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Evaluación en campo de un aislamiento
del hongo Beauveria bassiana seleccionado
por resistencia a la luz ultravioleta
Field evaluation of one isolate of the fungus Beauvería
bassíana selected by resistance to the ultraviolet light

Resumen
La radiación solar, especialmente de tipo
ultravioleta, constituye una de las mayores
restricciones para el uso de los hongos
entomopatógenos en el campo, dentro del pro-
grama de manejo integrado de la broca del
café. Hvpothenemus hampei. En el presente
estudio se realizó inicialmente en ellaborato-
rio una selección de aislamientos del hongo
Beauveria bassiana (Bb) por resis encia a la
luz ultravioleta (LUV), para lo cual se eva-
luaron las variables unidades formadoras de
colonia por mi (UFC/ml), crecimiento
diarnetral de la colonia, actividad euzimática
y % de mortalidad sobre la broca del café. El
aislamiento seleccionado fue Bb 9218 resis-
tente a períodos de exposición de 10, 30 y 60
minutos. el cual se evaluó frente a un testigo
que consistía en el mismo aislamiento no irra-
diado. una formulación comercial con filtros
de luz ultravioleta y un testigo absoluto. La
etapa de campo se llevó a cabo en la
subestación experimental "La Catalina". De-
partamento de Risaralda, en una zoca de café
variedad Colombia. de 30 meses de edad, con
una distancia de siembra de 2x l m y con som-
brío de plátano; las variables a evaluar fueron
porcentaje de mortalidad de broca por acción
del hongo y viabilidad del hongo en campo
(UFC/ml) y tasa de reducción de la viabili-
dad del hongo en el tiempo 30 días. con res-
pecto al tiempo inicial (1 hora). Durante el
período del estudio se realizó un seguimiento
de las variables exógenas humedad relati va.
temperatura y radiación solar global. La par-
cela experimental estuvo constituida por 16
árboles y la unidad experimental por un árbol
del cual se tomó 1 rama al azar de uno de los
cual! o árboles centrales como parcela efecti-
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va; se utilizaron 4 tratamientos, cada uno con
9 repeticiones. El efecto del hongo se evaluó
bajo un modelo de análisis de clasificación
simple y se utilizó la prueba de Tukey al 5%
para la comparación de promedios. El análi-
sis estadístico mostró efecto de tratamientos.
a favor de Bb 9218 RLUV 60 min, el cual pre-
sentó los mayores porcentajes de mortal idad
a través del tiempo de evaluación: 2,6 14.3 Y
19,8% Y mostró diferencias significativas con
los demás tratamientos a excepción de los 30
días, tiempo en el cual fue estadísticarnente
igual al aislamiento no irradiado. La formula-
ción comercial presentó los porcentajes más
bajos de mortalidad durante el tiempo de eva-
luación. El testigo absoluto mostró promedios
de mortalidad bajos en la mayor parte de los
tiempos de evaluación, a excepción del tiem-
po 15 días, quizás por la presencia de focos
del hongo como producto de aspersiones pre-
vias en la parcela experimental. El efecto del
hongo Bb sobre la población de broca se evi-
denció a los 30 días de evaluación. cuando se
presentaron porcentajes de mortalidad de bro-
ca del 9 al 20,6%. El análisis estadístico de la
variable viabilidad mostró efecto de tratamien-
tos destacándose Bb 9218 RLUV 60 min, con
el mejor comportamiento a través del tiempo
de evaluación. En relación con la tasa de re-
ducción de la viabilidad entre el tiempo ini-
cial y los 30 días de evaluación, todos los
tratamientos presentaron tasas brutas de reduc-
ción superiores al 90% y el comportamiento
fue estadísticarnente igual: sin embargo. el tra-
tamiento Bb 9218 RLUV 60 ruin. fue el que
mostró la menor reducción de las U FC/Ill I en
el tiempo final de evaluación. Los resultados
obtenidos muestran la eficacia del hongo a
nivel de campo por efecto de una sola asper-
sión con un aislamiento previamente seleccio-
nado en laboratorio por resistencia a la LUV
lo cual es un aporte importante al Manejo In-
tegrado teniendo en cuenta que mostró los
mayores valores de viabilidad a través del
tiempo. El estudio confirma la importancia de
asperjar cepas mejoradas con una mayor
sobreviviencia en el campo y un mayor con-
trol sobre las poblaciones de broca dentro de
un esquema de manejo integrado.

Palabras claves: Resistencia, Luz ultra-
violeta, Mortalidad, Viabilidad, Campo.
Beauveria bassiana, Hypothenemus hampei.

