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Produccion de esporas de aislamientos
de Beauveria bassiana'y Metarhizium
anisopliae en diferentes sustratos

Spores production of Beauveria bassiana 'y Metarhizium
anisopliae isolates in different sustrates

Resumen

El objetivo de este trabajo fue cuantificar la
produccion de esporas de 12 aislamientos de
M. anisopliae y 10 de B. bassiana, proceden-
tes de los ordenes Coleoptera, Homoptera,
Lepidoptera y Orthoptera, que mostraron una
patogenicidad sobre la broca del café mayor
o igual al 80 % a nivel de bioensayo. Estos
se cultivaron tanto en sustrato de arroz como
en la broca del café. Para el caso del sustrato
de arroz, se inocularon dos botellas por ais-
lamiento cada una con 50 gramos de arroz,
éstas se ineubaron durante de 30 dias, al cabo
de los cuales se tomaron 5 muestras de arroz
esporulado por botella, de cada muestra se
hizo el conteo de esporas, haciendo dilucio-
nes sucesivas de la muestra inicial. Con res-
pecto al sustrato broca, se inocularon 30
individuos por aislamiento y se incubaron en
camara humeda durante un periodo de 10 dias
y posteriormente cada broca colonizada por el
hongo se llevo a un tubo con 4,5 ml de agua
destilada con el fin de realizar los conteos
respectivos. En el sustrato arroz los aisla-
mientos que presentaron niimero mayor de
esporas fueron : Bb 9207 con 3,57 x 10'° es-
poras/g, Bb 9301 con 1,53 x 10'° esporas/g y
Ma 9236 con 1,31 x 10" esporas/g, los cua-
les fueron estadisticamente diferentes de los
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demas; el aislamiento que produjo ntimero
menor de esporas fue Ma 9303 con 1.65 x
10* esporas/g. En el sustrato broca, el aisla-
miento que presentd mayor esporulacion fue
Bb 9218 con 1,36 x 107 esporas/broca y los
aislamientos que mostraron la menor
esporulacion fueron ocho de M. anisopliae y
uno de B. bassiana, los cuales presentaron
en promedio 5,86 x 10° esporas/broca. El es-
tudio muestra que la patogenicidad y la
esporulacion son caracteristicas independien-
tes entre si; y que la produccion de esporas
depende del aislamiento y su interaccion con
el medio de cultivo en el cual se desarrolle.

Palabras claves: Café, Hvpothenemus
hampei, Entomopatogenos, Control biologi-
co, Esporulacion, Colombia.

Summary

This study quantified the spore production
of 12isolates M. anisopliae and 10 of B.
bassiana, obtained from the orders
Coleoptera, Homoptera, Lepidoptera and
Orthoptera, these isolates are known to cau-
se pathogenicity levels greater or equal to 80
% in the coffe berry borer. They were
cultivated on a rice substrate and coffee berry
borers. For the rice substrate cultivation, two
bottles per isolate were used, each of them
containing 50 grams of rice. The bottles were
incubated for 30 days, after which five
sporulated rice samples per bottle were taken.
The spore count was made from these by
using succesive dilutions of the original
sample. With regard to the coffee berry borer
substrate, 30 individuals per isolate were
inoculated and these were incubated in a
humid chamber for a 10 day period and
afterwards each fungus colonized in the borer
was transfererd to a test tube containing 4,5
ml of distilled water, for counting purposes.
In the rice substrate, isolates Bb9207, Bb
9301, Ma 9236 presented the greatest number
of spores: respectively, 3.57 x 10, 1. 53 x

10%, 1.31 x 10" spores/gram. These were
statistically different from the rest of isolates;
the isolate with the least number of spores
was Ma 9303 with 1.65 x 10® spores/gram.
In the coffee berry borer substrate, isolate Bb
9218 presented the greatest sporulation with
a total of 1.36 x 107 spores/borer, those with
the lowest sporulation were eight of M.
anisopliae and one of B. bassiana with an
average of 5.86 x 10° spores/borer. At the
same time pathogenicity and sporulation
were observed as independent characteristics.
These results demonstrate that spores
production depends on the isolate and
interaction with the culture media in which
develops.

