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RESUMEN

Mediante bioensayos por inmersion, se establecieron valores para
las lineas base de nueve cepas del hongo Beauveria bassiana (Bals.)
Vuill. probadas sobre la broca del café Hypothenemus hampei (Ferr.) y
su parasitoide Cephalonomia stephanoderis Betrem. Para esto se
utilizaron insectos obtenidos del pie de «cria del Centro de
Investigaciones Ecolégicas del Sureste (CIES) Unidad Tapachula en el
Estado de Chiapas.

Los resultados demostraron que la broca del café fue més
susceptible al hongo, ya que sus concentraciones letales (CLg5p) fueron
menores para las cepas Bb4 (Ecuador), Bb25 (México) y Bb26 (México),
registrando CLgg de 0.003, 0.004 y 0.006 respectivamente, mismas que
equivalen a 2.2, 4.1 y 5.9 millones de conidios/ml de solucién.

Con respecto al parasitoide, presenté una ligera tolerancia al
entomopatégeno, debido que sus CLgg fueron mayores, para las cepas
Bb4 (Ecuador) y Bb26 (México) con CLgg de 0.007 y 0.022
respectivamente, mismas que equivalen a 5.25 y 21.93 millones de
conidios/ml de solucién.

Los conidios de B. bassiana preservados en cristales de silica
gel, presentaron una declinacién progresiva en relacibn a la
temperatura y el tiempo, obteniendo mayor porcentaje de viabilidad a
temperagura baja (4 £+ 1 0c) que a temperaturas méas altas (25 * 1 Oc y
35 £ 1 VC).
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1. INTRODUCCION

El cafeto se cultiva a lo largo y ancho de la franja tropical del
mundo, es un cultivo propio de paises en vias de desarrollo donde
genera importantes fuentes de trabajo, pero sobre todo, a través de su
comercializacion en el mercado internacional se obtienen considerables
divisas, que en muchos paises llegan a constituir parte fundamental en
su economia (De Greaff, 1986).

Las dreas méas cultivadas de café a nivel mundial son: Brasil,
América Central, Este de Africa y Angola (Regouin, 1988), y los
principales productores: Brasil, Colombia, Costa de Marfil y México
(Cernas, 1983). En nuestro pais la Cafeticultura se ha desarrollado en
12 Estados de la Republica (INMECAFE, 1987), siendo el primer
producto agricola de exportacién a nivel Nacional (Anénimo, 1987).

Segun LePelley (1973), 1la principal plaga del cultivo lo
constituye la broca del café Hypothenemus hampei, (Coleoptera:
Scolytidae), insecto originario del Africa Ecuatorial que se encuentra en
un acelerado proceso de expansién en todas las regiones cafetaleras mas
importantes del mundo. Este insecto puede mermar la produccién hasta
un 85%, reflejandose en el rendimiento y calidad del grano.

En México esta plaga se detecté por primera vez en 1978
(INMECAFE, 1987), a partir de este afio se ha dispersado en mas de
115, 400 has distribuidas en los Estados de Chiapas, Oaxaca, Veracruz,
Puebla y Guerrero (S.A.R.H., 1992).

El método de control mas utilizado contra H. hampei, ha sido el
uso del insecticida endosulfan, sin embargo en los ultimos afios se ha
puesto mayor atencién a los agentes biolégicos (parasitoides, patégenos)
quienes abren nuevas perspectivas para el manejo de este insecto plaga.
Estos constituyen una alternativa que puede proveer resultados
permanentes de control y que tiene especial aplicacién en los pafses en
vias de desarrollo, donde el control quimico de las plagas es anti-
econémico para la agricultura de subsistencia y los niveles de
resistencia de las plagas a los insecticidas son altos como consecuencia



de su uso inapropiado y excesivo (Sther, 1975; Wilson y Huffaker,
1976). Entre las nuevas alternativas que se proponen para el combate
de la broca del café, se encuentra la utilizacion de enemigos naturales
como parasitoides y microorganismos entomopatégenos.

La utilizacién del parasitoide Cephalonomia stephanoderis y el
hongo Beauveria bassiana sobre H. hampei, pueden complementarse, ya
que el parasitoide actia sobre los estados inmaduros (huevos, larvas y
pupas) y el hongo comunmente actia sobre el estado adulto de la broca,
de manera que ambos agentes de control contribuirdn a bajar la
densidad poblacional de la plaga.