Summary
The solar radiation, specially the UV type. is
one of the rnost limiting factors for the use of
the entomopathogenic fungi in the field in an
integrated managernent prograrn of the coffe
berry borer (cbb), Hypothenemus hampei. In
the following study, a laboratory selection of
isolates of the fungus Beouveria bassiana
resistant to the UV Iigth was made and the
variables unit forming colonies per mi (UFC/
mi), diametral colony growth, enzyrne activity
and pathogenicity to the cbb were evaluated.
The selected isolate was Bb 9218 resistant to
10,30 and 60 minutes of exposure to UV light,
a control in which the sarne non-irradiated
isolate was included. a cornmercial Iorrnu-
lation with UV light filters and an absolute
control. The field work was carried out in the
Experimental Station "La Catalina". Depart-
mem f Risaralda, in a zoca of Colornbian
coffe variety plants with an age of 30 months.
a planting distance of 2x 1 m. and plantain
shadow. The evaluated variables were the
mortality percentage of cbb, viability of the
fungus in the field (UFC/ml) and reduction
ratio of the viability of the fungus at 30 days
of evaluation. with respect to the initial time
(1 hour). The exogen variables ternperarure,
relative hurnidity and global solar radiation
were registered throughout the time 01' the
study. The experimental unit cornprised plots
of sixteen trees in which the central tree was
randornly taken as the effective plot: four
treatments. each one with nine replicates were
evaluated. The effect 01' the tung u« was
evaluated by means of an aleatorized analysis
model and the 5% Tukey test was used to com-
pare treatments means. The statistics analysis
showed effect of the treatments which
favoured the Bb 9218 RLUV 60 min treatment
with the highest percentage of murtaluy
throughout the evaluation time (2.6. 1-+.3 and
19.8%. respectively) and showed significative
c1ifferences with the other treatment. except at
30 days of evaluation. when this treatrnent was
statistically equal to the non-irradiated one.
The cornmercial tormularion presented the
lowest mortality percentage throughout the
evaluation times, except, the at 15 days. which
can be explained by the presence 01' the Iungus
as a product of previous sprayings in the ex-
perimental plot. The effect of the fungus Bb
on the cbb population was relevant at 30 days,
when the rnortality percentages were 1'1'01119
to 20.6%. The statistics analysis ofthe viabilitv
variable showed effect of the treatmerus. the
best treanuent al110llg the evaluaiion ti me was
Bb 9218 RLUV 60 rninutes. As regarding the
viability reduction ratio frorn the initial time
to the last time of evaluation. all the treatments
presented a net reducrion ratio upper than 90%
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and they were statistically equal; however, Bb
9218 RLUV 60 min showed the lowest
reduction of the UFC/ml in the final time of
evaluation. These results showed the cbb con-
trol by the effect of one field spray with an
isolate of this fungus, previously selected in
the laboratory by resistance to the UV light,
which showed the highest viability
percentages through the time. This study
confiims the importance of spraying improved
strains with higher survival in the field and
higher control against broca populations within
integrated pest management programs.

Key words: Resistance, UV Iight, Mortality,
Vi ab il ity. Field, Bea uve ria b assian a,
Hypotlienemus hainpei

Introducción
La broca del café Hypothenemus liampei es
considerada la plaga más importante que afec-
ta la caficultura en el mundo (Le Pelley 1968).
ya que su ataque se dirige a la almendra, donde
puede reproducirse. Los daños causados por la
broca están representados en la pérdida de peso
de las almendras. caída de frutos y alteración
en la calidad de la bebida (Cárdenas 1991).

Entre las formas de control de plagas, se cita
el control natural que se define como el man-
tenimiento de una densidad de población den-
tro de ciertos límites. como consecuencia de
la acción conjunta de todo el ecosisterna, en
el que actúan factores bióticos que involucran
otros organismos como parásitos, predadores,
entomopatógenos y factores abióticos tales
como el clima. la temperatura, el agua, la hu-
medad. la radiación solar. el suelo. los vientos
y las sustancias químicas. las cuales determi-
nan el éxito o el fracaso de un agente de con-
trol biológico en campo (Couch e Ignoffo
1981; De Bach 1987).

Debido a la necesidad de obtener patógenos
más eficaces en el control de insectos en el
campo. se ha utilizado la inducción de muta-
ciones de hongos por acción de la luz
ultravioleta, como una técnica para el mejora-
miento de estos microorganismos (Vilas Boas
el al, 1992). Aún cuando existen aislamientos
sensibles a dosis altas de radiación, las cuales
provocan la mortalidad total de las esporas.
todos los aislamientos responden de manera
distinta a este efecto, lo que ha permitido cla-
sificarlos en tres grupos: alta resistencia. re-
sistencia intermedia y sensibilidad, Una mayor
resistencia a la radiación ultravioleta sería una
ventaja comparativa para el hongo en campo,
por una mayor supervivencia y acción eficaz
sobre el insecto al cual se dirige el control
(Varela y Morales 1996).

Teniendo en cuenta que la exposición del hon-
go Beauveria bassiana (Bb) al efecto de la luz
ultravioleta modifica su virulencia, esporulación
y viabilidad, el presente trabajo tuvo como ob-
jetivo evaluar en condiciones de campo la vi a-

bilidad y la virulencia sobre la broca del café
de un aislamiento del hongo. seleccionado pre-
viamente por resistencia a la luz ultravioleta

Materiales y Métodos
Selección de aislamientos, Se real izó una se-
lección inicial, partiendo de 9 aislamientos del
hongo Beauveria bassiana, los cuales presen-
taban porcentajes de mortalidad a la broca
del café superiores al 80% (Tabla 1). Para tal
propósito, se utilizó la metodología descrita
por Vilas Boas el al. (1992), con algunas mo-
dificaciones. De esta manera, se prepararon
suspensiones de I mi con una concentración
de Ixl 06 esporas/mi, se sometieron a 10. 30
y 60 minutos de exposición a la luz
ultravioleta, en una cámara de flujo laminar
con una longitud de onda de 254 11m y a una
distancia de 25 cm. Luego de la irradiación.
se evaluaron las variables: unidades
fonnadoras de colonia por mililitro (UFC/ml)
o propágulos viables del hongo. crecimiento
diametral diario de la colonia durante 29 días,
actividad enzirnática en el sistema comercial
Api Zym y porcentaje de mortalidad sobre la
broca del café. en cada uno de los aislamien-
tos irradiados y en el testigo no irradiado. El
aislamiento seleccionado para el estudio de
campo se comparó con un testigo conforma-
do por este mismo aislamiento no expuesto al
efecto de la luz ultravioleta y con una formu-
lación comercial con filtros de luz ultravioleta.
Conidia" WG de Agrevo".

