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Efecto de la radiacion solar en la
supervivencia del hongo Beauveria
bassiana (Bals.) Vuill. en laboratorio y

campo

Resumen

En un equipo simulador de luz solar se evalud
el efecto de diferentes tiempos de exposicion
a la luz ultravioleta sobre la germinacion de
conidias de Beauveria bassiana, aislamiento
191 650, suspendidas en agua y en aceite. Las
pruebas de germinacién mostraron proteccion
de la mezcla estandar de aceites a las conidias
expuestas durante 90 minutos al simulador,
comparado con conidias suspendidas en agua.
No se observé germinacién de conidias de B.
bassiana 191 650 en las suspensiones en agua
y aceite aplicadas a discos de hojas de café y
expuestas al simulador por periodos compren-
didos entre 0 y 60 minutos. Sin embargo, al
evaluar la viabilidad de los propagulos (uni-
dades formadoras de colonias) del hongo en
los discos de hojas de café, para cada una de
las preparaciones en agua y aceite, s6lo se ob-
servo viabilidad para la suspensién de B.
bassiana 191 650 en la mezcla estandar de
aceites, después de un periodo de exposicion
de 60 minutos al simulador de luz solar. La
aspersion de diferentes formulaciones del hon-
g0 B. bassiana, aislamiento 9002 a frutos de
café, en condiciones de campo, mostré tenden-
cias definidas para algunos de los tratamien-
tos. Se observé que a mayor tiempo de expo-
sicion de las conidias a la radiacion solar, me-
nor viabilidad de éstas. Las variables tempe-
ratura y humedad relativa fueron relativamen-
te constantes durante el estudio de campo. Con-
secuentemente, la variable radiacién global
desempend un papel muy importante en la res-
puesta de los tratamientos.
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Summary

In an attempt to evaluate in the laboratory
the effect of different times of exposure to
the UV light at the sunlight simulator on the
germination of conidia of Beauveria bassiana
191 650, oil and water suspensions of B.
bassiana 191 650 were prepared. Germina-
tion tests carried out in Nutrient Gelatin
showed protection of the standard mixture of
oils to the conidia exposed 90 minutes to the
simulator as compared to conidia in water
suspension. No direct germination of conidia
of B. bassiana 191 650 in oil and water sus-
pensions, sprayed on coffee leaf discs and
exposed 0 - 60 minutes to the simulator, was
observed. However, B. bassiana 191 650
sprayed to coffee leaf discs in the standard
mixture of oils showed viability after 60 min-
utes of exposure to the sunlight simulator, as
evaluated by the unity forming colonies
(UFC) in nutrient medium. The spraying of
different formulations of B. bassiana 9002
to coffee berries in Colombian coffee planta-
tions showed defined trends in some treat-
ments. It was observed that the longer the
exposure time to the sunlight radiation, the
less viability of the propagules of this fun-
gus. The variables temperature and relative
humidity were relatively constant during the
field study. Consequently, the variable glo-
bal radiation played an important role in the
response of the treatments.

Introduccion

La importancia de los hongos entomopa-
tégenos como reguladores naturales de
poblaciones de insectos ha sido recono-
cida por muchos anos (Gillespie y Moor-
house 1989). Factores tales como el au-
mento de la resistencia de los insectos a
los insecticidas y los efectos adversos del
uso generalizado de quimicos en el con-
trol de plagas, han fomentado el uso de
hongos entomopatégenos como sustitu-

tos potenciales de los insecticidas qui-
micos (Samsinakova et al. 1981).

Existen productos biolégicos disponibles
comercialmente para el control de insec-
tos en paises como Rusia, China y Brasil
(Ferron 1978; Gillespie y Moorhouse
1989). Entre ellos, Beauveria bassiana
(Bals.) Vuill. y Metarhizium anisopliae
(Metsch.) Sorokin (Hyphomycetos) son
los hongos mas comunmente usados en
programas de control microbiano de in-
sectos (Deacon 1983).

El rango de huéspedes de algunos géne-
ros de hongos entomopatdgenos es va-
riable (Gillespie y Moorhouse 1989), y
tienden a ser mds comunes en areas tro-
picales, en las cuales factores tales como
la temperatura y la humedad relativa fa-
vorecen su crecimiento. Sin embargo,
pueden encontrarse también en dreas tem-
pladas (Doberski y Tribe 1980).

B. bassiana 'y M. anisopliae tienen en
forma individual un rango de huéspedes
de mds de 200 especies de insectos (Do-
berski 1981). Sin embargo, se consideran
patégenos no especializados de insectos,
cuya actividad puede localizarse en algu-
nas especies en particular, cuando se pre-
sentan condiciones ambientales favorables
(Doberski y Tribe 1980).

La infeccion causada en insectos por los
hongos entomopatégenos ocurre en for-
ma primaria a través de la cuticula. Por
esta razon, estd muy influenciada por las
condiciones ambientales (Deacon 1983).

Factores de tipo abidtico como la luz so-
lar, la temperatura, el agua o la humedad
y las sustancias quimicas determinan el
éxito o fracaso de un agente de control
biolégico en el campo (Couch e Ignoffo
1981).

