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BIOENSAYO PARA EVALUAR LA PATOGENICIDAD DE
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. SOBRE LA BROCA DEL
CAFE, Hypothenemus hampei (Ferrari)

BIOESSAY TO TEST THE PATHOGENICITY OF Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. ON THE
COFFEE BERRY BORER Hypothenemus hampei (Ferrari)

RESUMEN

La broca del café, Hypothenemus hampei
(Ferrari), es el insecto plaga mas importante
que afecta el cultivo del café. Entre las medidas
de control de tipo biol6gico, el hongo Beauveria
bassiana (Bals.) Vuill. puede jugar un papel
importante en la reduccion de sus poblaciones.
Enla presente investigacion se estandarizé un
método de bioensayo para evaluar la
patogenicidad del hongo B. bassiana sobre H.
hampei. La evaluacion de la patogenicidad se
hizo sobre broca criada en el laboratorio en
granos de café pergamino. Las brocas fueron
desinfectadas por inmersién en hipoclorito de
sodio al 0,5% durante 10 minutos y luego se
lavaron tres veces con agua destilada estéril.
Posteriormente se expusieron al hongo usan-
do una concentracion de 1 x 107 conidias/ml
durante dos minutos. Las brocas, después de
expuestas al indculo, se colocaron individual-
mente en frascos de vidrio de 4 cm?® de capaci-
dad con papel de filtro humedo y tapados con
algodén. En esta forma permanecieron 24 ho-
ras, después de este tiempo, a cada frasco se
le adicion6 un grano de café pergamino con
45% de humedad, encerado y libre de in6culo.
El experimento se organizé en un disefio com-
pletamente al azar con tres tratamientos com-
puestos por: el aislamiento Cenicafé Bb-9205
obtenido de Diatraea saccharalis, denominado
Bb-9205 DS, este mismo aislamiento pero
activado en broca y denominado Bb-9205 BFC
y un testigo. Se utilizaron tres repeticiones,
cada una con 30 brocas. Los resultados mues-
tran que 24 horas después de la inoculacion,
las brocas infectadas presentan una menor
actividad, pérdida de las patas y antenas, y, por
consiguiente, inhibicion en la actividad de bro-
cado. En los tratamientos con B. bassiana, el
porcentaje de brocado fue de 14,44% mientras
en el testigo fue de 44,44%. El promedio de
mortalidad causado por Bb-9205 DS fue de
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88,88% y para Bb-9205 BFC de 100%. Se
presentaron diferencias significativas entre los
tratamientos (P=0,05). El tiempo letal medio
(TL,,) fue de 92,4 horas para Bb-9205 DSy de
54,72 horas para Bb-9205 BFC. Se
indentificaron cinco etapas en el desarrollo de
B. bassiana sobre H. hampei: inoculacién a
muerte, muerte a inicio de micelio, muerte a
cubrimiento con micelio, muerte a conidiogé-
nesis y muerte a liberacion de conidias. Estas
etapas tuvieron una duracién para Bb-9205 DS
de 20,16; 31,92; 56,40; 83,28 y 198 horas,
respectivamente, y de 20,88; 44,4; 66,88; 116
y 182 horas para Bb-9205 BFC, respectiva-
mente. Este bioensayo se puede utilizar como
un modelo para probar diferentes entomopato-
genos a evaluar contra H. hampei.

Palabras claves: Beauveria bassiana, Broca
del café, Hypothenemus hampei, Hongos
entomopatégenos, Control microbioldgico,
Patogenicidad, Control biolégico.