Con el fin de evaluar la resistencia a la luz
ultravioleta del hongo presente en la formula-
ción comercial, la cual según las especifica-
ciones de la casa comercial, contiene filtros
de luz ultravioleta que retardan el deterioro
de las esporas por efecto de la radiación so-
lar', se realizaron pruebas de resistencia con
el método de UFC/ml, estandarizado por Vélez
y Montoya (1993) en el medio selecti vo para
el desarrollo de Bb (Rivera y López 1992).
Para esta evaluación. se tomaron tres lotes de
la formulación correspondientes a los perío-
dos de Marzo (lote # 0301110). Abril (lote #
0301104) Y Mayo (lote # 0301105) de 1996 y
de cada uno de ellos. se aisló el hongo Bb para

someterlo al efecto de la LUY. Paralelamente,
el lote # 030 111 O, correspondiente a mayo/96.
se preparó según las indicaciones de la casa
comercial y se tomaron alícuotas de 1 mi de
la formulación en beakers de 50 mi, según el
método descrito previamente, con el propósi-
to de ser sometidas a irradiación en una cri-
mara de flujo láminar con una longitud de onda
de 240 nm (Tobar 1997).

Etapa de campo, Se llevó a cabo en la
Subestación Experimental "La Catalina", ve-
reda El Retiro, municipio de Pereira, ubicada
a 1350 rn.s.n.rn., en un lote de café variedad
Colombia (zoca). conformado por 1200 árbo-
les de 30 meses de edad. con una distancia de
siembra de 2x 1m y con sombrío de plátano.

Los tratamientos evaluados fueron: Bb 9218
no expuesto a la luz ultravioleta (LUV). BiJ
9218 resistente a 60 minutos de exposición a
la LUY. formulación comercial con filtros de
luz ultravioleta "Conidia" WG" de Agrevo y
un Testigo absoluto, el cual cOI respondia al
hongo encont-ado en forma natural.

Infestación artificial. La parcela experimen-
tal estuvo constituida por 16 árboles)' la uni-
dad experimental por un árbol del cual se tomó
I rama al azar de uno de los cuatro arboles cen-
trales como parcela efectiva; de este árbol se
seleccionó al azar una rama de la zona produc-
tiva. en la cual se dejaron 50 frutos sanos y de
apariencia uniforme: luego se colocó una man-
ga entomológica, constituida por una estructu-
ra cilíndrica. construida con alambre # 1() de 40
cm de largo y 20 cm de diámetro y cubierta
con tela de muselina blanca. sujeta a la rama
con hilo de polipropileno (Villalba el al. 1995).

Una vez instaladas las mangas. se realizó la in-
festación con aproximadamente 150 brocas
hembras recien emergidas. las cuales fueron
suministradas por la Unidad de Cria de
Parasitoides de Cenicafé y transportada' en re-
cipientes plásticos de forografía con trocitos de
papel para evitar el canibalismo, En el mornen-
to de realizar la infestación en el interior de la
manga se utilizó un colador con el fin de sepa-
rar las brocas de los trocitos de papel.

Tabla L Relación de aislamientos de Beauveria bassiaua seleccionados para el estudio con
porcentajes de mortalidad sobre la broca del café superiores al 80%

AISLAMIENTO o/e MORTALIDAD HOSPEDANTE
Género Especie Orden Familia

Bb 9301 93.3 Rhvnchophorus pulmanun COLEOPTERA CURCULlO1\IDAfO
Bh 9012 91.7 Hvpothenenu¡s /¡{/lJ/f1ci COLEOPTERA SCOLlTYDAE
Bb 9021 9t.7 Hvpothrnemns h(/III/)('I COI.EOPTERA SC'OLlTYDAE
Bb 9205 90.0 Di atraeo sacchuralis LEPIDOPTERA PYRALlDAE
Bb 9027 90.0 Nilaparvtna IlIgCIlS HOMOPTERA DELPHAlIDAE
Bb 920.J 90.0 Antaeotrichn sp. LEPIDOPTERA STENOMIDAE
Bh 921 2 H6.7 Hvpothenennrs lunnpe! C'OLEOPTERA SCOLlTYDAE
Bb 9002 83.3 Hvpothenrmus lunnpei COLEOPTERA SCOLlTYDAE
Bb 9218 81.7 Cosmopolites sordidus COLEOPTERA CURCULlO1\IDM:
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Equipo de Aspersión. Para la aspersión, rea-
lizada al cabo de 48 horas de la infestación
artificial, se retiró la manga de la rama y se
descartaron en un balde con insecticida las
brocas que no habían perforado los frutos y se
encontraban aún en la manga. Se partió de un
porcentaje de infestación por broca en las ra-
mas seleccionadas superior al 50%. La asper-
sión se realizó con un equipo de presión
neumática, Calimax 10 cafetera, con recipien-
tes intercambiables de un litro de capacidad.
utilizando una boquilla HC3, con un flujo de
190 cc1min, a una presión de 40 lbs/pulg".