La radiacion solar, especialmente la de
tipo ultravioleta, desempena un papel im-
portante en la mortalidad de esporas de
hongos (Rotem y Aust 1991). La vida
media de los diferentes tipos de inéculo
de hongos expuestos a la luz solar se esti-
ma en un tiempo aproximado de una hora
para el hongo entomopatégeno mas sus-
ceptible y de 96 horas para el mas resis-
tente. La luz solar puede inactivar a los
hongos entomopatogenos en forma direc-
ta por medio de delecciones, uniones cru-
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zadas, ruptura de bandas y formacién de
sitios labiles en la molécula de DNA; y en
forma indirecta debido a la formacién de
radicales altamente reactivos, los cuales
a su vez inactivan a los hongos entomo-
patdgenos, reduciendo su persistencia en
el campo (Ignoffo 1992).

El uso de los hongos entomopatdgenos
B. bassiana y M. anisopliae como agen-
tes de control microbiano ha tenido un
éxito limitado, debido a dos factores fun-
damentales: la necesidad de seleccion y
mantenimiento de aislamientos altamente
virulentos para una plaga en particular y
la importancia relevante del microambien-
te en el desarrollo de epizootias (Campbell
et al. 1983).

El suelo constituye un ambiente favora-
ble para el control de insectos con hon-
gos entomopatégenos (Gardner y Storey
1985). Sin embargo, el control de plagas
foliares con estos agentes bioldgiccs ha
mostrado eficiencia en forma esporadica
(Gardner et al. 1977; Campbell et al.
1983). Lo anterior se explica por la ma-
yor supervivencia del hongo en las con-
diciones de humedad del suelo, y la pro-
teccion suministrada por el suelo a la ac-
cién directa de la luz ultravioleta sobre
estos agentes bioldgicos (Gardner et al.
1977).

La capacidad que muestran las conidias
de los hongos entomopatégenos para per-
manecer estables en el campo, es la mas
importante restriccion para el uso efecti-
vo de estos agentes en el control de pla-
gas (Daoust y Pereira 1986).

Experiencias previas con algunas formu-
laciones de B. bassiana (Bb) en campos
experimentales y comerciales de CENI-
CAFE, han mostrado eficiencia en el con-
trol de la broca del café, Hypothenemus
hampei (Ferrari) (Coleoptera: Scolytidae)
(Bustillo y Castillo 1992).

Los principales objetivos de este estudio
fueron: evaluar, en el laboratorio, el efec-
to de diferentes tiempos de exposicion a
la luz ultravioleta en un simulador de luz
solar, sobre la germinacion de conidias del
aislamiento de B. bassiana Bb 191 650
suspendidas en agua y en aceite; evaluar
la germinacion de estas preparaciones

asperjadas sobre discos de hojas de café
y expuestas a la luz ultravioleta en el si-
mulador de luz solar; y evaluar, en condi-
ciones de campo, el efecto de la radia-
cion solar global en la viabilidad de dife-
rentes formulaciones del aislamiento del
hongo Bb 9002.

Materiales y Métodos

El trabajo se llevé a cabo en dos etapas:
La de laboratorio, la cual se realizé en el
laboratorio de Patologia de Insectos del
Instituto Internacional de Control Biol6-
gico, IIBC, con sede en Silwood Park,
Ascot, Inglaterra, y otra de campo, la cual
se llevo a cabo en Chinchina (Caldas), en
un lote experimental de la Estacion «Na-
ranjal» del Centro Nacional de Investiga-
ciones de Café, y en el laboratorio de Pa-
tologia de Insectos de dicho Centro.

Como hipétesis de trabajo se estableci6
que a mayor tiempo de exposicion de las
conidias de B. bassiana a la luz ultravio-
leta, en el equipo simulador de luz solar
en condiciones de laboratorio y a la ra-
diacién solar global en condiciones de
campo, mayor reduccion de la viabilidad
de ias conidias del hongo.

Etapa de Laboratorio

El aislamiento probado fue el Bb 191 650,
aislado de frutos de café afectados por H.
hampei, en la zona de Ansermanuevo
(Valle). Este aislamiento fue suministra-
do por el Dr. Prior del IIBC, y fue culti-
vado en Agar Molischs (Speare 1920).

En prueba de germinacion directa se eva-
1ué el efecto de la radiacion de tipo ultra-
violeta sobre la germinacién de las coni-
dias del hongo, expuestas al simulador de
luz solar por periodos de 15 a 120 minu-
tos. Con tal propdsito se prepararon sus-
pensiones del hongo en la mezcla de acei-
tes y agua. El proceso usado para formu-
lar el hongo en la mezcla de aceites, ondi-
na (aceite de nuez, Sigma) y queroseno
sin olor (aceite mineral liviano, Shellsol)
(50/50 v/v), fue llevado a cabo segtn la
metodologia de formulacion del hongo M.
anisopliae para el control de la langosta
en Africa, segin el programa desarrolla-
do en el IIBC (Lomer y Prior 1992). Se
tomaron dos aislamientos esporulados del

hongo, cultivado en agar Molischs, y se
adicionoé la mezcla de aceites a cada uno
de ellos, hasta cubrir totalmente el area
de crecimiento del hongo. Posteriormen-
te se hizo una remocién de conidias de
cada uno de los tubos, mediante agitacion
con espatula. El total de conidias en la
suspension fue transferido a erlenmeyers,
se realizé agitacion en el equipo de ultra-
sonido durante 2 minutos y filtracion a
través de un filtro de 53 um, con el fin de
obtener conidias en forma pura. La con-
centracion final de conidias en la suspen-
si6n fue de 5,76 x 10® conidias/ml.

