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Evaluacion de una cepa nativa de Fusarium sp. para
el manejo de la broca del café, Hypothenemus hampei
(Coleoptera: Scolytidae)
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Resumen. La broca del café Hypothenemus hampei (Ferrari) es objeto de amplios estudios tendientes a
su manejo ambientalmente favorable. Como componente de este MIF, los entomopatégenos nativos co-
bran especial importancia. Recientemente se detecté en Anolaima (Cundinamarca) una cepa del hongo
Fusarium causando la muerte de adultos de broca. El presente estudio tuvo como objetivos evaluar el
control de una cepa nativa de Fusarium sp. sobre la broca del café Hypothenemus hampei en un cafetal del
municipio de Anolaima (Cundinamarca), realizar la caracterizacién preliminar de la cepa UDCA1, confirmar
bajo condiciones de laboratorio su patogenicidad y estimar la DL, . Las pruebas de laboratorio se efectua-
ron bajo condiciones controladas de humedad (60%) y temperatura (25 + 2°C). Las aplicaciones en campo,
con o sin coadyuvante, se realizaron en un lote situado a 1.550 msnm en un diseno completamente alea-
torio con tres parcelas de 176 arboles cada una. Se evalu6 el porcentaje de infestacion y el niimero de
frutos con presencia de Fusarium antes y después de cada aplicacién. Los resultados indican que el micelio
del hongo es de color blanco rosado, septado, vacuolado, posee abundantes microconidias de forma oval,
macroconidias escasas y clamidosporas en varias presentaciones. La DL, fue de 3X10° esporas/ml. La
patogenicidad fue del 62,5% *+ 9,57% en un tiempo promedio de 5.5 = 3.03 dias. En campo con cinco
aplicaciones se observé un incremento del porcentaje de mortalidad hasta del 33,3% por rama de cafeto.
La precipitacion no tuvo influencia detectable sobre el efecto del hongo en el campo. El uso del coadyuvan-
te resulta favorable sélo en épocas de lluvias intensas.
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Summary. The coffee berry borer, Hypothenemus hampei (Ferrari), is the object of thorough studies to
find an ambientally favorable management program. As a component of this program, native
entomopathogenic fungi are of special importance. Recently, in Anolaima (Cundinamarca), a strain of Fusarium
sp. was found to cause mortality of the adults of H. hampei. The objective of the present research is to
evaluate the effect of a native strain of Fusarium sp. on the coffee berry borer under field conditions in order
to perform a preliminary characterization of the UDCA1 strain. Another aim is to confirm the pathogenicity
and to estimate the LD_, under laboratory conditions. The laboratory trials were conducted under controlled
conditions of humidity (60%) and temperature (25+2°C). The field applications, with and without coadyuvant,
were realized in a coffee plantation at 1.550 m of elevation in a completely randomized design with three
plots of 176 coffee trees each. Infestation percentage and the amount of fruit with Fusarium present, before
and after the sprays, were evaluated. The results show that the mycelium of the entomophatogenic fungus
has a whitish-pink color. Viewed under the microscope it is also septated, vacuoled, has abundant ovoid
microconidia, scarce macroconidia and clamidospores of diverse forms. The pathogenicity of the fungus
was 62,5+9,57% with a mean time of 5,5+3,03 days. The LD, found, presented 3X10° spores/ml. Under
field conditions, after five applications, the percent mortality reached an increase of 33,3%. Precipitation
had no detectable influence on the effect of the fungus. The use of a coadyuvant was only favorable under
severe rainy conditions.

Key words: Mortality. Pathogenicity. Field applications. Precipitation.

Introduccion

La broca del café Hypothenemus hampei
(Ferrari) es considerada como la plaga mas
importante del cultivo, debido a su habito de
atacar directamente la cereza del café, lo cual
hace dificil su control. En 1995 el insecto se
encontraba en 600.000 hectareas de la zona
cafetera colombiana. Se considera que el con-

trol de la broca se debe realizar a través de un
programa de manejo integrado, conformado
por varios componentes de control como son:
los entomopatégenos y los parasitoides, con-
trol cultural (como el re-re) y control quimico
que se debe tener como ultima opcién debido
a su costo alto y riesgos para el agroecosistema
(Bustillo et al. 1998).
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Dentro de un programa de manejo integrado
de la broca de café cobra especial
importancia el empleo de los hongos
entomopatégenos por ser considerados
ambientalmente seguros, no téxicos para los
trabajadores del campo y econémicos
(Bustillo y Posada 1996). Se han encontrado
hongos entomopatégenos como Beauveria
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bassiana (Bals) Vuill (Vélez y Benavides
1990), Metarhizium anisopliae (Metsch)
Sokorin (ICA 1993), Hirsutella eleuthera-
torum (Posada et al. 1993) y Fusarium sp.
en las regiones de Caldas, Huila, Quindio y
Risaralda (Pérez y Posada 1995).