SUMMARY

The coffee berry borer Hipothenemus hampei
(Ferrari) is the most serious insect pest of the
coffee plantations. Among the biological con-
trol methods the fungus Beauveria bassiana
(Bals.) Vuill. may play an important role in borer
population reduction. Inthis research abioassay
method was standardized to test the pathoge-
nicity of B. bassianaon H. hampei. Adults of the
borer were obtained from a laboratory mass
rearing using parchment coffee at 45% R.H.
The borers were desinfested with sodium hy-
pochlorite at 0,5% for 10 minutes and rinsing
the excess in three washes with sterile distilled
water. The experiment was organized in a
complete randomized desing using three
treatments formed by isolate Cenicafe Bb-9205
from Diatraea saccharalis (Bb-9205 DS), the
same isolate passed through the borer (Bb-
9205 BFC) and a control. Thirty adults of the
borer were used per replication. These insects
were exposed to the fungus using a concentra-
tion of 1 x 107 conidia/ml for two minutes and
then transferred individually in glass vials (4 cc
of capacity) with a piece of wet paperinside and
capped with absorbent cotton. Twenty four
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hours later a berry of waxed-parchment coffee
with 45% of humidity was added as a substrate.
Infected insects showed a reduced activity, lost
of legs and antennae and therefore inability to
bore the coffee grain. Treated insects with the
fungus resulted in lower grain attack (14.44%)
compared with control insects (44.44%). There
were significant differences (P>0.05) among
treatments, average mortality was 88.88% for
isolate Bb-9205 DS and 100% for Bb-9205
BFC. Mean lethal time (TL,,) was 92.4 hours
with isolate Bb-9205 DS and 54.72 hours with
Bb-9205 BFC. Five stages of development of
B. bassiana on H. hampei were recognized:
inoculation to death, death to initial mycelial
growth, death to micelial coverage, death to
conidiogenesis and death to discharge of
conidia. These stages lasted 20.16; 31.92;
56.40; 83.28 and 198 hours for Bb-9205 DS
and 20.88; 44.40; 66.88; 116 and 182 hours for
Bb-9205 BFC. This biossay can be used as a
model to evaluate different entomopathogens
to be tested against H. hampei.

Key words: Beauveria bassiana, Coffee berry
borer, Hypothenemus hampei, Entomopatho-
genic fungi, Microbiological control, Pathoge-
nicity, Biological control.

INTRODUCCION

En la actualidad, la broca del fruto del
café, Hypothenemus hampei (Ferrari)
(Coleoptera: Scolytidae), es el mayor
enemigo del cultivo del café en Co-
lombia. La broca esta considerada
como la plaga insectil que mayor dano
causa al cultivo del café, porque su
ataque se dirige a la almendra o
endospermo donde puede reprodu-
cirse (Decazy 1990). Los dafos cau-
sados por la broca estan representa-
dos en la pérdida de peso de las
almendras al ser atacadas por las
larvas, caida de los frutos en estado
acuoso y alteracion en la calidad de la
bebida al beneficiar conjuntamente
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granos sanos y brocados que ademas
son contaminados por microorganis-
mos (Céardenas 1991). Esta plaga fué
registrada por primera vez en Colom-
bia en el afio de 1988, en la frontera
conel Ecuador, cercaa Tumaco (Nar.).
En la actualidad se encuentra amplia-
mente distribuida en los departamen-
tos de Antioquia, Caldas, Cauca, Cun-
dinamarca, Huila, Putumayo, Quindio,
Risaralda, Tolima y Valle, infestando
cerca de 100.000 hectareas.

La estrategia generalizada para el
manejo de las poblaciones de labroca
delcafé enlos paisesdonde allegado,
se basa en el control quimico, el cual
causa mortalidad inmediata sobre las
poblaciones de broca, pero tiene efec-
tos negativos sobre el agroecosistema
y sobre la salud de la vida animal, lo
que amerita la busqueda de otras al-
ternativas de control como pueden
ser, el uso de parasitoides o de orga-
nismos entomopatdgenos.

El hongo Beauveria bassiana (Bals.)
Vuill (Hyphomycetos) es uno de los
agentes de control biolégico mas im-
portantes pard la represion de mu-
chasplagas (Ferron 1978; Evans 1982)
y se considera que puede llegar a ser
muy eficiente en programas de control
de la broca del café (Bustillo 1991a).
Sin embargo, no existe hasta el mo-
mento una metodologia confiable para
evaluar este hongo bajo condiciones
de laboratorio.