Se estableció un tiempo de aplicación de 18
segundos. para un volumen total de 57 cc de
preparación del hongo por árbol, con una con-
centración de 5x I08 esporas/árbol de cada uno
de los tratamientos, a excepción del tratamien-
to conformado por la formulación comercial
el cual se preparó según las indicaciones de la
etiqueta. Una vez realizada la aspersión en el
árbol, se procedió a cubrir nuevamente la rama
con la manga, para ser retirada posteriormen-
te en cada tiempo de evaluación.

Cada uno de los tratamientos con el aislamien-
to de Bb 9218 fue cultivado en arroz en forma
artesanal (Antía el al. 1992) .' para la prepa-
ración final del hongo en el tanque de asper-
sión, se agregó aceite emulsivo de uso agrícola
"carrier" al 0,7% v/v, para promover un me-
jor desprendimiento de las esporas y se ajustó
con agua a 'un volumen final de 10 1.

Evaluación. Se consideró un período de eva-
luación de un mes. una vez realizada la asper-
sión de los diferentes tratamientos, evaluando
semanalmente (8. IS Y 30 días), la mortalidad
de broca por efecto de los di ferentes tratamien-
tos del hongo BiJ.

Mortalidad. Al momento de la evaluación,
se retiró del árbol la rama infestada (unidad
experimental), se tomaron todos los frutos bro-
cados. se disectaron y se evaluó en éstos la
mortalidad causada por Bb. Todas las brocas
que en el momento de la evaluación se encon-
traban muertas, pero no presentaban eviden-
cia del hongo. fueron sometidas a un proceso
de desinfestación con hipoclorito de sodio
comercial. durante dos minutos. se removió
el exceso de éste con toallas de papel y poste-
riormente. se depositaron en cajas de petri con
agar agua acidificado (ácido láctico al 44%) y
se llevaron a incubación a 21 DC durante 8 días.
Al caho de este período se evaluó, en forma
macroscópica y estereoscópica, la esporula-
ción del hongo en los insectos. De esta forma,
se evidenció el hongo como responsable en la
etiología de la infección al insecto (Fig 1).

Viabilidad. Una vez realizada la aspersión de
los tratamientos, se procedió a evaluar la via-
bilidad del hongo en campo, es decir. su capa-
cidad de sobrevivencia a través del tiempo.
Para esta evaluación. se tomaron al azar, de

Figura l. Esporulación del hongo Beauveria bassiana sobre adultos de broca en'medio de cultivo

cada árbol asperjado, 60 frutos verdes no per-
forados por broca y se depositaron en botellas
con SO mi de glicerol al 10%, para la evalua-
ción de viabilidad de acuerdo con el método
sugerido por Vélez y Montoya en 1993. En
cada uno de los tiempos de evaluación se rea-
lizaron 9 repeticiones por tratamiento.

El porcentaje de eficacia para cada uno de los
tratamientos en cada una de las evaluaciones con
respecto al testigo absoluto se determinó según
la fórmula de Schneider-Orelli (Ciba Geigy
1981), la cual se aplica sólo cuando la infesta-
ción es uniforme al comienzo del ensayo.

Diseño experimental. El efecto del hongo se
evaluó bajo un modelo de análisis para clasifi-
cación simple en las variables porcentaje de
mortalidad de la broca y viabilidad del hongo;
para la comparación de promedios se utilizó la
prueba de Tukey al 5%. Se evaluaron en total 4
tratamientos. cada uno con 9 repeticiones, en
cada uno en los tiempos: 8, IS Y 30 días. para
la variable mortalidad de la broca y I hora. 8.
IS Y 30 días, para la variable viabilidad. Así
mismo. se realizó un análisis de varianza de la
variable tasa de reducción de la viabilidad del
hongo al cabo de 30 días, con respecto al tiem-
po inicial de evaluación (1 hora) y se llevó un
registro de las variables exógenas: Temperatu-
ra, Humedad relativa y Radiación solar global
durante el tiempo del estudio.

Resultados
Los aislamientos del hongo Bb 9218 y 9002
se seleccionaron por presentar resistencia a
todos los períodos de exposición a la luz
ultravioleta evaluados. Sin embargo, luego de
la irradiación. el aislamiento Bb 9218 mostró

una mayor actividad enzimática y una mayor
virulencia sobre la broca del café (60%) que
el aislamiento 9002, por lo cual Bb 9218 fue
seleccionado para la prueba de campo.

Mortalidad de broca en campo por
Beauveria bassiana. El análisis estadístico de
la variable mortalidad de la broca por efecto
del hongo Bb mostró efecto de tratamientos a
favor del tratamiento Bb 9218 RLUV 60 mino
que presentó el mejor comportamiento duran-
te todo el tiempo de evaluación. mostrando
diferencias significativas, según prueba de
Tukey al 5%, con los demás tratamientos en
todas las evaluaciones, a excepción de la últi-
ma, en la cual fue estadísticamente igual al
tratamiento Bb 9218 no irradiado.

La formulación comercial presentó los porcen-
tajes más bajos de mortalidad en todos los
tiempos evaluados. El testigo absoluto mos-
tró promedios de mortalidad bajos en la ma-
yoría de los tiempos de evaluación. a
excepción de los IS días. en el cual se presen-
taron diferencias significativas a favor de éste.
debido quizás a la presencia de focos del hon-
go en el lote experimental, tal vez C0!l10 pro-
ducto de aspersiones pasadas. En la última
evaluación no se presentaron diferencias es-
tadísticas entre los tratamientos Bb 9:218 no
irradiado y Bb 9218 RLUV 60 min, pero sí de
éstos, con los tratamientos formulación comer-
cial y testigo absoluto.