En enero de 1998, en Anolaima (Cundina-
marca) se detecto la presencia de Fusarium
sp. y Beauveria bassiana (Bals) causando
la mortalidad de adultos de broca. En ese
momento se presentaba el fendmeno del
Pacifico, el cual produjo una sequia de seis
meses, a pesar de la cual se encontraron
los hongos, afectando la poblacion de bro-
ca (Zenner de Polania et al. 2001).

Teniendo en cuenta que se desconocen las
caracteristicas de esta cepa de Fusarium
denominada UDCA1 y el posible efecto so-
bre la broca al ser aplicado en campo, se
considerd oportuno realizar esta investiga-
cion durante el ano 2000, la cual tuvo como
objetivos la caracterizacién preliminar de la
cepa, confirmar la patogenicidad y deter-
minar la DL, . Otro propésito fue evaluar la
cepa bajo condiciones de campo.

Materiales y Métodos

Los bioensayos referentes al hongo
Fusarium UDCAL se realizaron en el labora-
torio de entomologia de la carrera de Inge-
nieria Agronémica de la UDCA, a 60% de
humedad relativa y 25 + 2°C de temperatu-
ra. El aislamiento inicial del hongo se obtu-
vo de brocas exiraidas de granos de café
recolectados del municipio de Anolaima y se
realizaron las pruebas correspondientes de
patogenicidad en brocas sanas; para esto se
utilizaron tres medios de cultivo Komada,
Sabouraud- Dextrosa- Agar (SDA) y Papa-
Dextrosa- Agar (PDA). El lote donde se reali-
z06 el trabajo de campo se encuentra locali-
zado en el municipio de Anolaima, vereda
Mesitas de Caballero, a una altitud de 1.500
msnm, una temperatura media de 23°Cy una
precipitacion media de 1.410 mm anuales.

Las brocas adultas empleadas para los
bioensayos fueron donadas por la unidad
de cria de Cenicafé (Chinchina, Caldas).

Para la reactivacion del hongo sobre adultos
de la broca se seleccionaron los especimenes
mas activos, negros y con una edad inferior
a ocho dias en promedio. Las brocas se
desinfestaron con hipoclorito de sodio al
0,5%, se lavaron tres veces con agua desti-
lada estéril sobre mallas de tul. Posterior-
mente, se realizo la infeccién de las brocas
por aspersion con 1 ml de suspension del
hongo en cajas de petri que contenian una
toalla de papel esterilizada. Después de 15
dias se tomaron individualmente, se some-
tieron a una nueva desinfecciéon con
hipoclorito de sodio comercial al 5,25% por
un minuto y se pasaron inmediatamente
sobre una toalla de papel. Finalmente, las
brocas infectadas se colocaron individual-
mente en cajas de petri con medio de culti-
vo Komada (Vélez et al. 1997).

La observacion cualitativa preliminar de la
cepa Fusarium UDCAL1 se realiz6 a partir de

cultivos puros del hongo en medio Komada,
se determinaron las caracteristicas macros-
copicas del hongo observando el crecimien-
to micelial y el color de la colonia. Para las
caracteristicas microscépicas se montaron
placas con muestras obtenidas de la pro-
duccién masiva de 35 dias de edad. Se ob-
servaron al microscopio, con objetivo de
40X, micelio, microconidias, macroconidias
y clamidosporas.

La prueba de patogenicidad se realizé con
el hongo obtenido en sustrato de arroz
precocido a los 35 dias de desarrollo, en
una concentracién de 5.8X10° esporas/ml;
los insectos utilizados previamente se
desinfestaron con hipoclorito de sodio al
0,5% por diez minutos; la inoculaciéon de
las brocas se efectué por medio de asper-
sién de las esporas sobre éstas, se dejaron
caminar las brocas en cajas de petri con
papel filtro estéril.

Luego se colocaron individualmente las
brocas en tubos de ensayo de 9 ml, con un
disco de papel filtro humedecido con agua
destilada estéril y se taparon con un algo-
don esterilizado. Al cabo de 24 horas se
adicion6 como sustrato a cada tubo un gra-
no de café pergamino.