Key words: Coffee, Hypothenemus hampei,
Entomopathogens, Biological control,
Sporulation, Colombia.

Infroduccién

Entre los enemigos naturales de la broca, los
hongos entomopatogenos han marcado patro-
nes constantes de mortalidad (Villanueva
1990). En el campo, el insecto es atacado
naturalmente por diferentes hongos, entre
ellos Beauveria bassiana (Vélez y Benavides
1990), Hirsutella eleutheratorum (Posada et
al. 1993), Metarhizium anisopliae (Bustillo
et al. 1993) y recientemente Fusarium sp. en
varias regiones de la zona cafetera (Pérez et
al. 1996); en condiciones de laboratorio se ha
inducido el ataque de B. brongniartii (Niiio et
al. 1993).

Beauveria bassiana 'y Metarhizium anisopliae
han mostrado su capacidad para controlar po-
blaciones de broca; sin embargo, diversos ais-
lamientos de estos hongos presentan
variaciones en su eficiencia para atacar dicho
insecto (Gonzalez et al. 1996). Por tal razon,
la importancia de esta investigacion radica en
caracterizar los aislamientos de B. bassianay
M. anisopliae més patogénicos a la broca del
café y su produccion de esporas tanto en
sustratos naturales como en el insecto plaga.
La seleccion de aislamientos con base en la
esporulacion sobre estos sustratos permitira
disenar una formulacion en la cual se logren
niveles Optimos de esporulacion (Morales
1991; Olarte 1993) y un control mas eficaz en
el campo.

Gonzélezet al. (1993b) estimaron la produc-
cion de esporas promedio de algunos aisla-
mientos de B. bassiana, obteniendo entre 2,5
y 8.8 x 10° esporas/broca. Pelaez et al. (1994)
estudiaron el desarrollo de dos aislamientos
de B. bassiana'y M. anisopliae, en sustratos
naturales de arroz, cebada, frijol y mucilago
bajo condiciones controladas de tiempo, luz
y temperatura. La maxima concentracion de
esporas se obtuvo de arroz, 2,2 x 10” espo-
ras/g para B. bassiana, y de 5,6 x 10" espo-
ras/g para M. anisopliae.
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El objetivo de este trabajo fue cuantificar la
produccion promedio de esporas de 10 aisla-
mientos de B. bassiana y 12 de M. anisopliae
que registran patogenicidad igual o mayor al
80 % sobre la broca del café, provenientes de
diferentes ordenes de insectos, cultivados en
sustrato arroz por 30 dias y en el hospedero,
broca del café por 10 dias.

Materiales y Metodos

Reactivacion de los aislamientos. Los ais-
lamientos a utilizar durante el experimento
fueron reactivados sobre broca del café, con
el fin de potencializar su patogenicidad
(Samsinakova y Kalalova 1982 ; Gonzalez et
al. 1993b). Las brocas recien emergidas del
grano, obtenidas de la unidad de cria de
Cenicafé, fueron desinfestadas en hipoclorito
de sodio al 0,5% por 10 minutos, tiempo du-
rante el cual cada individuo es liberado de
contaminantes externos de facil remocion.
Luego de este tiempo se lavaron por tres ve-
ces consecutivas con agua destilada estéril
(ADE) y finalmente se colocaron sobre una
toalla estéril para su secado.