Parala evaluacion de un entomopato-
geno sobre un huésped dado se re-
quiere desarrollar una metodologiade
bioensayo confiable y reproducible que
garantice el control del insecto plaga.
La patogenicidad de un entomopato-
geno puede evaluarse bajo condicio-
nes de laboratorio empleando insec-
tos susceptibles y un método de cria
que permita la sobrevivencia y la ex-
presion de los sintomas y signos de la
enfermedad causada por el hongo a
evaluar. El método de bioensayo a
probar debe permitir estimar la morta-
lidad, la distribucion de la mortalidad
diaria, el tiempo letal medio (TL, ) y el
ciclo de desarrollo del patégeno sobre

124

el irnsecto huésped. Esta investiga-
cion tuvo por objetivo determinar es-
tos parametros mediante la evalua-
ciéndelapatogenicidad de B. bassiana
cepa Bb-9205 aislada directamente
de larvas de Diatraea saccharalis (Fa-
bricius) (Lepidoptera: Pyralidae), la
cual se comparé con la obtenida una
vez se reactivd sobre labroca del café.

REVISION DE LITERATURA

La broca del café, H. hampei, es con-
siderada, después de la enfermedad
de la cereza del café (CBD), como la
plaga mas importante del cultivo, de-
bido a su habito de atacar directamen-
te la cereza del café, lo cual hace dificil
su control (Muller 1990). Se considera
que el control de la broca se debe
realizar a través de un programa de
manejo integrado conformado .por
varios componentes de control biolo-
gico como son el hongo B. bassianay
los parasitoides Cephalonomia ste-
phanoderis Betrem y Prorops nasuta
Waterston (Hymenoptera: Bethylidae)
(Moore y Prior 1988; Bustillo 1991b).

El B. bassina es uno de los entomopa-
tégenos mas estudiados para el con-
trol biolégico de muchas plagas (Ro-
berts y Yendol 1971). Este hongo se
ha encontrado atacando al H. hmpei
en los sitios de origen del café, en los
paises a donde este ha sido llevado y
donde se ha introducido la broca
(Bustillo 1991a). Los primeros regis-
tros de laincidencia delhongo sobre la
broca fueron realizados en el Congo
Belga en la década del 30 (Pascalet
1939; Steyaert 1935).

La incidencia del hongo B. bassiana
sobre la broca del café, bajo condicio-
nes de campo, varia de un pais a otro;
por ejemplo, en Costa de Marfil y en
Kenya, las infecciones han sido raras
(Ticheler 1963; Murphy y Moore 1990),
pero se hanregistrado altos nivelesen
Camerun, Honduras, México y Ecua-
dor (Pascalet 1939; Tronconi et al.
1986; Barrera et al. 1990; Klein et al.
1988). Estas diferencias se pueden
deber a factores climaticos o a que la
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broca esta mejor adaptada al hongo
en su sitio de origen en el Africa, pero
es susceptible a los aislamientos que
encuentra en los nuevos sitios que
coloniza (Prior 1987).

El B. bassiana causa epizootias en
poblaciones de broca cuando las con-
diciones ambientales son favorables,
pero estas infecciones naturales mu-
chas veces no son suficientes para
detener el avance de la plaga. Las
condiciones de vida de la broca del
café la hacen naturalmente suscepti-
ble a la infeccién por el hongo, ya que
tanto este como la broca se desarro-
llan 6ptimamente bajo condiciones de
alta humedad (Moore y Prior 1988).

Resultados de estudios de laboratorio
y de campo indican que el hongo
podria utilizarse eficientemente en la
reduccionde las poblaciones de broca
al depositar suficiente indculo para
inducir o acelerar el proceso de infec-
cion en el campo (Jiménez 1992;
Tronconi et al. 1986; Fernandez et al.
1985; Bustillo et al. 1991). Sin embar-
go, el comportamiento del hongo pue-
de ser variable segun las condiciones
de temperatura, humedad y radiacion
solar presentes en el agroecosistema
(Ferron 1978; Ignoffo 1975). La tem-
peratura 6ptima esta entre 20 y 30°C,
y las humedades superiores al 90%
son mas favorables. La precipitacion
debe mantener una humedad sufi-
ciente para una buena esporulacion
(Pascalet 1939; Alves 1986Db).