2. OBJETIVO Y JUSTIFICACION

OBJETIVO GENERAL:

Determinar en condiciones de laboratorio la patogenicidad de
varias cepas del hongo Beauveria bassiana sobre Hypothenemus hampei
y su parasitoide Cephalonomia stephanoderis, con la finalidad de
incorporarlos en un programa de manejo integrado de la broca del café.

OBJETIVO PARTICULAR:

1. Aislamiento y propagacién masiva de B.  Dbassiana para
la obtencién de inoculo.

2. Realizar prueba de patogenicidad de las cepas de B._ bassiana
mediante bioensayos sobre hembras adultas tanto de la broca del
café como de su parasitoide.

3. Determinar la relacién dosis mortalidad (CLgg) para la broca del
café y su parasitoide Cephalonomia stephanoderis.

4. Determinar el efecto de la temperatura sobre la viabilidad de los
conidios de B. bassiana preservados en silica gel.
JUSTIFICACION:

El control biolégico de la broca del café mediante organismos
benéficos (Patégeno: Parasitoide), es wuna alternativa para los
cafeticultores en el manejo integrado de dicha plaga, es un método
econémico de fécil aplicacién, seguro, ya que no contamina al medio
ambiente, no perjudica a la salud humana y permite conservar la
diversidad biolégica.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1. La broca del café Hypothenemus hampei (Ferrari).

3.1.1. Taxonomia y sinonimia de H. hampei.

De acuerdo con Wood (1982), la posicién taxonémica de la broca
del café, es la siguiente:

Reino: Animal
Phylum: Arthropoda
Subphylum: Uniramia
Clase: Insecta
Subclase: Pterygota
Divisién: Endopterygota
Orden: Coleoptera
Suborden: Polyphaga
Superfamilia: Curculionoidea
Familia: Scolytidae
Subfamilia: Ipinae
Tribu: Cryphalini
Género: Hypothenemus
Especie H. hampei (Ferr.,
1967).

Dentro del género Hypothenemus se han encontrado 27 especies
en México, H. hampei es la tnica especie considerada que ataca a los
frutos del género Coffea spp. (Wood, 1982). En relacién a la sinonimia
empleada en la literatura, se citan las siguientes en orden cronolégico.

Cryphalus hampei Ferrari, 1887
Stephanoderes coffeae Hargerdon, 1910
Xyleborus coffeivorus Van der Weele, 1910
Stephanoderes cooki Hopkins, 1915
Xyleborus coffeicola Campos Novaes, 1922
Stephanoderes punctatus Eggers, 1924




3.1.2. Origen y distribucién geografica.

La bibliografia sefiala que la broca del café H. hampei, es
originaria del Africa Ecuatorial, descrita por Ferrari en 1867 Yy
reportada como plaga en el Continente Africano en 1901 en Gabén,
1902-1904 en el Congo, 1908 en Uganda y 1909 en Java (Koch, 1986).

Actualmente, casi todos los paises productores de café padecen
de esta plaga (Figura 1). En América fue introducida accidentalmente
en 1913 en el Brasil, de donde se distribuyé a Peru (1962), Guatemala
(1971), Honduras (1977), Bolivia (1978), Jamaica (1978), México (1978),
Ecuador (1981), El Salvador (1981), Nicaragua (1988) y Colombia (1988)
(Hernandez y Sanchez, 1972; Perdomo y Miranda, 1983; Reid, 1983;
Barrera y Baker, 1984; Anénimo, 1987).

En México, su presencia fue reportada por primera vez en el
Sureste del Estado de Chiapas en los municipios de Cacahoatdn y Unién
Judrez en la regién del Soconusco, cerca de la frontera con Guatemala
y a pocos kilémetros de la Ciudad de Tapachula (Baker, 1985 y Baker
et al, 1989). Segin el INMECAFE, para 1989, aproximadamente 80 mil
has de las 89 mil existentes en la regién del Soconusco, se encontraban
infestadas por esta plaga. Otra region del Estado de Chiapas infestada
por la broca es el Centro-Norte, sin embargo se desconoce la superficie
afectada; ademds de Chiapas, la broca se ha detectado en otros Estados
de la Republica como son Oaxaca, Veracruz, Puebla y Guerrero
(S.A.R.H., 1992).