De cada aislamiento se tomo, con ayuda de
un asa, una muestra que se suspendio en 4 ml
de ADE obteniendo asi el indculo. Las brocas
fueron expuestas a éste por dos minutos, tiem-
po suficiente para que el hongo se adhiera al
cuerpo del insecto. Posteriormente las brocas
se llevaron a camaras humedas, consistentes
en cajas petri con toalla estéril humedecida,
cada caja se sello y se llevo a incubacion por
10 dias a 25 = 2°C; luego de este tiempo las
brocas ya esporuladas se llevaron a una solu-
cion de hipoclorito de sodio al 5.25% por 3
minutos y se lavaron una vez conADE: segui-
damente, fueron colocadas sobre papel toalla
para retirar el exceso de agua y se inocularon
individualmente en un tubo inclinado con agar
saboraud dextrosa (SDA). Los tubos se lleva-
ron a una temperatura de 25°C hasta el desa-
rrollo del hongo.

Obtencion del inéculo. Los aislamientos
reactivados de cada uno de los hongos se sus-
pendieron en 9 ml de una solucién de ADE +
Tween 80 al 0,1% obteniendo de esta forma la
solucion madre. A partir de ésta se realizaron
tres o cuatro diluciones consecutivas en base
10: la estimacion de esporas presente se reali-
z6 en camara de Neubauer a partir de la ultima
dilucion. El promedio de seis recuentos se
multiplic¢ por el reciproco de la dilucion en la
cual se hizo el recuento y por el factor de co-
rreccion de la camara (10%). Para llegar a la
concentracion deseada, (1 x 107 esporas /ml)
se utilizo la formula: V x C, =V, x C,
donde: V= V.xC,/C,

Sustrato arroz. Se utilizaron botellas planas
de 375 cc donde se prepararon los medios de
cultivo asi: se colocaron 50 g de arroz comer-
cial y 80 ml de agua destilada, siguiendo la

A

B

Figura 1. Esporulacion de los hongos B. bassiana 'y M. anisopliae en sustrato arroz a los 30
dias de incubacion. A, aislamiento Bb 9218; B, aislamientos Ma 9107 y Ma 9232.

Figura 2. Esporulacion de B. bassiana y M. anisoploiae sobre la broca del café a los 10 dias de
incubacion. A, aislamiento Bb 9218. B, aislamiento Ma 9211 (Estereoscopio de luz, 40X).

metodologia descrita por Antia ef al. (1992).
Cada botella se inocul6 con 1 ml de la sus-
pension del hongo en concentracion 1 x 107
esporas/ml. Posteriormente, se incubaron a
una temperatura de 25 = 2°C, HR de 70 + 5%
y luz constante por 30 dias; las botellas se co-
locaron en forma horizontal para mejorar la
dispersion del hongo en el medio; después de
este tiempo de incubacion, se estimg la tasa
de esporulacion presentada por los hongos re-
moviendo el medio de cultivo con ayuda de
una espatula, se tomaron 5 gramos del medio
ya esporulado de cada botella (Fig. 1) para re-
partir cada gramo en un tubo con 9 ml de ADE
+tween 80 al 0,1%: de esta solucion madre se
realizaron cuatro diluciones consecutivas en
potencia 10 para efectuar la cuantificacion de
las esporas producidas por aislamiento; se to-
maron dos alicuotas de 10 ml con las cuales
se lleno la cdmara de Neubauer, se realizo el
conteo de éstas en los 25 cuadrantes del cen-
tro, informando al final el nimero de esporas

presentes en cada reticulo; este mismo procedi-
miento se repitio dos veces mas, para obtener
6 recuentos por tubo. La produccion de espo-
ras / aislamiento se estimo6 tomando dos bote-
Ilas por tratamiento. Para el analisis de los
resultados no se tuvo en cuenta el aislamiento
Ma 9201 por presentar problemas de conta-
minacion, en el sustrato arroz.