Para la suspensién de Bb 191 650 en agua,
se utiliz6 la misma metodologia emplea-
da para la suspension en aceite. La con-
centracion final de conidias en la suspen-
sion fue de 4,05 x 10® conidias/ml.

Alicuotas provenientes de las suspensio-
nes de Bb 191 650, en aceite y agua, se
depositaron en el centro de cajas de petri
con Gelatina Nutritiva. Posteriormente se
disperso el indculo alrededor de las cajas,
y éstas se llevaron a incubacion durante
24 horas a 25°C, con un fotoperiodo de
12 horas, con el fin de promover la
germinacion de las conidias. Después de
la incubacion, se tomaron cuadrados de |
cm? del medio contenido en cada caja de
petri, y se llevaron a laminas de vidrio, se
adiciond una gota de azul de lactofenol y
posteriormente una laminilla. La
germinacion se evalud con la ayuda de un
microscopio marca Nikon (40x), contan-
do las conidias germinadas y no germina-
das por campo, para un total de 25 cam-
pos evaluados por caja, después de estar
expuestas las suspensiones de conidias al
simulador de luz solar. Se incluyeron con-
troles para cada prueba, mediante la utili-
zacion de cajas de petri con Gelatina Nu-
tritiva, en las cuales se hizo deposito de
la suspension de conidias, pero no se hizo
exposicion de éstas a la luz ultravioleta
en el simulador de luz solar.

La germinacion de las suspensiones de Bb
I91 650 en aceite y agua, también fue
evaluada mediante la aspersion del hon-
2o (2 ml de la suspension) sobre discos
de hojas de café colocados en cajas de
petri estériles (5 discos de 1,1 cm de dia-
metro). Para la aspersion se utilizé la to-
rre de Potter, a 5 1/pulg?. Posteriormente
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los discos de hojas de café se expusieron
al equipo simulador con tiempos de ex-
posicion de 15 a 60 minutos para la pre-
paracién en aceite, y de 30 y 60 minutos
para la preparacion en agua. Una vez rea-
lizada la exposicién y con el fin de liberar
las conidias adheridas a las hojas, los dis-
cos de hojas se lavaron en agua o aceite,
dependiendo del medio usado para pre-
parar las suspensiones, y se realizaron
pruebas de germinacion, tomando alicuo-
tas de las suspensiones en agua (0,1 ml
de la suspension), y en aceite (cantidad
tomada con la espatula), segin la meto-
dologia descrita previamente.

Posteriormente se evalud la viabilidad de
los propdgulos del hongo (o unidades
formadoras de colonia - UFC) mediante
el método de siembra en superficie, to-
mando 0,1 ml de una dilucién de la sus-
pension original, para inocular cajas de
petri de 8,7 cm de didmetro con Agar Papa
Dextrosa mas 0,5% de Acido Lactico (So-
lucién al 20% en agua). El in6culo se di-
semind mediante el empleo de un rastri-
llo, y se llevaron las cajas a incubacién a
25°C con el fin de proporcionar condi-
ciones adecuadas para el desarrollo de
propagulos del hongo. De esta manera se
evalud la respuesta de viabilidad de los
propagulos del hongo (conidias) a través
del tiempo de exposicion a la radiacion
ultravioleta en el equipo simulador, tenien-
do en cuenta la concentracion inicial de
UFC en cada una de las preparaciones.
Como testigo se emplearon discos de ho-
jas de café asperjados con las diferentes
preparaciones y sin ser expuestos al si-
mulador.

El equipo simulador de luz solar utiliza-
do consta de una lampara de Xenén de
alta presion, la cual produce un rayo uni-
forme que simula el espectro solar terres-
tre. La lampara emite esencialmente ra-
yos de luz ultravioleta tipo A, tipo B y
menos de un 20% del espectro visible e
infrarojo. La configuracién usada en el
equipo produjo luz ultravioleta en el ran-
go de 280 a 400 nm, bloqueando la luz
ultravioleta de tipo C.

Para el analisis estadistico, por caja se
determind el porcentaje de germinacion,
por medio de un estimador de razén (Nd-
mero de conidias germinadas/Numero

total de conidias), y con dicha estima-
cion se obtuvo el promedio de 25 repeti-
ciones, para el porcentaje medio de ger-
minacién por lectura.

Trabajo de Campo

Para evaluar la viabilidad del hongo Bb
9002 (Vélez y Benavides 1990) en cam-
po, se seleccciond el medio selectivo Sa-
bouraud dextrosa agar (SDA) mas 0,06 g
de oxicloruro de cobre por 150 ml de me-
dio y 4 microlitros del producto comercial
«Alto 100 SL», fungicida cyproconazol,
por 150 ml de medio (Rivera y Lépez
1992). Asi mismo, se utilizo el equipo de
aspersion «Calimax Leo Cafetera» con
boquilla HC-3 y un flujo aproximado de
200 ml/minuto, a 40 1/pulg?, y se realizé
una aspersion dirigida a la parte superior
e inferior de la rama seleccionada.