El porcentaje de mortalidad total de broca
durante todo el tiempo de evaluación fluctuó
entre 6,5 y 36 % Yel porcentaje de mortalidad
por acción del hongo Bb estuvo en un' rango
entre l,3 y 20,6% (Tabla 2). El efecto real del
hongo en el control de poblaciones de la bro-
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ca del café pudo evidenciarse en el último
tiempo de evaluación (30 días), en el cual el
tratamiento Bb 9218 testigo presentó un por-
centaje de brocas muertas del 27,5%, del cual
un 20.6% correspondió a muerte por efecto
de Bb, lo que equivale a un 74,9% de mortali-
dad de broca causada por el hongo: el trata-
miento Bb 9218 RLUV 60 mino presentó un
porcentaje de mortalidad de broca del 29,5%,
del cual el 19,8% fue por efecto del hongo, lo
que equivale a un 67,1 % de mortalidad de bro-
ca causada por Bb; la formulación comercial
presentó un 17,9 de mortalidad, del cual el 9%
fue por acción del hongo, lo que equivale a un
50,2% de mortalidad causada por éste y el tra-
tamiento testigo absoluto presentó una morta-
lidad del 24,1 %, con un 12,5% por efecto del
bongo, lo que equivale al 51,8% de mortali-
dad causada por BiJ.

La evaluación del porcentaje de eficacia para
cada uno de los tratamientos en todos los tiem-
pos se ilustra en la tabla 3. en la cual se pre-
sentan los promedios y la variación. Los
valores promedio fluctuaron entre 1.1 y 22,7.
con el máximo porcentaje de eficacia para el
tratamiento Bb 9218 resistente a la luz
ultravioleta. en la ultima evaluación. Cabe
anotar que para el análisis de vari.mza de la
variable porcentaje de eficacia ésta fue trans-
formada a: (% eficacia + 1) "'.

Teniendo en cuenta que estos resultados son
producto de una' 'ola aspersión, en general, se
evidenció un control de la broca por parte de
los diferentes aislamientos Bb, tanto del se-
leccionado previamente en condiciones de la-
boratorio. por su resistencia a 60 minutos de
exposición a la luz ultravioleta (67.1 %), como
del no irradiado (74,9%). Estos aislamientos
producidos en sus trato de arroz. según el mé-
todo recomendado por Cenicafé (Antía el al.
1(92). mostraron mejores resultados que la
formulación comercial, la cual presentó siem-
pre promedios de mortal idad por el hongo más
baJOS que el testigo absoluto.

Evi ud io s de establecimiento del hongo
Beauveria bassiaua que se realizaron en fin-
cas donde se detectó la broca inicialmente en
el país. han mostrado porcentajes de infec-
ción del -+8.1 % Y del 69%. con lo cual se plan-
tea que se puede inducir una infección por este
hongo en las condiciones del ecosistema ca-
fetero colombiano. puesto que sus niveles se
incrementan a medida que se realiza un ma-
yor número de aspersiones (Bustillo el al.
1991 ).

Trabajos posteriores en los cuales se realizó
un seguimiento acerca de la epizootiología del
hongo HIJ. es decir, la evolución de la infec-
ción de éste sobre la broca. en dosis de 1x 1OX
esporas/árbol. demostraron que a medida que
Se dispersó la broca espacial y temporalmen-
te. se diseminó el hongo. obteniendo al cabo
de ocho meses de evaluación. niveles de in-

Tabla 2. Número total de brocas (TB), total de broca s muertas (TBM) y brocas muertas por el
hongo (BMH) Beauveria bassiana en cada uno de los tratamientos a través del tiempo de eva-
luación, en condiciones de campo

TRATAMIENTOS TIEMPOS DE EVALUACIÓN
8 Días 15 Días 30 Días

TB TBM% BMH% TB TBM% BMH% TB TBM% BMI-I'1',

Bb 9218 testigo 822 9,3 1.9 ab 801 18.3 8,1 e 711 27.5 2il.6 a
Bb 9218 60 min 903 8.9 2.6 ab 860 27.3 14.3 b 807 29.5 19.8 a
F. comercial 881 6.5 U b 933 19.7 6.2 e 698 17.9 9.0 e
Testigo absoluto 1316 6.S 2.1 a 1301 36.0 20.3 a 740 24.1 1:'.5 b

* Promedios seguidos por letras diferentes en la misma columna. difieren csradísticarneruc según
prueba de Tukey al 5%

TB:
13M:
13MH:

Total de brocas
Total de brocas muertas
Brocas muertas por Beauveria bassiana

Tabla 3. Porcentaje medio de eficacia con respecto al testigo de los tratamientos a base del
hongo B. bassiana

TRATAMIENTO EVALUACiÓN
.(Días)

% EFICACIA

x C.V.