Sustrato broca. Las brocas fueron desin-
festadas con hipoclorito de sodio al 0.5%
por 10 minutos y lavadas con ADE por tres
veces consecutivas; inicialmente se empled
una poblacion de 40 a 50 brocas por aisla-
miento, las cuales fueron suspendidas en el
indculo por un tiempo de dos minutos y lue-
go se llevaron a platos de petri en camaras
hiimedas. Posteriormente, se incubaron a
25 £ 2°C, HR de 70 £ 5% y luz constante
durante 10 dias. Después de transcurrido el
tiempo de incubacion se tomaron solo 30 de
las brocas inoculadas que presentaron una
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buena esporulacion (Fig. 2). Cada broca se
suspendio en un tubo de ensayo con 4,5 ml
de ADE + Tween 80 al 0,1% y a partir de
esta solucion, se realiz6 una dilucion en po-
tencia 10 y se registré el nimero de esporas
por broca utilizando la metodologia descri-
ta anteriormente.

Resultados y Discusion

Sustrato arroz. El promedio mayor de espo-
ras para el hongo B. bassiana se obtuvo del
aislamiento Bb 9207 con 3,57 x 10" esporas/
gramo (esporas/g) obtenido del orden
Coleoptera (/. hampei) y el promedio me-
nor para el aislamiento Bb 9205 con 1,03 x
10° esporas/g de Lepidoptera (Diatraea
saccharalis). En el caso del hongo M.
anisopliae la produccién mayor de esporas
la presentdo Ma 9236, con 1,31 x 10" espo-
ras/g (hospedero desconocido) y la menor
esporulacion el aislamiento Ma 9303 con un
promedio de 1,65 x 10* esporas/g fue regis-
trado de Coleoptera - . hampei (Tabla 1).
No se observo relacion entre la esporulacion
obtenida de los aislamientos y el hospedero
original.

El promedio maximo de esporas se obtuvo del
aislamiento Bb 9207 siendo estadisticamente
diferente de los demas tratamientos, seguido
del aislamiento Ma 9236 el cual no muestra
diferencias significativas con los aislamientos
Bb 9301 y Bb 9021. Se observa que el trata-
miento que tuvo la esporulacion mas baja, con
respecto a los demas, fue Ma 9303 (Fig. 3).

El analisis estadistico de la asociacion
esporulacion - patogenicidad entre los aisla-
mientos de  B. bassiana 'y M. anisopliae no
fue significativa en este sustrato. Se observo
que el aislamiento Bb 9021, que produjo un
promedio de 9,93 x 10° esporas/g, tiene una
patogenicidad de 91,7 %, mientras el aisla-
miento Bb 9205, que produjo un promedio de
1,03 x 10° esporas/g, tiene un porcentaje de
patogenicidad de 90 %. Asi mismo, para M.
anisopliae se encontr6 que el aislamiento Ma
9105 con un promedio de 6,6 x10° esporas/g
tiene una patogenicidad del 95% y el aisla-
miento Ma 9303 con 1,6 x 10* esporas/g una
patogenicidad del 92,5%. Lo anterior puede
implicar que no hay una asociacion entre la
esporulacion y la patogenicidad.

Con el fin de preseleccionar aislamientos
tanto de B. bassiana como de M. anisopliae
que permitan obtener buenos promedios de
esporulacion en el sustrato arroz, se agrupa-
ron bajo los siguientes criterios: en el grupo
1, los aislamientos que presentaron un pro-
medio mayor de 100 x 10® esporas/g; grupo
2 entre 50 - 99 x 10® esporas/g; grupo 3 entre
20 - 49 x 10% esporas/g; grupo 4 entre 10 - 19
x 10¥ esporas/g y en el grupo 5 se incluyeron
los que presentaron menos de 10 x 10% espo-
ras/g. El analisis de varianza mostrd efecto