3.1.3. Importancia econémica.

Segin Koch (1986), la broca del café es una de las plagas maés
dafiina que existe en diversos paises de Africa, Indonesia y América.
Existen antecedentes de dafios que alcanzan mds de un 90% de las
cerezas; en Brasil se han registrados pérdidas que van desde un 60 a
un 80% en plantaciones donde no se han tomado medidas de control
constituyendo una plaga primaria para este cultivo.

Las pérdidas ocasionadas por la broca del café estimadas en
funcién al porcentaje de frutos infestados al momento de la cosecha
pueden ser de un 25% o mds (Monterroso, 1981) y el deterioro en la
calidad comercial alcanza algunas veces hasta el 50% (ANACAFE, 1981).
Trabajos realizados en cafetales a diferentes altitudes sobre el nivel del



Figura 1. Distribucién mundial de la broca del café Hypothenemus hampei
(Ferrari), tomada de Alonzo (1985) y C.A.B. International Ins-

tute of Entomology (1989).



mar, reportan que la infestacion de la broca en al zona baja (menos de
600 m) fue de 33.7%; zona media (600 a 1000 m) fue de 31.6% y la parte
alta (més de 1000 m) fue de 23.2%, por lo que consideran que el
porcentaje de infestacion e importancia econémica disminuye a medida
que aumenta la altura sobre el nivel del mar (Ochoa et al , 1986).

3.1.4. Biologia.

H. hampei, tiene metamorfosis completa (Holometdbola), pasando
por los estados de huevo, larva, pupa y adulto (Coronado y Marquez,
1985). La biologia de este insecto ha sido estudiada intensamente en
Java (Leefmans, 1923), Uganda (Hargreaves, 1926; 1935), Malaya
(Corbett, 1933), Sri Lanka (Jepson, 1936), El Congo (Leroy, 1936),
Brasil (Bergamin, 1943), México (Barrera y Baker, 1984) y Honduras
(Murioz, 1988). '

La duracién del ciclo biolégico de la broca del café, varia de
acuerdo a las condiciones de desarrollo; en laboratorio el ciclo varia de
27.5 a 35.8 dias ¢(Bautista, 1982 ; Muifioz, 1988). Baker (1985),
menciona que en condiciones de campo en el Soconusco, Chiapas, el
ciclo dura 36 dias, mientras que Decazy (1988), establece que el ciclo
se completa en un lapso de 30 a 80 dias dependiendo de las condiciones
biéticas y abiéticas. '

Segun LePelley (1973), el estado de huevo tarda de 5 a 9 dias
con un promedio de siete dias, el estado larvario dura de 10 a 26 dias
con un promedio de 14 dias, la pupa completa su estado en 4 a 9 dias
con un promedio de siete dias; desde la oviposicién hasta la emergencia
del adulto comprende un periodo de 28 dias.

El adulto (Figura 2) es un pequefio coleéptero de color negro,
cubierto de pelos que crecen hacia atréds y con diminutas puntuaciones
finamente reticulada, élitros con rayas paralelas deprimidas
longitudinales; en las hembras el segundo par de alas son membranosas
adaptadas para el vuelo, en los machos estas estdn atrofiadas, por lo
no que no pueden volar; la cabeza es globular, antenas en forma de
mazo (Penados, 1979). La longevidad de las hembras es mayor que la
de los machos, las hembras pueden vivir minimo 135 dias y los machos
46 dias en promedio (Muiioz, 1989).



Tamallo natural: 2.5 mm

Figura 2. Adulto hembra de la broca del café Hypothenemus

hampei (Ferrari).