Los tratamientos se asignaron aleatoria-
mente a las 14 parcelas seleccionadas. Los
tratamientos o formulaciones se evalua-
ron en dos condiciones de luminosidad:
plena exposicién solar y 53% de lumino-
sidad (condicién adoptada mediante el uso
de la tela «Polisombra», la cual fue insta-
lada en siete parcelas sorteadas aleatoria-
mente, con sombra). Los tratamientos
fueron:

1. Bb 9002 en talco.
Bb 9002 en talco mas «Carrier»

Bb 9002 en bentonita.

Bb 9002 en aceite de soya «Correo».

2
3
4. Bb 9002 en bentonita mas «Carrier».
5
6. Bb 9002, formulacion Danesa.

7

Suspension en agua de Bb 9002 (pre-
parada con glicerol al 10% en agua
destilada).

Para el registro de las variables exdgenas,
como radiacion global, temperatura y hu-
medad relativa, se instalé una estacion
meteoroldgica automadtica en el lote ex-
perimental. En los tratamientos evaluados
bajo condiciones de 53% de luminosidad,
la tela “sombra” cubria la parte superior
y lateral de la parcela, permitiendo una
buena circulacién de aire dentro de ella
e impidiendo el desarrollo de condicio-
nes microclimaticas. Las formulaciones

de Bb 9002 en talco y bentonita se pre-
pararon en el laboratorio de Patologia de
Insectos de CENICAFE, segtin metodo-
logia de Samsinakova et al. (1981) y la
formulacién en aceite, segin la metodo-
logia usada en el IIBC para formular el
hongo M. anisopliae, en la mezcla
estandar de aceites. La concentracion fi-
nal de cada formulacién fué de 1x10°
conidias/ml. Se realizaron pruebas de
control de calidad a las formulaciones,
con valores de germinacién superiores
al 85% para las formulaciones en talco y
bentonita, y 44,5% para la formulacién
Danesa. Asi mismo, se confirmé la pu-
reza de las formulaciones mediante el
cultivo de ellas en el medio SDA.

Una vez asperjada la formulacién a cada
tratamiento, en las cuatro ramas de cada
arbol (5 arboles por parcela de 50 drbo-
les, por tratamiento), se registré el tiem-
po 0, y empezaron a tomarse 5 frutos ver-
des al azar de la parte superior de las 4
ramas seleccionadas. Dicho proceso se
realiz6 con pinzas, para evitar el contac-
to de la piel con el indculo depositado so-
bre el fruto, y, de esta forma, obviar los
procesos de remocién manual de conidias
y contaminacién.

Los frutos recolectados se almacenaron
en camaras humedas, las cuales se depo-
sitaron en neveras de icopor, para su trans-
porte al laboratorio. El mismo proceso de
muestreo se utilizo a los 30, 60, 90, 120y
1.440 minutos después de la aplicacion
del tratamiento a cada uno de los drboles.
Se registré el tiempo exacto de cada
muestreo, con el proposito de hacer el
registro de las variables, segtin los datos
suministrados por la estacion automdtica
y los termohigrégrafos ubicados dentro
de la parcela experimental.

Para la prueba de germinacion por conteo
de UFC, los cinco frutos seleccionados
por arbol y depositados en las camaras
humedas (420 en total) se llevaron al la-
boratorio y se transfirieron a recipientes
plasticos estériles, con 5 ml de glicerol al
10% en agua destilada. Posteriormente se
almacenaron a -5°C durante 48 horas, y
luego a -25°C hasta el momento de hacer
el conteo de propagulos del hongo en los
frutos. Se realizaron diluciones sucesivas
de la suspension inicial (-1 a -4), y se
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hizo siembra en la superficie del medio
selectivo, segun la metodologia descrita
previamente.

Para el andlisis estadistico de los trata-
mientos de campo se tomaron los valores
promedios (UFC/ml) para cada tiempo (O
a 1.440 minutos), y se evalud la viabili-
dad de las preparaciones conidiales de 1
hongo (UFC/ml), a través del tiempo, me-
diante un modelo de regresion lineal sim-
ple.

Resultados y Discusion

Etapa de Laboratorio

La estimacion del porcentaje de germina-
cion de conidias en los medios aceite y
agua, para la lectura a los 90 minutos, fue
de 38% y 11%, respectivamente. Los co-
eficientes de variacion para el porcentaje
de germinacion, a través de las lecturas,
fluctuaron entre 0,7 y 6,3% (Tabla 1). El
limite para el error de estimacion estuvo
entre 1,5 y 4,7%, con una probabilidad
mayor o igual al 75%. Con la estimacién
del porcentaje de germinacion del hongo
B. bassiana se evalué la tendencia de di-
cho pardmetro a través del tiempo, y se
corrobord que a mayor tiempo de expo-
sicion de las conidias del hongo a la ra-
diaciéon UV en el simulador de luz solar,
menor porcentaje de germinacion, tanto
en aceite como en agua.

Al comparar, mediante la prueba de «t»,
los promedios de germinacién en agua y
aceite, para la lectura realizada a los 90
minutos, se encontraron diferencias sig-
nificativas al 5%, a favor del medio con
aceite, el cual mostr6 niveles de germi-
nacién mayores (Tabla 1). Esto evidencia
el efecto protector del aceite a las conidias
expuestas por un periodo de 90 minutos
a la radiacion de tipo ultravioleta.