La mortalidad de las brocas se evalué dia-
riamente durante 15 dias después de la ino-
culacién, utilizando un microscopio
estereoscopio para observar los signos de
la enfermedad en las brocas (Vélez et al.
1997). Este bioensayo consté de dos trata-
mientos: testigo absoluto y brocas inocula-
das, cada uno replicado cuatro veces con
diez individuos por réplica.

Para el analisis Probit se realiz6 la selec-
cion y desinfecciéon de las brocas, se
asperjaron con un mililitro de cada una de
las dosis a utilizar, se dejaron las brocas en
cajas de petri y diariamente durante 15 dias
se evalu6 la mortalidad por dosis para ob-
tener por medio del paquete estadistico SAS
6.12 las dosis letales 50 y 80.

Este bioensayo se estableci6 utilizando seis
dosificaciones (1X108, 1X107, 1X10°, 1X10°,
1X10*y 1X10%) y un testigo, replicadas cin-
co veces, con diez individuos por repeticion.
Se determind la concentracion de esporas
expresada en esporas/ml utilizando para
esto un hemacitémetro y se calculé el na-
mero de esporas/g, el sustrato se lavé con
80 ml de agua destilada estéril y Tween 80
al 0,1%, luego se realizaron diluciones
seriadas para llevar al hemacitémetro y rea-
lizar los recuentos.

Para la produccién masiva del hongo se
empleé la metodologia establecida por
Antia et al. (1992) para la produccién de
Beauveria bassiana a nivel de finca, utili-
zando como sustrato arroz cocido en bote-
llas de vidrio de 275 ml de capacidad, en
proporcion 80 ml de agua corriente y 50 g
de arroz sin lavar. Luego se introdujo el
in6culo, obtenido de un cultivo puro del
hongo en medio Komada, en las botellas y
se colocaron tapones de algodén, se mar-
caron con la fecha de siembra y se llevaron

a un cuarto de maduracién a una tempera-
tura de 25 = 2°C durante 35 dias. Poste-
riormente, se realizaron las aplicaciones de
campo en un cafetal de la variedad Colom-
bia no tecnificado con sombrio y una den-
sidad de siembra aproximada de 2.700
arboles por hectarea. Para éstas se utilizd
un diseno completamente al azar.

Se tenian tres parcelas de 176 arboles cada
una, se escogieron al azar cinco sitios en
los cuales se marcaron ramas de la parte
productiva de seis cafetos, para un total de
seis ramas por sitio. Sobre estas ramas se
realizaron conteos semanales para evaluar
el porcentaje de infestaciéon contando el
nimero total de granos, el niimero total de
granos brocados y el nimero total de gra-
nos brocados con presencia del hongo
Fusariumy B. bassiana (hongo también pre-
sente en forma natural en la regién). Los
tratamientos correspondieron a: T1 (testi-
go absoluto), T2 (aplicaciéon del hongo con
adyuvante) y T3 (aplicacion del hongo sin
adyuvante).

Las aspersiones se hicieron a toda la parce-
la tanto a las ramas fructiferas como al sue-
lo y se repitieron con un intervalo de dos
semanas. Para esto se emplearon 30 litros
de “biopesticida”. Se utilizé el adyuvante
“carrier” recomendado por la Federacion de
Cafeteros en las aplicaciones de B. bassiana.

En los muestreos se tuvo en cuenta la apa-
riencia y ubicaciéon del micelio del hongo
tanto en el grano como en la broca.
Fusarium sp. se presenta con un micelio de
color blanco polvoso con tintes rosado o
amarillo, tanto en la broca como en el om-
bligo del grano del café, lo cual confirmé la
eficiencia del hongo y se distinguié de B.
bassiana el cual sélo se encuentra sobre la
broca y es de color blanco.

Las aplicaciones se complementaron con un
manejo de cosecha oportuna cada 20 dias.
Los datos se sometieron a un anélisis de
varianza y prueba T.

Resultados y Discusion

Después de 15 dias de incubacion se obser-
vé mayor crecimiento micelial en medio
Komada que en medio SDA (Sabouraud -
Dextrosa - Agar). En PDA (Papa - Dextrosa -
Agar) no hubo crecimiento. El micelio pre-
sent6 un color blanco rosado segiin la tabla
de color Munsell; con la edad se rodea de
halo color violeta. El desarrollo del micelio
aéreo fue escaso. Microscopicamente se
observé micelio septado, abundantes
microconidias de una sola célula, y de for-
ma oval; macroconidias en forma de hoz con
tres septos, generalmente escasas en culti-
vos jovenes; las clamidosporas fueron de
formacion rapida y abundantes, se presen-
taron simples, en grupos y largas cadenas
observadas en cultivos de 35 dias de edad,
su color es claro en cultivos joévenes y se tor-
na marrén a través del tiempo (Fig. 1). De
acuerdo con las observaciones preliminares
de algunas caracteristicas microscépicas se
presume que se trata de una especie dife-
rente a Fusarium oxispurum.
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Figura 1. Clamidosporas de Fusarium UDCA1 en largas cadenas
y en grupos al microscopio (40 X).