3.1.5. Medidas de control.

Para evitar los dafios que ocasiona la broca, se emplean medidas
preventivas (Cuarentenas), de erradicacién (campaiias) y de control
integrado de la plaga a base de medidas culturales (pepena, repase,
podas, etc.) y el uso de insecticidas (entre las que destaca el
endosulféan) (Decazy, 1985). El endosulfan ha demostrado
experimentalmente ser el méas téxico para la broca del café en
comparacién con otros insecticidas (Ingram, 1985; Ochoa et al, 1990;
Decazy y Castro, 1990; Choy, 1992). Pero existen limitaciones para el
uso de este producto, como su alto costo, la contaminacién ambiental,
toxicidad al humano y animales, destrucciéon de insectos benéficos,
dificultad de aplicacién en topografias accidentadas, falta de equipo de
aspersion de ultrabajo volumen, ineficiencia cuando la broca se
encuentra en el interior del fruto, etc., una de las mds serias
limitaciones que se contemplan a futuro es la resistencia de la broca al
endosulfan, tal como se ha reportado en Nueva Caledonia (Brum y
Ruiz, 1987; Brum et al, 1989).

3.1.6. Control Dbiolégico de 1la broca del café H.
hampei

El primer reporte que existe sobre el control biolégico de este
insecto en América, fue pocos afios después de su descubrimiento en
Brasil (1929), el Instituto Biolégico de Sao Paulo, logré la introduccién
del parasitoide Prorops nasuta Waterston, bautizado como la "avispita de
Uganda". Esta fue reproducida y multiplicado en laboratorio para ser
liberada masivamente en zonas cafetaleras infestadas por la broca,
después de una larga fase de adaptacién en 1993 se logré recuperar el
parasitoide en fincas donde con anterioridad se habian realizados las
liberaciones de campo (Bergamin, 1943).

3.2. Agentes de control biolégico de la broca del
café.

Siendo la broca originaria del centro Africano, es en este
Continente donde se han encontrado los méds importantes enemigos
naturales (Barrera et al, 1988).
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3.2.1. Entomoéfagos.

Segin LePelley (1968) y LaSalle (1990), para la broca del café
se tienen registrado los siguientes enemigos naturales.

Familia: Bethylidae

Prorops nasuta Waterston 1923

Cephalonomia stephanoderis Betrem 1961
Familia: Braconidae

Heterospilus coffeicola Schmiedeknecht 1923
Familia: Eulophidae

Phymastichus coffea LaSalle 1990

Murphy y Moore (1990) incluyen a la lista los siguientes
parasitoides.

Familia: Bethylidae
Sclerodermus cadavericus
Familia: Ceraphronidae
Aphanogmus dictynna

Klein-Koch et al (1988), reportan en Brasil la incidencia del
pirrocérido Dindymus rubignosus (F.) alimentdndose del adulto de la
broca, asi también una hormiga identificada como Crematogaster
curvispinosus Mayr., la cual destruye un numero considerable de
formas inmaduras que se encuentran en el interior del fruto infestado,
enlista ademéds al nematodo Heterorhabditis sp.

P. nasuta y H. coffeicola fueron descubiertos en Uganda en 1923
y 1924 (Hargreaves, 1935); C. stephanoderis en Costa de Marfil en
1960 (Ticheler, 1961) y P. coffea en Togo en 1987 (LaSalle, 1990). De
estos enemigos naturales P. nasuta procedente de Uganda se introdujo a
Java en 1923, a Brasil en 1929 y a Sri Lanka (antes Ceildn) en 1938; a
Sri Lanka también se introdujo H. coffeicola y en 1962 esta especie fue
enviada de Brasil a Peri. A excepcion de Brasil los resultados de
control con estos parasitoides han sido poco satisfactorios (Clausen,
1978). Posteriormente se realizaron importaciones de P. nasuta y C.
stephanoderis en 1987 a Ecuador (Klein-Koch et al, 1988), 1988 a
México (Barrera et al, en prensa), 1989 a Indonesia y solamente C.
stephanoderis a Nueva Caledonia (Murphy y Moore, 1990).
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La introduccién de P. nasuta y C. stephanoderis a México en
1988, fue con la finalidad de ser utilizados como agentes de control
biolégico de H. hampei, la cual constituye un hecho revelante ya que es
la primera vez que se introducen a Mesoamérica. Ambas especies fueron
colectadas e introducidas por el Instituto Internacional de Control
Biolégico (IICB), para evitar la introduccién de organismos indeseables
a México, los parasitoides fueron criados bajo condiciones de cuarentena
en los laboratorios del IICB ubicados en Silwood Park (Inglaterra). A
H. coffeicola no se le ha podido criar en cautiverio, lo que ha
imposibilitado su cuarentena y consecuente introduccién (Barrera et al,
1990c) .

