tercer dia
después de aplicacion, estos resultados no son concordantes con los de Solis, et
al,, (2006), quienes obtuvieron brocas invadidas por micelio del hongo desde las
24 horas, quedando totalmente cubiertas a los ocho dias después de haber sido
infectadas; esto probablemente porque las condiciones fueron diferentes. Este
parametro mantuvo una relacion directa con la mortalidad, segun el indice de
correlacion de Pearson que fue de 0.9854, lo que indica una relacion

relativamente fuerte entre las variables mortalidad y crecimiento de micelio.

El conocimiento de estos diferentes aspectos es importante, porque a partir de
ellos se puede inferir y/o determinar la forma de acciébn de B. bassiana
reproducido en medio de cultivo liquido sobre la broca del fruto del cafeto.
Ademas, permite observar las ventajas de utilizar medios liquidos para su
reproduccion, con respecto a los medios solidos; al respecto Arias, (2007) y
Barquero, (2008) mencionan que utilizando sustrato solido se obtienen unidades
infectivas a los 10 y 20 dias respectivamente, posteriores a la inoculacion mientras
gue en medio liquidos se obtienen en 5 dias. Por lo tanto la fermentacion en medio
de cultivo liquido es la principal y mas econdmica metodologia para producir B.
bassiana, ya que se obtienen mejores resultados en corto tiempo, comparada con

el medio solido.
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VII. CONCLUSIONES.

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede concluir lo siguiente:

» Se aislo B. bassiana a partir de brocas infectadas recolectadas en campo.

» Se obtuvieron esporas y blastosporas de B. bassiana en 24 horas en medio
de cultivo liquido a base de azucar, levadura y agua destilada utilizando

fermentadores artesanales.
* La mayor cantidad de blastosporas se observé al tercer y cuarto dia.

* La concentracion maxima de esporas de B. bassiana, se obtuvo al quinto
dia de observacion.

» La metodologia empleada para los bioensayos de patogenicidad permitid
establecer la evaluacion directa del hongo sobre la broca.

 De las diluciones estudiadas la mas efectiva fue la T2 1:10, lo que
demuestra que a mayor concentracion de esporas del hongo se obtendra

una infeccion mas rapida y eficiente sobre la broca.

 EnelT21:10, el 88 % de las brocas infectadas se murieron a los diez dias

de observacion.

» La fermentacion en medio de cultivo liquido es la principal y mas economica
metodologia para reproducir B. bassiana, ya que se obtiene una mayor

esporulacion en menor tiempo comparada con el medio sélido.
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VIIl. RECOMENDACIONES.

Continuar las evaluaciones de aplicacidon de B. bassiana producida en
medio de cultivo liquido y observar en condiciones de campo.

Realizar mas estudios para perfeccionar la formulacion y almacenamiento
viable.

Realizar un estudio de variabilidad de patogenicidad aislando cepas de
diferentes sitios, para identificar cepas mas patogenas y resistentes a las
condiciones ambientales.

Utilizar diferentes concentraciones de azucar en el medio de cultivo liquido,

para determinar el efecto en el crecimiento del hongo B. bassiana.
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X. ANEXOS.

ACTIVIDADES

MESES DEL ANO

Cosecha estricta ( seria ideal)

A M J J

Pepena

Enfasis en REPELA

PODA DE CAFETOS

REGISTRO DE FLORACIONES

TRAMPEO

CONTROL DE MALEZAS

PODA DE ARBOLES DE
SOMBRA

Estimar NIVELES DE
INFESTACION (para decision de
aplicacion de B. bassiana)

CORTE DE FRUTOS de
floraciones anormales

APLICACION de B. bassiana

CONTROL BIOLOGICO
(Cephalonomia stephanoderis)

Anexo No. 1. Cronograma de actividades que se realizan para el control de la broca del cafeto Hypothenemus hampei.




SINTOMATOLOGIA
TRATAMIENTO/DIAS | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

T1 (testigo)
T2 (1:10)
T3 (1:100)
T4 (1:1000)
T5 (1:10000)

CRECIMIENTO DE MICELIO EN LAS BROCAS
TRATAMIENTO/DIAS | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

T1 (testigo)
T2 (1:10)
T3 (1:100)
T4 (1:1000)
T5 (1:10000)

MORTALIDAD DE BROCAS
TRATAMIENTO/DIAS | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

T1 (testigo)
T2 (1:10)
T3 (1:100)
T4 (1:1000)
T5 (1:10000)

Anexo No 2. Hoja de anotacién diaria por cada bioensayo con parametros observados: sintomatologia, crecimiento de micelio y mortalidad sobre las brocas
infectadas con B. bassiana.