Bb 9218 testigo
8 1,67 46,89
15 10,75 50,99
30 21,04 56,46

8 3,32 72,89
15 17,69 53,68
30 22,70 81,22

8 1,12 64,44
15 7,29 79,28
30 6,69 52,90

Bb 9218 RLUV

Form ulación
comercial

Tabla 4. Tasa de unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/ml) del hongo BI'UlI\'I'J'ill

bassiana a través del tiempo de evaluación, bajo condiciones de campo

TRATAMIENTOS TIEMPOS DE EVALUACiÓN
8 Días 15 Días 30 Días

TB TBM% BMH% TB TBM% BMH% TB TBM% BMH%

Bb 9218 testigo 822 9,3 1,9 ab 801 18,3 8,1 c 711 27,5 20.6 a
Bb 9218 60 min 903 8,9 2,6 ab 860 27,3 14,3 b 807 29,5 19.8 a
F. comercial 881 6,5 1,3 b 933 19,7 6,2 c 698 17,9 9.0 c
Testigo absoluto 1316 6,5 2,1a 1301 36,0 20,3 a 740 24,1 12.5 b

'" Promedios seguidos por letras diferentes, difieren cstadísticamcntc según prueba de Tukcy al )(7c

Tabla 5. Registro de las variables exógenas. temperatura (Oe), humedad relativa (Cjc) y radia-
ción solar global (Wh/m2) a través del tiempo de evaluación

VARIABLES EXÓGENAS
TIEMPO EVALUACiÓN

1 HORA 8 OlAS 15 OlAS 30 DIAS

TEMPERATURA (DC)
HUMEDAD RELATIVA (%)
RADIACION SOLAR GLOBAL (Wh/m2)

21
85

13673

20
86

45618

20
80

80136

21
83

139177
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fección superiores al 75% (Bustillo el al.
(991)

Viabilidad del hongo a través del tiempo de
evaluación. El análisis de varianza mostró efec-
to entre tratamientos para la variable viabili-
dad. expresada en UFC/ml, destacándose Bb
9218 RLUV 60 min. como el que mejor com-
portamiento presentó a través del tiempo de
evaluación. En la primera evaluación (1 hora).
todos los tratamientos presentaron diferencias
estadísticas significativas, a favor de Bb 9218
RLUV 60 min y en su orden, los tratamientos
Bb 9218 no irradiado, formulación comercial y
testigo absoluto, En la segunda y tercera eva-
luación (8 y ¡5 días). no se presentaron dife-
rencias estadísticas significativas entre Bb 9218
no irradiado y Bb 9218 RLUV 60 min., al igual
que entre la formulación comercial y el testi-
go absoluto. pero sí de éstos ultimes. con los
tratamientos Bb 9218 no irradiado y Bb 9218
RLUV 60 min. Enla última evaluación (30 días)
no se presentó diferencia estadística entre tra-
tamientos: sin embargo. los mayores promedios
de UFC/ml los presentó Bb 9218 RLUV 60
min (Tabla 4).

Con relación a la variable tasa de reducción
de la viabilidad él los 30 días de evaluación,
todos los tratamientos presentaron tasas bru-
tas de reducción de UFC/ml superiores al 90%
y el comportamiento fue estadísticamente
igual Cabe resaltar, que el tratamiento Bb
9218 RLUY 60 min, fue el que mostró la me-
nor reducción de las UFC/ml al final de la
evaluación (Figs. 2-5).

En cuanto a la prueba de resistencia a la luz
ultravioleta del hongo presente en la formula-
ción comercial. a los siete dias de incubación,
se observó resistencia en todos los tiempos de
exposición evaluados. sin embargo. se presen-
tó una esporulación incipiente del hongo en el
medio selectivo.

La tabla 5 ilustra el promedio de las variables
exógenas: temperatura, la cual fluctuó entre
19,95°C' y 20,69°C. de modo que íue relati-
vamente constante. la humedad relativa con
fluctuaciones entre 79.53% y 86.12% y la ra-
diación solar global con un acumulado de
139 ¡76. 80 horas luz, a través del estudio.
Estos rangos de temperatura y humedad rela-
tiva corresponden a los registrados para el óp-
timo desarrollo de este hongo entomopatógeno
en condiciones de campo (Dornsch el al. 1980)
y explican posiblemente su respuesta favora-
ble. en cuanto al control de la broca en las
condiciones climáticas prevalentes. El núme-
ro reducido de puntos muestrales no permitió
evaluar la asociación de estas variables
exógenas con las variables viabilidad del hon-
go y mortalidad de broca.

Discusión
En general, se observó un aumento de pobla-
ciones de broca atacada por el hongo Bb a tra-

Figura 2. Unidades forrnadoras de colonia por mililitro del tratamiento Beauveria ÚO.I.I;OI/O

9218 testigo, al cabo de 8 días de la aspersión en campo

Figura 3. Unidades formadoras de colonia por mililitro del tratamiento Beauveria !JOSS;{//1!I

9218 resistente a 60 minutos de exposición a la luz ultravioleta, al cabo de 8 días de la aspersión
en campo.

vés del tiempo de evaluación; sin embargo. el
número medio de UFC/ml del hongo en cada
uno de los tratamientos se redujo en cada uno
de los tiempos evaluados. El incremento de la
población de broca atacada por el hongo Bb
se explica probablemente por el efecto del
potencial de inóculo del hongo presente en los
insectos afectados y su distribución a otras
poblaciones de broca, es decir, el insecto por
sí mismo, constituye la mejor fuente de

inóculo para dispersión de este agente bioló-
gico. Esto coincide con los estudios de
González el al. (1993), en los cuales se afirma
que el inóculo de una broca infectada con el
hongo Bb es equivalente al aplicado por árbol
en las aspersiones con las forrnulaciones co-
merciales. lo cual indica el carácter
autodiseminativo del hongo una vez se esta-
blece en un cafetal. Así mismo, Vélez y
Montoya (1993), en estudios tendientes a eva-
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Figura 4, Unidades formadoras de colonia por mililitro del tratamiento formulación comercial.
al cabo de 8 días de la aspersión en campo.