Tabla 1. Promedio de produccion de esporas/gramo de arroz de los aislamientos de B. bassiana

y M. anisopliae evaluados

CODIGO  PPB HOSPEDERO X CVT
Orden - Flia. esporas /g
Ma 9236 87,5 Desconocido 1,31 x 10" 28,92
Ma 9105 95 Coleoptera - Scarabaeidae 6,69 x 10° 16,32
Ma 9218 85 Orthoptera - Grillidae 5,34 x 10° 9,24
Ma 9211 87,5 Homoptera - Cercopidae 5,19 x 10’ 26,11
Ma 9225 82,5 Coleoptera - Scarabaeidae 3,01 x 10° 11,60
Ma 9237 92,5 Coleoptera - Scarabaeidae 2,64 x 10° 10,43
Ma 9207 92,5  Lepidoptera - Noctuidae 2,37 x 10° 5,13
Ma 9233 80 Homoptera - Cicadallidae 1,68 x 10° 15,84
Ma 9232 92,5 Lepidoptera - Bombicidae 1,35 x 10° 19,37
Ma 9107 85 Coleoptera - Scarabaeidae 1,23 x 10° 22,93
Ma 9303 92.5 Coleoptera - Scolytidae 1,65 x 10° 5,97
Bb 9207 86,6  Coleoptera - Scolytidae 3,57 x 10" 17,55
Bb 9301 93,3 Coleoptera - Curculionidae 1,53 x 10" 8,72
Bb 9021 91,7 Coleoptera - Scolytidae 9,93 x 10° 6,72
Bb 9212 86,7 Coleoptera - Scolytidae 5,07 x 10° 11,01
Bb 9012 91,7 Coleoptera - Scolytidae 4,51 x 109 9,43
Bb 9027 90 Homoptera - Delphacidae 4,31 x 10° 15,92
Bb 9204 90 Lepidoptera - Stenomidae 3,77 x 10° 12,40
Bb 9002 83,3 Coleoptera - Scolytidae 1,57 x 10° 7,62
Bb 9218 81,6 Coleoptera - Curculioniodae 1,16 x 10° 13,11
Bb 9205 90 Lepidoptera - Pyralidae 1,03 x 10° 13,32

PPB = Porcentaje de patogenicidad sobre la broca del café.

CVT= Coeficiente de variacion transformado.

de tratamientos, y al aplicar la prueba de con-
trastes ortogonales, bajo el mismo analisis de
varianza, se observo que todos los grupos
descritos, son diferentes estadisticamente,
segun prueba f al 5% (Tabla 2).

Se observa que los tratamientos : Bb 9207, Bb
9301 y Ma 9236 (grupo 1) fueron obtenidos
del orden Coleoptera (H. hampei 'y
Rhynchophorus palmarum) y hospedero des-
conocido, respectivamente. Sin embargo, el
aislamiento que presento la esporulacion mas
baja en este mismo sustrato Ma 9303 (grupo
5), fue obtenido sobre Hypotenemus hampei.
Contrariamente a lo registrado por Prior
(1992), quien menciona que el sitio mas pro-
bable para encontrar aislamientos que combi-
nen caracteristicas de virulencia con

especificidad de hospedero, es aquel en el cual
se presentan éstos en forma constante.

En general B. bassiana obtuvo los maximos
promedios de esporulacion y al mismo tiem-
po una mayor variabilidad, mientras que M.
anisopliae  presentd6 promedios de
esporulacion mas bajos y una variabilidad
menor, como se observa en la figura 4.

Es posible que la esporulacion de los aisla-
mientos del hongo B. bassiana en el arroz
haya sido favorecida por las condiciones
nutricionales que el sustrato ofrece, pues de
acuerdo con Olarte (1993), el arroz como ce-
real recubierto representa una composicion de
0,7% de grasa, 1,5% de fibra, 1,2% de mine-
rales y 74,4% de carbohidratos y segiin Rive-
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Tabla 2. Agrupacion de los tratamientos de acuerdo con ¢l nimero medio de esporas produci-

das en el sustrato arroz

>100

50-99

20-49

10-19

<10

Ma 9236.
Bb 9207, Bb 9301.

Ma 9105, Ma 9218, Ma 9211.
Bb 9021, Bb 9212.

Ma 9225, Ma 9237, Ma 9207.
Bb 9012, Bb 9027, Bb 9204.