Figura 2. Broca del café Hypothenemus hampei
(Ferrari) infectada por Fusarium UDCAL.

La prueba de patogenicidad de Fusarium
UDCA1 sobre brocas revelé una mortalidad
del 62,5 + 9,57% en un tiempo promedio
de 5,5 = 3,03 dias. Este dato difiere del
aquel obtenido con otra cepa del hongo
evaluada por Pérez et al. (1996) donde bajo
las mismas condiciones de laboratorio se
obtuvo un tiempo de mortalidad mas alto
(8,63 = 2,58 dias) que el de la cepa evalua-
da; este tiempo de mortalidad menor se
considera positivo ya que cuanto mas rapi-
do se cause la muerte de la broca mas efi-
ciente sera su control.

A los cuatro dias después de la inoculacién
Fusarium UDCAL1 inicia el crecimiento micelial
entre los élitros de la broca; el cubrimiento
del cuerpo del insecto por el micelio y la for-
macion de esporas sobre el mismo se obser-
v6 aproximadamente a los 15 y 20 dias
después de la inoculacién (Fig. 2).

La concentracién de esporas en las
submuestras de Fusarium UDCA1 fue de
5,8 X 10® = 7,01 X 10? esporas/ml y 5,4 X
10° = 6,5 X10° esporas/g. Esta concentra-
cién se considera mayor que la obtenida
por Pérez et al. (1996), la cual fue de 1,04
X 10°® esporas/g.

El andlisis Probit arrojé una dosis letal me-
dia de 3 X 10° esporas/ml y una DL,, de
3,2 X 10°, informacién necesaria para de-
terminar la cantidad de in6culo que se re-
quiere en el campo. Para la aplicaciéon se
tomaron dos botellas con inéculo por bom-
ba de 20 litros debido a que la produccién
de esporas en una botella es menor a la
DL,,, donde cada botella contenia 5,8 X 108
esporas/ml. Comparando con la metodo-
logia propuesta para las aplicaciones de
B. bassiana (Antia et al. 1992) donde se
utiliza una botella de 3,87 X 10'! conidias/
ml para la aspersién de 400 arboles, es
respectivamente proporcional a la evalua-
da, debido a que la produccién de conidias
de Fusarium y el niumero de arboles es
menor.

El anadlisis de las aplicaciones en campo
muestra en la figura 3 que la precipitacién
influye en la emergencia de los adultos de
la broca, la poblacién se incrementa des-
pués de una 0 mas semanas con ausencia
de lluvias. Igualmente se observa el bene-
ficio que causa el re-re realizado entre las
semanas 1y 18 al igual que en las tltimas
semanas del experimento.

En las parcelas sin adyuvante y en el testi-
go la realizacién del re-re ocasioné la au-
sencia de frutos en las ramas marcadas, por
lo cual no se detecté infeccion del hongo
en este periodo (Fig. 4). La influencia de la
aplicacién del hongo se observa dos sema-
nas después, lo cual favorece el control de
la broca especialmente cuando se utilizé
adyuvante (Fig. 5).

El porcentaje de infestacion inicial fue del
5%, el cual es un parametro a tener en cuen-
ta segiin la Federaciéon de Cafeteros para
iniciar el control de la broca. Después de
las aplicaciones el porcentaje de infestacién
s6lo super6 este parametro en 1,64%. En
la parcela testigo los datos son variables y
aumentan lentamente hasta llegar en la
semana 25 a un 9,2% de infestacién, mien-
tras que en la misma fecha en la parcela
sin adyuvante fue de 6,64% y en la parcela
con adyuvante 3,3% de infestacién (Fig. 6);
esto indica que las parcelas tratadas res-
pondieron a las aplicaciones del hongo dis-
minuyendo el porcentaje de infestacién
comparado con el testigo.