Figura 5, Unidades formadoras de colonia por mililitro del tratamiento testigo, al cabo de 8
días de la aspersión en campo.

luar la supervivencia de los hongos Bb y
Metarhituun anisopliae en agua más carrier,
según la tecnología recomendada por Cenicafé
y en aceite. en dos épocas del año y en dos
localidades cafeteras, registraron una reduc-
ción de las UFC/ml de estos hongos en frutos
sanos a través del tiempo de evaluación. pero
dicha reducción no se presentó en forma re-
gular en los frutos brocados, con valores de
UFC/ml de estos hongos en el último período
de evaluación, incluso mayores a los registra-

dos en el tiempo inicial. Esta respuesta confir-
ma lo expresado anteriormente. en el sentido
que la broca contribuye a la supervivencia y
dispersión del hongo en el ecosisterna cafetero.

Moore y Prior (1993) afirman que la utiliza-
ción de un agente biológico en el campo debe
obedecer a procesos de selección previos en
laboratorio, en los cuales se estudien caracte-
rísticas relevantes para la aplicación y uso efi-
ciente en campo. En el presente estudio, se

seleccionó el aislamiento Bb 9218 por su re-
sistencia a 10,30 Y 60 minutos de exposición
a la luz ultravioleta, su actividad enzimática y
su virulencia a la broca y posteriormente. se
asperjó en el campo con el fin de evaluar su
eficacia en el control de poblaciones de la bl'O-

ea del café. Teniendo en cuenta que el proce-
so de selección en laboratorio fue drástico.
puesto que en condiciones naturales no <e pre-
sentan los registros de luz ultravioleta ;1 los
cuales fue sometido el aislamiento. y que di-
cho efecto implica alteraciones a nivel de
AD . con posibles modificaciones en la rev-
puesta de virulencia y viabilidad de est,)'; hon-
gos. se debe destacar la mejor respuevta de
viabilidad y virulencia de este aislamiento a
través del estudio. Lo anterior, permite con-
clui: que la exposición al agente mut.igénico
no causó alteraciones en dicha respuesta y
puede asumirse que quizás este agente bioló-
gico haya desarrollado mecanismos de repa-
ración al efecto letal de la radiación (De Duve
1988), conservando su re" .tencia a la luz
ultraviolera e incrernentando su potencial
patogénico. al ponerse en contacto con el
hospedante en condiciones de campo.

De Duve (1988) sostiene que la naturaleza de
los mecanismos de reparación dependen de la
lesión. muchas veces la luz solar se ve ohliga-
da a reparar su propio daño con la ayuda de
una enzima especial fotorreactiva. que -epara
los dímeros de timinu inducidos por la luz
ultravioleta. pero en la mayoría de lo, casos.
la lesión resulta irreversible y de he eliminar-
se. De ello se encargan las glicosila,a' que
corran las bases alteradas o las endonucleasas
que cortan el segmento de oligonuclcótido-,
donde se encuentra la parte alterada. luego una
polirnerasa hace posible ei eusamblaruiento de
una nueva secuencia correcta y una lig:lsa rea-
liza el empalme.

La radiación ultravioleta ha sido utilizada
ampliamente en la investigación de 1,1, muta-
ciones ya que es de fácil manipulación y es
un agente cuantificable que lesiona directa-
mente el AD . sin embargo. probablemente
ninguna de las lesiones primarias inducidas por
la LUV en el ADN. incluyendo los dimeros.
es mutagénica, Esto se manifiesta en bacte-
rias a través de la inactivación del gen recA
que impide la muiagénesis causada por la
LUV. Cuando el producto de este gél1 esr.i
ausente las células mueren porqUé 11(\puede
producirse reparación del ADN. Este resulta-
do indica que el efecto mutacioual producid"
por la LUV tiene lugar durante la reparación
del ADt y no como primera consecuencia de
la radiación (Darnell et al. 1988).

De acuerdo con el concepto de ]¡\ Biorecno-
logía. en el cual se modifica la activ idad de
los m icroorg an i srno s para ser usados
eficientemente por el hombre. en este caso
particular. en el control de plagas en culuv.».
de importancia económica. como la broca del
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café, los resultados obtenidos en el presente
trabajo, se muestran prornisorios en cuanto a
la utilización de este agente biológico, previa-
mente xeleccionado en laboratorio por resis-
tencia a la luz ultravioleta, como una medida
de control en programas de manejo integrado
de la broca. teniendo en cuenta que dicha se-
lección permitió una mayor eficiencia del hon-
go Bb. con respecto al testigo no expuesto al
agente mutagénico. En el proceso de manipu-
lación adecuada de un microorganismo para
su uso eficiente, al aislamiento seleccionado
deben incorporarse otras características, tales
como una alta capacidad esporulativa,
germinativa. tolerancia a altas temperaturas.
compatibilidad con productos químicos. etc ..
previo al proceso de formulación y aspersión
en el campo, factor que determinará finalmente
el éxito en su acción.

Para concluir. esta respuesta corresponde a una
sola aspersión del hongo en dicha localidad. en
la cual se observó un incremento en la mortali-
dad 'del insecto por efecto del hongo y una ma-
yor sobrevivencia en el campo de éste a través
del estudio. Es posible que aspersiones frecuen-
tes de este agente biológico y mayores
closificaciones de inóculo, contribuyan a un
control más eficiente cle la broca en las condi-
ciones del ecosisterna cafetero Colombiano.