Con relacién a los tiempos evaluados, en
el intervalo de 15 a 75 minutos se regis-
traron porcentajes de germinacién meno-
res, estadisticamente, para el aceite. La
respuesta de germinacién en tiempos in-
feriores a 90 minutos para los medios agua
y aceite, puede explicarse como un me-
canismo de adaptacidn inicial del hongo
al efecto de la radiacion ultravioleta, de
modo que se observa retardo en el proce-

Tabla 1.  Estimacion del porcentaje de germinacién de conidias de B. bassiana 191 650 en dos
medios, después de exposicion a diferentes tiempos de luz ultravioleta..
MEDIO
Tiempo Aceite Agua
exposicion (min) % MG* C.V. % MG C.V.
0 94,60 12 93,80 1.6
15 9317 09 96,89 07
30 88,36 11 91,39 09
50 68,97 26 86,39 15
60 72,72 26 81,21 5
75 4795 46 50,69 3,6
Q0 3777 6,3 11,05 6,3
* Porcentaje medio de germinacién  CV: Coeficiente de variacién  tc: 53,79

so de germinacién del hongo a las 24 ho-
ras de evaluacion de esta variable. Es pro-
bable que la respuesta a las 48 horas de
evaluacién muestre porcentajes mayores
de germinacidn, tal como se ha registra-
do para el hongo M. anisopliae (Zimmer-
mann 1982). De otra parte, las conidias
suspendidas en aceite estdn expuestas a
condiciones de oxigeno un poco limitan-
tes, y teniendo en cuenta que se trata de
un organismo que solo puede expresarse
en condiciones Optimas de aerobiosis, la
conidia suspendida en aceite y sometida
al efecto de la luz UV podria requerir un
tiempo mayor a las 24 horas para desa-
rrollar completamente su proceso germi-
nativo, y sélo hasta los 90 minutos de
exposicion al efecto de la luz UV logra
desarrollar un proceso germinativo supe-
rior al observado en agua.

Los resultados obtenidos fueron simila-
res a aquellos registrados para otros hon-
gos entomopatdgenos expuestos a la luz
solar, en formulaciones en aceite y agua.
Se ha observado muerte de conidias y re-
traso en la germinacion de conidias via-
bles para M. anisopliae. Asi mismo se ha
observado una reduccién de la germina-
cién de conidias en formulaciones en acei-
te, después de la exposicién de éstas al
simulador de luz solar, a longitudes de
onda entre 280 y 320 nm (Lomer y Prior
1992).

La respuesta observada en este estudio
se muestra promisoria en la seleccion de
aislamientos de B. bassiana a formular,
para aplicaciones en el campo. Esto, de-
bido a que la germinacién mostré valores
mayores del 38% a los 90 minutos, para

la suspensién en aceite, y 11% a los 90
minutos para la suspension en agua, mien-
tras que Lomer y Prior (1992) registra-
ron una pérdida completa de la germina-
cién de conidias de hongos entomopat6-
genos suspendidas en agua, después de
una hora de exposicion al espectro UV
de la luz. Los resultados obtenidos en esta
etapa del trabajo confirmaron el efecto
letal de la luz UV sobre la germinacion
de conidias del aislamiento Bb 191 650,
en suspensiones en aceite y agua. Sin
embargo, se plantea un mecanismo pro-
tector del aceite, lo que puede reducir el
efecto directo de la luz UV sobre las
conidias.

Con relacion a las pruebas de germinacion
directa en discos de hojas de café, no se
observé germinacion de conidias de Bb
191 650 en suspensiones en aceite y en
agua, aun a las 24 y 48 horas de realizada
la prueba. Tampoco se observé germina-
cién en los controles no expuestos a la
luz UV en el simulador. Esta respuesta
puede atribuirse a la presencia de com-
puestos fendlicos con actividades fungi-
toxicas, liberados por las hojas de café jo-
venes sometidas a dafio mecéanico (Ro-
driguez et al. 1975).

Con relacion a la prueba de germinacion
por conteo de UFC, de las diferentes pre-
paraciones del hongo, se observo respues-
ta para la formulacion del hongo en acei-
te (Tabla 2), lo que demuestra la presen-
cia de compuestos de tipo fungistatico que
actuan sobre la germinacion directa del
hongo. Sin embargo, las suspensiones en
agua del Bb I91 650 no mostraron viabi-
lidad despties de 30 y 60 minutos de ex-
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posicion a laluz UV en el simulador (Ta-
bla 2), lo que confirma de nuevo el efecto
protector del aceite a las conidias someti-
das a la radiacién UV.

Etapa de campo

En el lote experimental se asume la pre-
sencia de un indculo natural del hongo B.
basiana, debido al registro de éste ata-
cando a la broca y a otros insectos hos-
pedantes en el drea.

Con relacioén al andlisis descriptivo de los
tratamientos, la variacion observada fue
alta, atn con valores transformados. Esto
es debido al ndmero reducido de unida-
des experimentales y a la metodologia de
manejo de las unidades de observacién en
el campo (frutos de café). Con el prop6-
sito de minimizar variaciones en el méto-
do de laboratorio para la recuperacién de
propagulos del hongo, sélo se selecciond
la informacion obtenida de la dilucién 10
I,y de esta forma se observaron las ten-
dencias de cada uno de los tratamientos.