Elhongo B. bassiana puede infectar a
la broca independientemente de la
variedad de café. Villacorta (1984), en
Brasil, encontré infecciones tanto en
frutos de café robusta como de Coffea
arabica L. var. Mundo novo. El efecto
del hongo es mas visible sobre frutos
verdes, enlos cuales se esta iniciando
la penetracion de la broca, debido a
que esta queda mas expuesta a la
infeccion (Pascalet 1939). 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 integu-
mento por accion mecanica y efectos
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enzimaticos, lo cual toma otras 12
horas. Después de unas 72 horas de
la inoculacion, el insecto esta total-
mente colonizado. La duracion de las
diferentes fases de este ciclo depende
de la especie atacada y de las condi-
ciones ambientales presentes duran-
te la infeccion (Alves 1986a).

La habilidad de un hongo entomopa-
toégeno para sobreponerse a los me-
canismos de defensa de sus huéspe-
des se debe en gran parte a la pro-
duccion de toxinas, lo cual constituye
uno de los componentes principales
de la patogenicidad y uno de los mas
dificiles de establecer. La muerte cau-
sada portoxinas puede serconsidera-
da cuando los insectos mueren rapi-
damente después de la infeccidon y a
menudo no muestran evidencia de
una infeccion fungal extensiva.

Lasenzimas extracelulares o metabo-
litos secundarios como las lecitinas,
coagulasas, hialuronidasas son otro
tipode sustancias frecuentemente en-
contradas en ciertos microorganismos
que contribuyen a la patogenicidad
del hongo (Khachatourians 1991). El
hongo B. bassiana presenta variacio-
nes en su eficiencia para atacar un
determinado insecto. Recientemente,
Jiménez (1992) comprobd que exis-
ten diferencias en virulencia entre las
razas de B. bassiana a la broca del
café. Bajo condiciones de laboratorio,
este autor evalud 46 aislamientos pro-
venientes de diferentes huéspedes y
de diferentes sitios de origen, y encon-
tré que el 35% de ellos caus6 mortali-
dades inferiores al 50% y cinco de
ellos alcanzaron niveles de infeccion
superiores al 80%. lgualmente,
Paccola y Azevedo (1990) encontra-
ron variabilidad natural del hongo B.
bassiana cuando fue aislado de dife-
rentes huéspedes. El aislamiento ob-
tenido de larvas de D. saccharalis se
caracterizé como potencialmente pa-
togénico hacia insectos plagas debido
a los patrones enzimaticos lipasa,
amilasa y proteasa que le confieren
mayor patogenicidad. Las diferencias
en patogenicidad podrian deberse a
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respuestas internas del huésped, y
por parte del hongo a caracteristicas
fisioldgicas y genéticas (Ignoffo 1975).

La patogenicidad de un microorganis-
mo y el desarrollo de la infeccion son
el resultado de un numero de compo-
nentes tanto del patdbgeno como del
huésped, tales como la rapida
germinacion, la velocidad de repro-
duccion, la tasa de esporulacion, el
tiempo de exposicion, la produccion
de toxinas y el estado fisiolégico del
huésped (Kachatourians 1991).

Los antecedentes expuestos permi-
ten inferir que el hongo B. bassiana
puede ser considerado como un com-
ponente promisorio en el manejo inte-
grado de labroca del café debido a las
ventajas que ofrece, como son: su
facil manejo, la rapidez con que se
colonizan sus huéspedes y, principal-
mente, por la preservacion del
ecosistema cafetero.

El desarrollo de un bioplaguicida re-
quiere, inicialmente, la seleccion de
razas obiotipos altamente patogénicos
hacia el insecto a controlar, para lo
cual se debe establecer un sistema de
bioensayo adecuado (Hall y Papierok
1982). Por lo tanto se hace necesario
evaluar mediante bioensayos el po-
tencial patogénico de los aislamientos
de B. bassiana con que cuenta
CENICAFE, para asegurar el uso del
mejor material en el control de labroca
del café bajo condiciones de campo.