Los datos de porcentaje de granos broca-
dos, porcentaje de Fusarium y porcentaje



74 Revista Colombiana de Entomologia Paula Andrea Diaz F. & Cols.
16
T 14
= I
c
5 [\
5 12 —
s / \,\
173
L
E 1 ;/ \
ES / / v —e—IRT
—_~ 'y il |.R.S
§ 8 - - Py ﬁ \ - |.R.C
TN N A
s 6 -
Z S
S
2
o 4
P .ﬁ%
2 & ?(
>
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Semanas
I.R.T: Infestacion Real - Testigo I.R.S: Infestacion Real - Sin adyuvante
I.R.C: Infestacion Real - Cori adyuvante PRcc: Precipitacion en centimetros cubicos
Aplicaciones semanas 3, 6, 9, 13y 23
Re-Re semanas del 20 a 25
[N

Figura 3. Porcentaje de Infestacion Real Vs Precipitacion en los tres tratamientos.

B Re-Re semanas del 20 a 25

S
3 s
§ 4.5 K
w
. \ _
© / \
S 35
N
E @ A M |
o =
‘I"’ 2.5 /\ / \\ [ —a—CFS |

2 I\ A N =
mn
L 15
c
2
s
e 05
o
()
a ° ‘ :
1| 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Semanas
PR(cc): Precipitacion en centimetros cubicos C.E.T: Contribucion Fusarium — testigo
C. F. S: Contribucién Fusarium — sin adyuvante C.F.C: Contribucién Fusarium — con adyuvante
Aplicaciones semanas 3, 6, 9, 13y 23

Figura 4. Influencia de la precipitacion sobre el efecto de Fusarium UDCA1.



Fusarium sp. contra la broca 75

0.8

0.6 '; 1

0.2 A

i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Semanas

C.F.T: Contribucion Fusarium - testigo C.F.S: Contribucion Fusarium - sin adyuvante
C.F.C: Contribucion Fusarium - con adyuvante

Aplicaciones semanas 3, 6, 9, 13y 23
Re-Re semanas del 20 a 25

Figura 5. Contribuciéon de Fusarium UDCA1 en los tres tratamientos.

/\ —o— LRT |
8 A \ 1‘ —m—|.RS
—a—ILRC
: / \\/\/ ;
/\A il
// \I————-——-I/
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 ‘11 12 13 14

:/%Azi\vﬂ .

15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 |

I.R.T: Infestacion Real - Testigo I.R.S: Infestacion Real - Sin adyuvante
I.R.C: Infestacion Real - Con adyuvante

Aplicaciones semanas 3, 6, 9, 13y 23
Re-Re semanas del 20 a 25

Figura 6. Porcentaje de Infestaciéon Real en los tres tratamientos.




76 Revista Colombiana de Entomologia

Paula Andrea Diaz P. & Cols.

de B. bassiana obtenidos en campo, se
transformaron mediante Ig,, para no tener
valores de cero ocasionado por la ausencia
de granos y/o de Fusarium en las parcelas.
Para hallar la diferencia en el porcentaje de
infestacion se realiz6é un anélisis de varianza
para las semanas 6, 15y 23 por presentar
variaciones en la grafica. A un nivel de
significancia del cinco % (p 0,05) se obtuvo
para la semana seis baja influencia de los
tratamientos sobre el porcentaje de infes-
tacion; esto se atribuye a que en esta épo-
ca el grano es menos susceptible al ataque
de la broca debido a su bajo contenido de
materia seca. En la semana 15 hay influen-
cia en las aplicaciones del hongo en el por-
centaje de infestacion. En la semana 23 no
hay influencia de los tratamientos sobre el
porcentaje de infestacion, pues en las dlti-
mas cinco semanas del experimento se rea-
liz6 el re-re lo cual ocasioné la presencia
baja de granos, época en la cual no se jus-
tifica la aplicacion del hongo.

Conclusiones

* Los resultados de laboratorio confirma-
ron la patogenicidad de la cepa Fusarium
UDCA1 sobre la broca del café Hypothe-
nemus hampei y puede ser utilizada como
otro componente del manejo integrado de
esta plaga.

* La producciéon masiva del hongo a nivel
de finca es factible, utilizando la metodolo-
gia de multiplicacién en arroz precocido
indicada para Beauveria bassiana.

* Las aplicaciones del hongo deben iniciar-
se antes de que la infestacion por broca lle-
gue al 5%.

* Bajo condiciones de campo la influencia
positiva de la aplicacion del hongo se de-
tecta dos semanas después de su realiza-
cién. La precipitacién no tiene influencia
detectable sobre el efecto del hongo eva-
luado y el empleo de un adyuvante se reco-
mienda sélo en épocas de lluvia.
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