Los tratamientos de B. bassiana en sus-
pension en glicerol al 10% en agua desti-
lada (53% de luminosidad), Bb en talco
(plena exposicion solar), Bb en bentonita
(53% de luminosidad), Bb en talco mas
«Carrier» (53% de luminosidad) y Bb en
aceite de soya «Correo» (plena exposi-
cion solar) mostraron una tendencia lineal
definida a los 60, 90, 90, 120 y 120 minu-
tos, respectivamente, de la variable UFC
a través del tiempo. La evaluacién de los
coeficientes de correlacion fue significa-
tiva al 10%, segtn la prueba de «t» (Ta-
bla 3).

El comportamiento observado en tiempos
posteriores a aquellos en los cuales se re-
gistraron tendencias lineales definidas
(120 minutos y 1.440 minutos) (Fig. 1y
2), puede explicarse por la capacidad de
supervivencia del hongo en el inerte de la
formulacién, como respuesta al efecto de
la radiacién solar global, y a la posible
expresion del inéculo del hongo presente
en forma natural.

Los tratamientos Bb en talco (plena expo-
sicion solar) y Bb en aceite de soya «Co-
rreo» (plena exposicion solar) mostraron
tendencias lineales negativas, lo que im-
plica que a mayor tiempo de exposicion a

Tabla 2. Prueba de viabilidad de suspensiones de B. bassiana 191 650 en agua y en aceite,
asperjadas sobre discos de hojas de café
Medio Tiempo de exposicién al simulador Numero E
de luz solar (minutos) de UFC/ml
Aceite 0 55.000
Aceite 15 8.000
Aceite 30 8.000
Aceite 45 11.000
Aceite 60 8.000
Agua 100
Agua 0
Agua 60 0
Tabla 3.  Respuesta de los tratamientos a diferentes tiempos de exposicién a la radiacién solar
global.
Tratamiento b’ r tc gl
B. bassiana en glicerol al 10% en agua destilada (53% luminosidad] 4,330 .. 09998 7070° 1
B. bassiana en talco (Plena exposicion solar) -0933 -09400 3920 2
B. bassiana en bentonita {53% de luminosidad) 5180 09170 36
B. bassiana en talco mas «Carrier» (53% de luminosidad) 0446 09200 407 3
-0,300 09400 485 3

B. bassiana en aceite de soya «Correo» [plena exposicién solar)
- . = -

" = Significativo al 10%

b = Tasa de unidades formadoras de colonias/minuto.
r = Coeficiente de correlacién.
tc = Estadistico de prueba «t» para la significacién de r.
gl = Grados de libertad para la evaluacién del estadistico de prueba.
UFC x ml.
140
120
100
80 |
60
9 -
0 - . =
O __________________
0 30 60 90 120 1440
Tiempo [minutos]
3Bkt . e T6: Bb. Aceite de Soya (Correol
Figura 1. Viabilidad de B. bassiana 069 a plena exposicién solar

la radiacién solar menor viabilidad de
los propagulos del hongo (Tabla 3, Fig.
1). No se observé ninguna proteccion por
parte del aceite a la conidia del hongo, tal
como era de esperarse teniendo en cuen-
ta la respuesta obtenida en la etapa de la-
boratorio, para la formulacién de Bb I91
650 en aceite de ondina y queroseno. Es
posible que factores tales como la natu-

raleza del aislamiento de B. basiana, el
tipo de aceite usado para formular el hon-
20, el manejo de las unidades de observa-
cién en el campo (frutos de café) y la tec-
nologia de aspersion de la formulacion en
aceite a los frutos de café, hayan influen-
ciado la respuesta de este tratamiento.

Los tratamientos Bb en suspension en gli-
cerol al 10% en agua destilada (53% de
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luminosidad), Bb en bentonita (53% de
luminosidad) y Bb en talco mas «Carrier»
(53% de luminosidad) mostraron tenden-
cias lineales positivas hasta los 60,90 y
120 minutos, respectivamente, como res-
puesta al tiempo de exposicién a la radia-
cion solar global. A su vez, el niimero de
propagulos en los diferentes tiempos de
exposicion para cada uno de estos trata-
mientos, muestra una relacion lineal con
la radiaciéon acumulada, segun estadisti-
co de prueba de «t», para la significancia
del coeficiente de correlacion lineal, eva-
luado al 5% (Tabla 4, Fig. 2). Esta res-
puesta puede atribuirse a los niveles de
radiacion global registrados para estos tra-
tamientos durante el estudio. Dichos va-
lores fluctuaron entre 196,14 y 2.834,71
Wh/m2 (tiempos de 30 minutos a 1.440
minutos) para la condicién sombra, y en-
tre 385,00 y 5.456,86 Wh/m? (tiempos de
30 minutos a 1.440 minutos) para la con-
dicién sol (Fig. 3y 4).

El aumento en la viabilidad de los pro-
pagulos a través del tiempo pudo ademas
estar relacionado con la pérdida de pro-
pagulos asperjados a los frutos durante
los primeros tiempos de evaluacién. Lo
anterior se aplica a los propdgulos pre-
sentes en frutos tomados entre 0 y 30 mi-
nutos, debido a preparaciones himedas,
en las cuales el proceso de seleccion y de-
pésito de frutos en la cdmara himeda
pudo haber contribuido a la pérdida de
propagulos del hongo. Una vez seco el
indculo aplicado a los frutos (tiempos de
evaluacion 60, 90, 120 minutos y 1.440
minutos), los propagulos adheridos al fru-
to se expresaron en el medio selectivo.