MATERIALES Y METODOS

Los especimenes de H.hampei utili-
zados en el experimento fueron obte-
nidos de la unidad de cria de
parasitoides que tiene CENICAFE, en
Ansermanuevo (Valle). La broca se
crié sobre café pergamino conun 45%
de humedad, previamente tratado con
fungicidas y recubierto con cera natu-
ral. Posteriormente, los insectos se
desinfectaron por inmersion en una
solucién de hipoclorito de sodio al
0,5% durante 10 minutos y tres enjua-
gues con agua destilada estéril. Se
seleccionaron los especimenes mas
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activos, completamente sanos, negros
0 melaminizados y con una edad infe-
rior a 8 dias, en promedio, para garan-
tizar la homogeneidad del material
bioldgico utilizado.

Del cepario de B. bassianadel labora-
torio de entomopatégenos de CENI-
CAFE se tomd, como indculo para
este trabajo, el denominado Bb-9205
aisiado de larvas de D. saccharalis
colectadas en cahade azucaren Can-
delaria (Valle).

El experimento se organizé en un di-
seflo completamente al azar. Se eva-
luaron tres tratamientos: el primero
con el aislamiento Cenicafé Bb-9205
aislado directamente de D. saccharalis
que en adelante se denominara Bb-
9205 DS, el segundo tratamiento fue
la misma cepa pasada por broca que
se denominara Bb-9205 BFC y el ter-
cero el testigo. Cada tratamiento tuvo
tres repeticiones y se emplearon 30
insectos por repeticion.

Los aislamientos se purificaron en el
medio de cultivo Sabouraud Dextrosa
Agar (SDA), en cajas de petride 9 cm
de diametro. La edad de los cultivos
fue inferior a 30 dias.

E'indculo se preparé suspendiendo el
hongo, proveniente de tubos de ensa-
yo, en 10 ml de agua destilada estéril
y dos gotas de Tween 80 al 0,1%. La
concentracion del inéculo se determi-
ndé con un hemocitémetro, ajustando-
la posteriormente a 1 x 107 conidias/
ml. La viabilidad del in6culo se deter-
mind antes de los bioensayos, eva-
luando la germinacion de las conidias
a las 24 y 48 horas en cajas de petri
con SDA acidificado e incubadas a 25
+1°C.

Pararealizarel experimento, lasbrocas
se desinfectaron previamente. Prime-
ro se tomaron las brocas del testigo,
separando un grupo de 90 individuos
al azar, los cuales se sumergieron por
dos minutos en agua destilada estéril
y se dispusieron en forma individual
dentro de frascos de vidrio transpa-
rente de 2 cm de diametro y 4 cm de
altura que contenian un disco de pa-
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pel de filtro humedo. Los frascos se
taparon conuntapon de algodén, bien
ajustado, para impedir la salida del
insecto y mantener las condiciones de
humedad.

La metodologia empleada para la
inoculacion de los tratamientos con-
sistio en colocar en inmersion el nu-
mero total de brocas (tratamientos) en
una caja de petri que contenia la sus-
pension 1 x 107 conidias/ml y se agitod
por dos minutos. Cumplido el tiempo
de exposicion se retird el exceso de
indculo de las brocas invirtiendo la
caja de petri sobre un papel toalla
seco. Posteriormente, conlaayudade
un pincel, los insectos se colocaron
individualmente en los frascos y se
distribuyeron en tres repeticiones por
tratamiento, de 30 individuos cada una.
Cada repeticion fue confinada dentro
de cajas de galletas con una mota de
algodén humedo, para crear una at-
mosfera saturada de humedad propi-
cia para desencadenar el proceso de
lapatogénesis. Venticuatro horas mas
tarde se adicion6 a cada uno de los
frascos un grano de café pergamino
seco, como se describid inicialmente,
el cual sirvié como sustrato alimenti-
cio.

Para proveer la humedad adecuada
en el interior de cada uno de los fras-
cos, diariamente, y con una jeringa
estéril, se adicionaron 0,2 ml de agua
destilada estéril. Los tratamientos y el
testigo fueron mantenidos bajo condi-
ciones de luz alterna, a una tempera-
tura de 25 +1°C y una humedad rela-
tiva superior al 90%.