Ma 9233, Ma 9232, Ma 9107
Bb 9002, Bb 9218, Bb 9205.

Ma 9303

213,99

64,44

34,42

13,41

1,65

7,44

8,36

6,65

5,97

CVT= Coeficiente de variacion transformado.

Tabla 3. Promedio de produccion de esporas/broca de los aislamientos de B. bassiana'y M.

anisopliae evaluados

CODIGO PPB HOSPEDERO - - CVT
Orden - Flia esporas/broca
Ma 9236 87,5 Desconocido 1,96 x 10° 16,54
Ma 9105 95 Coleoptera - Scarabaeidae 1,45x 10° 24,14
Ma 9218 85 Orthoptera - Grillidae 6,02 x 10° 16,47
Ma 9211 87.5 Homoptera - Cercopidae 3,92 x 10° 26,76
Ma 9225 82,5 Coleoptera - Scarabaeidae 523x10° 13,85
Ma 9237 92:5 Coleoptera - Scarabacidae 3,37x10° 12,52
Ma 9207 92,5 Lepidoptera - Noctuidae 8.67 x 10° 15,55
Ma 9233 80 Homoptera - Cicadallidae 9,41 x 10° 15,50
Ma 9232 92,5 Lepidoptera - Bombicidae 4,62 x 10° 15,31
Ma 9107 85 Colcoptera - Scarabacidac 1.95x 10° 11,56
Ma 9303 92,5 Colcoptera - Scolytidae 0,72 x 10° 9,63
Ma 9201 95,5 Coleoptera - Curculionidae 6.95x 10° 17,82
Bb 9207 86.6 Coleoptera - Scolytidac 7,62 x 10° 20,36
Bb 9301 93,3 Coleoptera - Curculionidace 2,77 x 10° 19,06
Bb 9021 91,7 Coleoptera - Scolytidae 6,57 x 10° 12,15
Bb 9212 86,7 Coleoptera - Scolytidae 5,49 x 10° 17,78
Bb 9012 91,7 Coleoptera - Scolytidae 9,66 x 10° 10,29
Bb 9027 90 Homoptera - Delphacidae 3,66 x 10° 13,68
Bb 9204 90 Lepidoptera - Stenomidae 731x10° 18,72
Bb 9002 833 Colcoptera - Scolytidae 1,61 x 10° 20,03
Bb 9218 81.6 Coleoptera - Curculioniodac 1,36 x 10’ 8,74
Bb 9205 90 Lepidoptera - Pyralidae 8,72 x 10° 17,78

PPB = Porcentaje de patogenicidad sobre la broca del café.

CVT= Cocficiente de variacion transtformado.

ra (1993) el efecto de la esporulacion se ob-
serva cuando cl contenido de carbohidratos es
mayor que el contenido de proteinas en el me-
dio de cultivo. Antia (1992) y Auld (1992),
citan que los valores nutricionales conteni-
dos en el arroz proporcionan los ingredientes
basicos que permiten el desarrollo y la pro-
pagacion del hongo B. bassiana.

Sustrato broca. No se observo relacion en-
tre el origen de los aislamientos y la capaci-
dad de esporulacion de los entomopatogenos
B. bassiana 'y M. anisopliae; es asi como el
aislamiento Bb 9218 obtenido de Coleoptera
(Cosmopolites sordidus) y Ma 9211 prove-
niente del orden Homoptera (Zulia colombia-
na), presentaron las esporulaciones mayores
con un promedio de 1,36 x 10"y 3,92 x 10°
esporas/broca, respectivamente. Mientras Bb
9205 obtenido de Lepidoptera (Diatraea
saccharalis) y Ma 9303 proveniente de
Coleoptera (/1. hampei) presentaron los pro-
medios mas bajos de esporas, con 8,72 x 10°
y 0,72 x 10° esp /broca, respectivamente (Ta-
bla 3). Sin embargo, Paccola y Azevedo
(1990) afirman que los aislamientos prove-
nientes de otros insectos pueden ser poten-
cialmente mas activos contra inscctos de otros
ordencs.