Las variables ex6genas temperatura y hu-
medad relativa fueron constantes a tra-
vés del tiempo, para ambas condiciones
evaluadas (plena exposicion solar y 53%
de luminosidad) (Fig: 5 y 6). Consecuen-
temente, aun cuando se presentaron pro-
blemas con la recuperacion de las UFC
durante los primeros tiempos de evalua-
cion (0 a 30 minutos), e incluso en tiem-
pos posteriores, para el caso de las for-
mulaciones en aceite, la radiacion solar
desempenié un papel decisivo en la res-
puesta de los tratamientos.

UFC x ml.
600
500
400
300
200
100 -
0
0 30 60 90 120 1440
Tiempo (minutos]
—— T8: Bb. Bentonita ~-== 110 Bb. Talco + Carrier
""" - T14: Glicerol 10% en agua
Figura 2. Viabilidad de B. bassiana 069 a la sombra (53% de luminosidad)
Tabla 4.  Relacion entre la radiacién acumulada y el nimero de propégulos (UFC/ml) del hongo B.
bassiana 9002 en diferentes formulaciones
Tratamientos
B. bassiana en glicerol al 10% B, bassiana en bentonita B. bassiana en talco mas
Radiacion en agua destilada (53% luminosidad) “Carrier” (53% luminosidad)
acumulada (53% luminosidad)
m (2) m (2 m (2
¢} 0 76 0 140 0 40
196,14 30 204 30 142 30 60
389,93 60 336 60 366 60 84
566,86 90 584 Q0 90
706,00 120 92
r 0,999 0,94 0,959
fc 23 3,89 5
(1] = Tiempo (min
(2} = UFC/ml
* = Significativo al 10%
r = Coeficiente de correlacién
tc = testimado
Wh/m’
6000
5000
4000~
3000
2000
1000 -
0
0 30 60 90 120 1440
Tiempo [minutos)
——  Radiacién solar
Figura 3. \Varicble radiacion solar global a plena exposicion solar
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Wh/m®
2800

2400
2000
1600
1200
800
400

(6] 30 60 90 120
Tiempo (minutos)

Radiacién solar

Figura 4. Vorioble radiacién solar global a 53% de luminosidad

80
70

60 -

40
30
20

1440

0 30 60 90 120
Tiempo (minutos)

—  Temperatura - —-- Humedad Relativa

Figura 5. \Variables temp eratura y humedad relativa a plena exposicion solar

80
70
604 @ e - - :
50
40
30
20

1440

0 30 60 Q0 120
Tiempo [minutos)

———  Temperatura ---- Humedad Relativa

Figura 6. Variables temperaturo y humedad relativa a 53% de luminosidad

El efecto del adherente «Carrier», medi-

1440

do por el aumento en la persistencia de la
preparacién, no fue consistente en las
condiciones de sol y sombra.

La tecnologia de aspersion usada en este
trabajo incluy6 volimenes considerables
de plaguicida biolégico. Por tanto, el in6-
culo inicial asperjado a los frutos de café,

mediante esta tecnologia, pudo haberse
perdido. La aplicacion con gotas contro-
ladas a ultrabajo volumen ha mostrado ser
un método mas eficiente de aplicacion de
plaguicidas que los métodos convencio-
nales de atomizacion. Esta tecnologia de
aplicacion a ultrabajo volumen desarro-
llada para el control de la langosta con
formulaciones en aceite de los hongos
Metarhizium y Beauveria, ha mostrado
eficiencia en el control de esta plaga, de-
bido a que no ocurre una evaporacion ra-
pida de las pequefias gotas (Prior et al.
1988; Abraham et al. 1991; Lomer y Prior
1992)

El uso de diferentes formulaciones del
hongo B. bassiana se muestra promisorio
en el control de la broca del café, H. ham-
pei, en condiciones climdticas colombia-
nas, y esto lo confirma la supervivencia
de los propéagulos del hongo en el estudio
bajo condiciones de sombra.

Bibliografia

ABRAHAM, Y.; BATEMAN, R.; LOMER, C.;
MOORE, D.; PARAISO, A.; PRIOR, C. 1991.
The IIBC-IITA-DFPV collaborative research
programm on the biological control of locusts
and grasshoppers. In: European Meeting
Microbial Control of Pests, 30., Wageningen,
24-27 February 1991. Proceedings. p 56-62.

BUSTILLO, A.E.; CASTILLO, H.A. 1992. El hon-
go Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin
como un componente de un programa de ma-
nejo integrado de la broca del café, Hypothene-
mus hampei (Ferrari). En: Congreso de la So-
ciedad Colombiana de Entomologia, 19°,
Manizales, 15 al 17 de julio de 1992. Restime-
nes. SOCOLEN, Manizales (Colombia). p. 79.

CAMPBELL, R.K.; BARNES, G.L.; CART-
WRIGHT,B.O.;EIKENBARY, R.D. 1983.
Growth and sporulation of Beauveria bassiana
and Metarhizium anisopliae in a basal medium
containing various carbohydrate sources.
Journal of Invertebrate Pathology (Estados Uni-
dos) v. 41, p. 117-121.