La mortalidad de las brocas se evaiué
diariamente durante 10 dias después
de la inoculacién, utilizando para ello
un estereoscopio que permitia reali-
zar la diseccion de los granos sin
causar dano a la broca. Se registro la
mortalidad total y la mortalidad causa-
da por el hongo. Con los datos obteni-
dos se estimo el porcentaje de morta-
lidad, la distribucién de la mortalidad
diaria, el tiempo letal medio (TL, ) y las
etapas de desarrollo del hongo sobre
la broca. :
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las pruebasde viabilidad realizadas a
las suspensiones de conidias dieron
porcentajes de germinacion superio-
res al 80%, lo cual indica la buena
calidad bioldgica del patégeno eva-
luado en el experimento. La calidad
del inéculo se relaciona directamente
con la viabilidad de las conidias y con
el tiempo de sobrevivencia del hongo
en el medio. Diferencias en la viabili-
dad de las conidias generan variabili-
dad en las respuestas, las cuales po-
drian ser atribuidas a diferencias de
patogenicidad (Lazo 1990).

Lapractica de desinfeccion superficial
de las brocas mediante el tratamiento
con hipoclorito de sodio al 0,5% du-
rante 10 minutos, no ocasiond morta-
lidad al insecto ni inhibio el proceso de
germinaciéon de las conidlas en' los
tratamientos. Esto concuerda con lo
registrado por Jiménez (1992), quien
obtuvo una sobrevivencia del 80% en
eltestigo al efectuar desinfestacion de
los granos con hipoclorito de sodio al
5% durante 5 minutos. El bioensayo
permitio la sobrevivencia de las brocas
por un tiempo superior a 10 dias, sufi-
ciente para la evaluacion del experi-
mento y para la expresion de los sin-
tomas y signos de la enfermedad en
los tratamientos.

Al cabo de 24 horas se empezaron a
observar los primeros sintomas de la
enfermedad en las brocas tratadas
con el hongo B. bassiana. Se observo
unamenoractividady pérdidade apén-
dices como patas y antenas, asi como
una disminucion en la capacidad de
brocado. En los tratamientos con B.
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bassiana, el porcentaje de brocadoen
los granos pergamino fue de 14,44%,
mientras que en el testigo alcanzé un
nivel de 44,44%, lo que significa que
las brocas infectadas por el hongo
tienen una menor capacidad de cau-
sar dano y de penetrar en los granos.

En la patogenicidad del aislamiento
Bb-9205 se encontraron diferencias
significativas (P>0,05) antes y des-
pués de pasar el hongo por la broca al
igual que en el testigo. El porcentaje
de mortalidad causado por el aisla-
miento Bb-9205 DS fue de 88,88%, y
para el aislamiento Bb-9205 BFC fue
del 100%. En el testigo no se presentd
mortalidad por el hongo, ni por conta-
minantes. La mortalidad atribuida a
factores de manipulacionfue de 3,33%
en el testigo y de 11,11% para el
aislamiento Bb-9205 DS (Tabla 1).
Entre las posibles causas de mortali-
dad por otros factores se identifico la
manipulacién de las brocas, el escape
de los recipientes y causas fisiologi-
cas como la inanicion.

El porcentaje de mortalidad con el
aislamiento Bb-9205 BFC fue supe-
rioren 11,12%, comparado con el Bb-
9205 DS, lo cual puede atribuirse a
que el patégeno adquirié mecanismos
de agresividad al pasar por el hués-
ped susceptible (Khachatourians
1991).

La mortalidad diaria (Fig. 1) presento
una distribucion variable en la pobla-
cion sometida a los tratamientos en
estudio. Para el aislamiento Bb-9205
DS, la mortalidad de las brocas se
inicié después de las 12 horas de la
inoculacion, el mayor porcentaje
(36,25%) se presentd alas 108 horas.

Tabla1. Mortalidad promedia de H. hampei causada por B. bassiana
Aislamiento Total Mortalidad promedia

Adultos B. bassiana’ Otras causas
Bb-9205 DS 90 88,88 b 3,33
Bb-9205 BFC 90 100,00 a 0,00
Testigo 90 0,0 c 11,11

" Promedios seguidos por la misma letra no presentan diferencia significativa. (Prueba de Duncan

P<0,05)
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La mortalidad se registré aun 228 ho-
ras después de la inoculacion. Para el
Bb-9205 BFC, la mortalidad se inicio
antes de 12 horas y el mayor porcen-
taje de mortalidad (56,66%) se obtuvo
alas60 horasy esta se extendié hasta
las 132 horas después de la inocula-
cion. Elaislamiento Bb-9205 BFC matd
mas rapidamente a H. hampei como
se observa en la Figura 1.