Agradecimientos

Los autor- s expresan su agradecimiento al
personal de apoyo de la subestación experi-
mental "La Catalina". a la Disciplina de
Agroclimatología. a los auxiliares Silvio
Marín. Eduardo Osorio, Jesús María Morales
y Octavio Ríos (q.e.p.d.) por su valiosa cola-
boración en el desarrollo del estudio y a los
profesionales Diógenes Villalba G. Alex E.
Bustillo P. Pablo Benavides M. y Beatriz Ele-
na Valdés D. por su valiosa colaboración en el
desarrollo del estudio y en la corrección del
documento.

Bibliografía
ANTIA L.O.P.; POSADA F. EJ.; BUSTILLO P,

A.E.: GONZALEZ G. M.T. 1992. Producción
en fi nca del hongo Beauveri a bassiana para el
control de la broca del café. Cenicafé. (Avan-
ces técnicos Cenicafé N° 182). Chinchiná (Co-
lombia).

BUSTILLO P. A.E.: CASTILLO. H.: VILLALBA.
DA: MORALES. E.C: VELEZ. P.E. 1991.
Evaluaciones de campo con el hongo
Beauvcria bassiunu para el control de la broca
del café. Hvpothenemus hampei en Colombia.
ASIC. l-le. Colloque. San Francisco. EE.UU ..
p.679-686.

CARDENAS. R.M. 1991. La broca del café
Hvpotlienemus I/{II//I,e; en Colombia. Sociedad
Colombiana de Entomología - SOCOLEN. P
106-1 18 (miscelánea N° 18).

CI BA-GElGY S.A. 1981. Manual para ensayos de
campo en protección vegetal. Segunda
Edición.Werner Funtener. 204 p.

COUCH. TL.: IGI OFFO. C.M. 1981. Forrnul.uion
01' insect p.uhogens. In: BURGES. H.D. lid.

Microbial control 01' pcst and diseases 1970-
1980. London i\cademic Press. p 621-634.

DAR ELL . i.. LODISH. H. BALTIMORE. D.
1988. l3iología celular y molecular. Barcelo-
na. Editorial Labor. p 1067-1069.

DE Bi\CH. P. 1987. Control biológico de las pla-
gas de insectos y malas hierbas. México. Edi-
torial Continental. p. 31-46.

DE DUVE. C. 1988. La célula viva. Barcelona.
Prensa científica. Editorial Labor. p 331-.+n.

DOMSCH. H.K.: GAMS. W: ANDERSOI .1980.
Compendium 01' soil fungi V.1. Academic
Press. p 136-1'+0.

GONZALEZ G. MT.; POSi\DA E F.J. : MONTES.
L.M. 1993. Potencial de inóculo de Bealll'er;a

bussiana (Bals.j Vuill. producido sobre HYI'(I(/¡e-

nenius luunpei (Ferrari). Resúmenes XX congre-
so de la Sociedad Colombiana de Entomología
(SOCOLEN) Cali. julio 13-16. P 120.

LE PELLEY. R.H. 1968. Pest 01' corte. Londres.
Longmans. Green and CO. p. 590.

MOORE. D.: PRIOR. C. 1993. The potential 01'
myeoinsecticides. Biocontrol Ne ws and
information. 14(2): 31-40.

RIVERA M. A.: LÓPEZ N. r.c. 1992. Medio se-
lectivo para aislamiento de Beauveria bassianu
(Balsamo) Vuillemin. a partir de muestras del
suelo. Resúmenes XIX congreso de 1:1Socie-
dad Colombiana de Entomología (SOCOLEN)
Manizales. julio 15-17. p 77.

TOBAR H. S.P. 1997. Selección de aislamientos
de Benuveria bassiana (Balsurno) Vuillcmin y
Me/(/r/¡;Z;IIIII anis o p l iur (Me rs cbniko tf)
Sorokin por resistencia a la luz uluavinleta.
Manizalex. Universidad Católica. l'acultad de
Estudios Avanzados en Ciencias de la Salud.
82 p. (Tesis Especializ r ión en Microbiología).

VARL~A. A.: MORALES. E. 1996. Characteri-
zarion 01' sorne Beanveria bassiana isolates and
their virulcnce ioward the coffee be,.,.y borcr
Hvpotlienemus luunpei . Journal 01' lnvertebrare
Pathology 67: 147-152.

VÉLEZ A. P.E: MO TOYA R. E.C 1993. Super-
vivencia del hongo Beauveria bassiuna bajo
radiación solar en condiciones de laboratorio
y campo. CEN1Ci\FE 44 (3): 1 11-122.

VILLAL13A.G.D.D.; BUSTILLO.PAE.; CI-IAVEl.
CB. 1995. Evaluación de insecticida- para d
control de la broca del café en Colombia.
Cenicaté (Colombia) 46 (3): 152-153.

VILr\S BOAS. i\.M.;Pi\CCOLi\-MEIRl:LUS
L.D.: LUNA-ALVES-L1MA. EA 1992 Desen-
volvimiento e aperfeicoamento de in-eucidus
biologicos para o controle de pragas. t\rgllino,'i
de 13iologia e Tecnologia :JS (4): 74<)-761


	v24n3-4a12-157-1630001
	630001