El tratamiento mejor fue Bb 9218 siendo
estadisticamente diferente de los demads y
scguido por Bb 9012, el cual presenté di-
ferencias cstadisticas con relacion a los
otros tratamientos; el aislamiento que pro-
dujo la esporulacion minima fue Ma 9303
estadisticamente diferente de los demas
(Fig. 5).

El andlisis estadistico, agrupando los aisla-
mientos de un mismo hongo por
patogenicidad vs esporulacion en sustrato
broca. mostrd que dicha asociacion no fue
significativa. Sec observa que el aislamiento
Bb 9012 con 9,66 x 10° esp /broca tiene una
patogenicidad de 91,7 %: mientras cl aisla-
miento Bb 9205 con 8,72 x 10%esp /broca tie-
ne un porcentaje de patogenicidad de 90 %.
lgualmente, el aislamiento Ma 9237 con 3,3
x 10° csp /broca tiene una patogenicidad de
92,5 %y el aislamiento Ma 9303, que produ-
j0 0,7 x 10° esp /broca, de 92,5%. Lo ante-
rior permite inferir, que la patogenicidad es
independiente de la esporulacion.

Los aislamientos de B. bassiana y de M.
anisopliae se agruparon con base en la pro-
duccion de esporas en el sustrato broca, en
cinco grupos (Tabla 4). El analisis de varianza
mostro efecto de tratamientos y al aplicar la
prueba de contrastes ortogonales, bajo el mis-
mo analisis, se observo que todos los grupos
descritos son diferentes estadisticamente se-
gun prueba f al 5%. Cabe anotar que de los
aislamientos que conformaron el grupo nu-
mero 5 se destaco el aislamiento Ma 9303 por
el promedio bajo de esporas.
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13. 9301 17.9027 21. 9205
14. 9021 18. 9204

15. 9212 19. 9002

Figura 3. Comparacion entre la produccion promedio de esporas de cada uno de los aislamien-

tos de B. bassiana 'y M. anisopliae.
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Figura 4. Comparacion entre la produccion promedio de esporas de cada uno de los aisla-
mientos de B. bassiana'y M. anisopliae en sustrato arroz.

Nuevamente se observo que la esporulacion
expresada por los hongos es independiente
del hospedero original. Atin cuando algunos
autores afirman que la busqueda de antago-
nistas debe iniciarse en el sitio en el cual se
desarrolla el insecto o el patogeno en estu-

dio, deben buscarse microorganismos de otros
ambientes ya que pueden tener actividad po-
tencial en el control de la plaga (Prior 1992).

Se presentaron diferencias estadisticas signi-
ficativas entre B. bassiana y M. anisopliae,

observando para B. bassiana, los promedios
mas altos de esporulacion y la mayor varia-
bilidad (Fig. 6).

Solo los aislamientos Bb 9021 y Bb 9212 pre-
sentaron tanto en el sustrato arroz como so-
bre la broca del café, un buen promedio de
esporas, con 9,93 x 10 y 5,07 x 10 esporas/
g en el sustrato arroz y en el sustrato broca
de 6,57x10° y 5,49x10° esporas/broca, res-
pectivamente. Al igual que los aislamientos
Bb 9205 y Ma 9303 que produjeron los pro-
medios inferiores de esporulacion en ambos
sustratos. Estos resultados indican que el gra-
do de esporulacion depende tanto de la inte-
raccion entre el aislamiento y los
componentes del medio de cultivo como de
la naturaleza del aislamiento; tal como lo afir-
man Latge, y Sanglier, citados por
Khachatourians (1991), los nutrientes como
las vitaminas estimulan la esporulacion, otros
como los aminoécidos favorecen tanto el cre-
cimiento como la esporulacion. Al mismo
tiempo afirman que la epicuticula del
integumento consta de estructuras que con-
tienen lipoproteinas, grasas y capas cerosas;
algunos de estos materiales cerosos poseen
un niimero de sustancias antifungicas capa-
ces de interferir y prevenir el crecimiento de
los hongos entomopatogenos. Griffin (1994)
sostiene que la esporulacion es generalmen-
te favorecida por condiciones nutricionales
que restringen el crecimiento, otras
esporulaciones ocurren por falta de alimento
0 por agotamiento de nutrientes o por otros
estimulos, es decir, la esporulacion es una
caracteristica continua de los aislamientos
que se interrumpe por periodos de dormancia
y esta directamente relacionada con la
acumulacion endogena de reservas apropia-
das en los procesos de formacion de la espo-
ra e influye de manera significativa en la
tolerancia de estas a la desecacion, en la es-
tabilidad de la formulacion y en la eficacia
en el control (Jackson 1997).