El tiempo letal medio (TL, ) vari6 en
los tratamientos (Fig. 2), siendo mas
corto con el aislamiento Bb-9205 BFC
(54,7 horas), mientras para el aisla-
miento Bb-9205 DS fue de 92,4 horas.
Ladisminucion en el tiempo de morta-
lidad de las brocas tratadas con Bb-
9205 BFC puede ser debida a la
reactividad de la cepa al pasarla por el
huésped susceptible. La disminucion
en el tiempo de mortalidad diaria y en
el tiempo letal medio (TL,) puede
estar indicando una mayor agresivi-
dad del hongo hacia el huésped sus-
ceptible y es un parametro importante
cuando se requiere establecer el
patégeno bajo condiciones de campo.

Los resultados de este estudio permi-
ten concluir que aislamientos del hon-
go que sean activados sobre el hués-
ped al cual se van a dirigir, son mas
patogénicos que cuando no se pasan
a través de este. También es impor-
tante destacar como aislamientos
provenientes de otros insectos pue-
den ser potencialmente mas activos
contra insectos de otros érdenes. Lo
anterior ha sido documentado por otros
investigadores (Jiménez 1992; Pacco-
la y Azevedo 1990; Moore y Prior
1988).

En el ciclo de desarrollo del hongo
sobre la broca se identificaron cinco
etapas: Inoculacion a muerte, muerte
a inicio de micelio, muerte a cubri-
miento de micelio, muerte a conidio-
génesis y muerte a liberacion de coni-
dias (Tabla 2). Estas etapas expresan
los signos de la enfermedad, los cua-
les se caracterizaron por el aspecto y
el tiempo de duracion.

En el tratamiento con el aislamiento
Bb-9205 DS, las brocas murieron en
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Figura 1. Distribucion de la mortalidad diaria de Hypothenemus hampei causada por el
aislamiento de Beauveria bassiana (Bb-9205) obtenido sobre larvas de D.
saccharalis y activado en broca.
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Figura2. Mortalidad acumulada y tiempo letal medio (TL,,) de la broca del café H. hampei
infectada con el aislamiento Cenicafé Bb-9205 de Beauveria bassiana.
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106,1 horas, en promedio, mientras
que para la cepa Bb-9205 BFC la
duracion fue de 66,72 horas, en pro-
medio, después de la inoculacion. La
etapa de muerte a inicio de micelio en
las brocas tratadas con el aislamiento
Bb-9205 DS duré 20,16 horas y para
el Bb-9205 BFC fue de 20,88 + 6,72
horas, en promedio.

En relacion con la etapa de muerte a
cubrimiento de micelio, laduraciénfue
de 31,92 +14,40 horas para el aisla-
miento Bb-9205 DS y de 44,4 +6,96
horas, en promedio, después de la
inoculacion para el aislamiento Bb-
9205 BFC. La duracion de la etapa
muerte a conidiogénesis con el aisla-
miento Bb-9205 DS fue de 56,40 ho-
rasy para elaislamiento Bb-9205 BFC
fue de 66,88 horas, en promedio, des-
pués de la inoculacion.

Con respecto a la etapa de muerte a
liberacion de conidias, el tiempo de
duracion fue de 83,28 horas con el
aislamiento Bb-9205 DS y de 116,0
horas, en promedio, después de la
inoculacion para el aislamiento Bb-
9205 BFC.

Eltiempotrancurrido desde lainocula-
cién a laliberacion de conidias para el
{ratamiento con el aislamiento Bb-9205
DS fue de 198 horas, en promedio,
después de la inoculacion y de 182
horas para el aislamiento Bb-9205
BFC. La tendencia en la duracion del
ciclo de desarrollo del hongo sobre la
broca del café fue menor con el aisla-
miento Bb-9205 BFC. Estos resulta-
dos indican la conveniencia de
reactivar el hongo mediante pase por
brocas, lo cual se traduce en la
obtencion mas rapida y abundante de
indculo en el ambiente.