COUCH, T.L.; IGNOFFO, C.M. 1981. Formulation
of insect pathogens. /n: H. D. Burges (Ed.).
Microbial Control of Pests and Plant Diseases.
Academic Press, London. p. 621-634.

DAOUST, R.A.; PEREIRA, R.M. 1986. Survival
of Beauveria bassiana (Deuteromycetes:
Moniliales) conidia on cadavers of cowpea pests
stored outdoors and in laboratory in Brazil.
Environmental Entomology (Estados Unidos)
v. 15 no. 3, p. 642-647.

DEACON, J.W. 1983. Microbial Control of Plant
Pests and Diseases. Van Nostrand Reinhold
(UK), England.



REVISTA COLOMBIANA
DE ENTOMOLOGIA

Patricia Eugenia Vélez A. - Esther Cecilia Montoya R. 98

DOBERSKI, J.W. 1981. Comparative'l.aboratory
studies on three fungal pathogens of the elm
bark beetle Scolytus scolytus: Effect of tempe-
rature and humidity on infection by Beauveria
bassiana, Metarhizium anisopliae and Paeci-
lomyces farinosus. Journal of Invertebrate
Pathology (Estados Unidos) v. 37, p. 195-200.

————— ; TRIBE, H.T. 1980. Isolation of
entomogenous fungi from elm bark and soil with
reference to ecology of Beauveria bassiana and
Metarhizium anisopliae. British Mycological
Society. Transactions (Inglaterra) v. 74 no. 1, p.
95-100.

FERRON, P. 1978. Biological control of insect pests
by entomogenous fungi. Annual Review of
Entomology (Estados Unidos) v. 23, p. 409-442.

GARDNER, W.A; STOREY, G.K. 1985. Sensitivity
of Beauveria bassiana to selected herbicides.
Journai of Economic Entomology (Estados
Unidos) v. 76 no. 6, p. 1275-1279.

; SUTTON, R.M.; NOBLET, R. 1977.
Persistence of Beauveria bassiana, Nomuraea
rileyi, and Nosema necatrix on soybean foliage.
Environmental Entomology (Estados Unidos)
v. 6 no. 3, p. 616-618.

GILLESPIE, A.T.; MOORHOUSE, E.R. 1989. The
use of fungi to control pests of agricultural and
horticultural importance. /n: J. M. Whipps; R.
D. Lumsden (Eds.). Biotechnology of Fungi for
Improving Plant Growth. Cambridge University
Press, Great Britain. p. 55-84.

IGNOFFO, C.M. 1992. Environmental factors
affecting persistence of entomopathogens. Flo-
rida Entomologist (Estados Unidos) v. 75 no.
4, p. 516-525.

LOMER, C.J.; PRIOR, C. 1992. Biological control
of locusts and grasshoppers. In: Proceedings of
the International Institute of Tropical Agricul-
ture, Cotonou, Republic of Benin, 29 April-1
May 1991. Redwood Press Ltd, Melksham, UK.
p. 394.

PRIOR, C.; JOLLANDS, P.; LE PATOUREL, G.
1988. Infectivity of oil and water formulations
of Beauveria bassiana (Deuteromycotina:
Hyphomycetes) to the cocoa weevil pest Pan-
torhytes plutus (Coleoptera: Curculionidae).
Journal of Invertebrate Pathology (Estados Uni-
dos) v. 52, p. 66-72.

RIVERA, A.; LOPEZ, J.C. 1992. Medio selectivo
para aislamiento de Beauveria bassiana
(Balsamo) Vuillemin a partir de muestras de
suelo. En: Congreso de la Sociedad Colombia-
na de Entomologia, 190, Manizales, 15 - 17 de
julio de 1992. Restimenes. SOCOLEN,
Manizales. p. 77.

RODRIGUEZ, C.J.; MEDEIROS, E.F.; LEWIS,
B.G. 1975. Relationship between a phytoalexin-
like response in coffee leaves (Coffea arabica
L) and compatibility with Hemileia vastatrix
Berk & Br. Physiological Plant Pathology (In-
glaterra) v. 6, p. 35-41.

ROTEM, J.; AUST, H.J. 1991. The effect of
ultraviolet and solar radiation and temperature
on survival of fungal propagules. Journal of
Phytopathology (Alemania) v. 133, p. 76-84.

SAMSINAKOVA, A.; KALALOVA, S.; VLCEK,
V.; KYBAL, J. 1981. Mass production of
Beauveria bassiana for regulation of Leptino-
tarsa decemlineata populations. Journal of
Invertebrate Pathology (Estados Unidos) v. 38,
p. 169-174.

SPEARE, A.T. 1920. Further studies of Sorosporella
uvella, a fungus parasite of noctuid larvae.
Journal of Agricultural Research (Paquistan) v.
18. p. 399-447.

VELEZ, PE.; BENAVIDES, M. 1990. Registro ¢
identificacion de Beauveria bassiana en Hy-
pothenemus hampei, en Ancuyd, Departamen-
to de Narifio, Colombia. Cenicafé (Colombia)
v. 41 no. 2, p. 50-57.

ZIMMERMANN, G. 1982. Effect of high
temperatures and artifitial sunlight on the
viability of conidia of Metarhizium anisopliae.
Journal of Invertebrate Pathology (Estados Uni-
dos) v. 40, p. 36-40.