Monteiro (1988) analizo el comportamien-
to de aislamientos de B. bassiana, M.
anisopliae’y Paecilomyces marquandii pro-
ducido en diferentes medios de cultivo ob-
servando diferencias en crecimiento y
esporulacion entre especies, entre aisla-
mientos de la misma especie y entre los
medios evaluados. Las diferencias encon-
tradas en un mismo aislamiento cuando es
cultivado en diferentes sustratos, se debe a
la diversidad de nutrientes existentes en los
medios y pueden ser consideradas como
consecuencia de la variabilidad genética
particular de cada aislamiento (Paccola y
Azevedo 1990).

Conclusiones

* La esporulacion de Beauveria. bassiana
y Metarhizium. anisopliae depende del ais-
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Tabla 4. Agrupacion de los tratamientos de acuerdo con el niimero medio de esporas produci-
das en el sustrato broca.

123465686

Tratamientos

7 8 9 101112 13 14 1516 17 18 19 20 21 22

M.anisopliae B. bassiana

1.9236 5.9225 9. 9232 13. 9207 17.9012
2.9105 6.9237 10.9107 14. 9301 18. 9027
3.9218 7.9207 11.9303 15. 9021 19. 9204
4.9211 8.9233 12. 9201 16. 9212 20. 9002

21.9218
22. 9205

1 >100 Bb 9218. 136,19 8,74
2 50-99 Bb 9207, Bb 9021, Bb 9212, 73,77 6,51
Bb 9012.Bb 9204.
3 20 -49 Ma 9211, Ma 9237. 34,14 8.16
Bb 9301, Bb 9027.
4 10-19 Ma 9236, Ma 9105. 16,35 10,83
Bb 9002.
Ma 9218, Ma 9225, Ma 9207,Ma 9233,
5 <10 Ma 9232, Ma 9107, Ma 9303, Ma 9201. 5,86 4.86
Bb 9205.
CVT: Coeficiente de variacion transformado.
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Figura 5. Comparacioon entre la produccion promedio de esporas de cada uno de los

aislamientos de B. bassiana 'y M. anisopliae en sustrato broca.
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Figura 6. Comparacion entre la produccion promedio de esporas de todos los aislamientos

de B. bassiana y M. anisopliae en sustrato broca.

lamiento y la interaccion entre éste y la
composicion del medio de cultivo.

» Las diferencias presentadas por un mis-
mo aislamiento, cultivados tanto en
sustrato arroz como en la broca del café,
se deben al aporte nutricional del sustrato
y a la capacidad del hongo para utilizar
dichos compuestos.

» Losaislamientos Bb 9303 y Ma 9205, pre-
sentaron los promedios mas bajos de
esporulacion en ambos sustratos.

+ Algunos aislamientos producen una ma-
yor esporulacion cuando se desarrollan
sobre el hospedero original, otros, desa-
rrollan mejor esta caracteristica cuando
atacan hospederos diferentes a éste.

* No se observa relacion directa entre la
patogenicidad y la esporulacion de los ais-
lamientos de B. bassiana'y M. anisopliae
evaluados en este experimento.
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