Es importante destacar que las mani-
festaciones del hongo generalmente
se inician en las partes intersegmen-
talesdelabroca. Posteriormente, todo
elcuerpo de labroca es cubierto porel
hongo, incluyendo las areas quintini-
zadas. La conidiogénesis es altamen-
te dependiente de las condiciones de
humedad y se caracteriza por la pre-
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Duracion de las diferentes etapas de desarrollo de B. bassiana sobre la broca del

café bajo condiciones de laboratorio (25 +1°C)

E_tapas de desarrollo Tratamientos No. adultos Tiempo en horas
Promedio +D.E.
Inoculaciéon a muerte Bb-9205 DS 82 106,56 32,40
Bb-9205 BFC 90 66,72 17,52
Muerte a produccion de micelio Bb-9205 DS 29 20,16 12,48
Bb-9205 BFC 90 20,88 6,72
Muerte a cubrimiento micelial Bb-9205 DS 45 31,92 14,40
Bb-9205 BFC 33 44,40 6,96
Muerte a conidiogénesis Bb-9205 DS 60 56,40 16,32
Bb-9205 BFC 85 68,88 7,68
Muerte a liberacion de conidias Bb-9205 DS 67 83,28 20,64
Bb-9205 BFC 86 116,00 14,64
Tiempo total Bb-9205 DS 69 198,00 24,24
Bb-9205 BFC 87 182,16 11,28

Figura 3.

sencia de conidiéforos, de los cuales
emergen conidias de aspecto blanco
cristalino (Fig. 3), finalmente se pre-
senta la liberacion de conidias de as-
pecto pulverulento, caracterizada por
el desprendimiento de estas.

Laindividualizacion de las brocas per-
mitio realizar evaluaciones de la pato-
genicidad ocasionada por la accién
directa del hongo sobre cada una de

Formacion de conidiéforos en la etapa de conidiogénesis del hongo Beauveria
bassiana sobre la broca del café

ellas y no como consecuencia de la
oportunidad de enfermarse por la pre-
sencia permanente de indculo, lo cual
ocurre cuando se evalua la patogeni-
cidad sobre poblaciones enlaque una
broca enferma puede estar afectando
la poblacion y servir de vehiculo para
lainfeccion del grupo como lo registra-
do por Lazo (1990), Méndez (1990) y
Garcia (1991). Otro aspecto de este
bioensayo fue que no se utilizé como
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sustrato para la broca un medio nutri-
tivo con agar como el utilizado por
Jiménez (1992) y asi no hay inciden-
cia de contagio causado por otros
individuos que al enfermarse produ-
ceninfeccion en el resto de lapoblacion
cuando se realiza el bioensayo con
grupos.

CONCLUSIONES

1. Lametodologia de bioensayo utili-
zada en esta investigacion es
confiable, de facil manejo y repro-
ducible para realizar los estudios
de patogenicidad del hongo B.
bassiana sobre la broca del café,
Hypothenemus hampei.

2. Parametros como el porcentaje de
mortalidad, la mortalidad diaria, el
tiempo letal medio (TL, ) y las eta-
pas de desarrollo del hongo deben
tenerse en cuenta para determinar
el potencial patogénico de los dife-
rentes aislamientos del hongo B.
bassiana sobre la broca del café.

3. El método de bioensayo permite
evaluarla calidad de cualquier hon-
go entomopatégeno producido en
medios diferentes, con diferentes
tiempos de almacenamiento, dife-
rentes formulaciones y concentra-
ciones, y seleccionar las mejores
cepas para el control bioldgico de
la broca del café.

4. Lareactivaciondelhongo, median-
te el pase porlabroca , incrementé
la patogenicidad de la cepa Bb-
9205 en un 11,12% y disminuyd el
tiempo medio de mortalidad en
37,68 horas. Estos resultados su-
gierenlaconvenienciade reactivar
las cepas de B. bassianamediante
el pase por el huésped suscepti-
ble.
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