3.2.2, Caracteristicas generales de la familia
Bethylidae.

Los Dbetilidos es un grupo pequeiio de himenépteros poco
conocidos (Evans, 1964). Se trata de una familia primitiva aculeata, que
en la actualidad consta de aproximadamente 2, 200 especies nominales
(Hawkins y Gordn, 1986). Segun Evans (1978) los betilidos son
predominantes en especies en zonas tropicales. En el Norte de México la
fauna consta de grandes grupos abundantes en los neotropicos
representados por pocas especies; se calcula que en Norteamérica la
familia Bethylidae se encuentra representada por 201 especies
pertenecientes a 21 géneros de 3 subfamilias.

Klein-Koch et al (1988), mencionan que la mayoria de las
especies de esta familia, son de tamafio pequefio, algunas veces las
hembras son épteras y semejan a una hormiga (0.7 a 2.5 mm). Las
larvas son ectopardsitas de larvas de lepidopteros y coleépteros;
generalmente la hembra del parasitoide posee un aguijén que introduce
a su huésped (larva) cerca de los ganglios toracicos provocando que la
larva se paralice y extrae los liquidos corporales al alimentarse de su
victima. Segun la especie de parasitoide, esta oviposita uno o varios
huevecillos en la parte exterior de su hospedero, la pupacién se lleva a
cabo dentro de un cocén tejido por la misma larva, en algunos casos
ocurre endogamia debido a que los machos emergen del cocén o capullo
y fecundan de inmediato a sus hermanas.

Todas las especies que pertenecen al género Cephalonomia atacan
a larvas o pupas pequeflas de colebépteros. Evans (1964), agrupa
convencionalmente las especies dentro de tres tipos etolégicos.
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a). Especies que atacan coleépteros que afectan granos almacenados: C.
tarsalis, C. warterstoni, C. gallicola y C. merridionalis.

b). Especies que atacan escarabajos de la familia Ciidae, los cuales
estdn asociados con hongos: C. formiciformis, C. perpusilla,

C. mycetophila y C. hammi.

c). Especies que atacan a Coledpteros descortezadores: C. gallicola, C.
hilipennis , C. uthaensis y C. hypobori.

Todas las especies pertenecientes al género Cephalonomia se
encuentran presentes en Africa, América, Asia, Europa y Oceania.

3.2.3. Clasificacién taxonémica de C. stephanoderis

Evans (1964), ubic6é a esta especie en los siguientes rangos
jerdrquicos.

Reino: Animal
Phylum: Arthropoda
Subphylum: Uniramia
Clase: Insecta
Subclase: Pterygota
Divisién: Endopterygota
Orden: Hymenoptera
Suborden: Apocrita
Superfamilia: Bethyliodea
Familia: Bethylidae
Género: Cephalonomia
especie: C. stephanoderis
Betrem, 1961.

3.2.4. Origen y distribucién geografica de C.
stephanoderis

Existen indicaciones de que en Africa, este parasitoide se
encuentra en dreas cultivadas de café, sin embargo su distribucién ha
sido limitada a Costa de Marfil (Ticheler, 1961), Camerin y Zaire
(Koch, 1973). Rangi et al (1989) establecen que esta especie se
encuentra también en Togo.
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De acuerdo con Klein-Koch et al (1988), C. stephanoderis parece
ser similar a P. nasuta , siendo el primero el parasitoide més
importante de la broca del café en Costa de Marfil y probablemente en
los paises vecinos. Se ha observado que esta especie se desarrolla
mejor en cafetales sin sombra, aunque en Costa de Marfil se le ha
encontrado en cerezas maduras bajo abundante sombra.

3.2.5. Biologia.

La biologia de este parasitoide (Figura 3) ha sido poco
estudiada, Klein-Koch et al (1988), encontraron que la duracién minima
del ciclo biolégico fue de 16 dias a temperatura de 27.86 + 0.78 Oc y
humedad relativa de 75.22 + 9.76%. Barrera et al (1989), establecen que
bajo condiciones de cria in vitro, el ciclo biolégico fue similar entre
hembras y machos obteniendose un rango en los machos de 18 a 24 dias
y en las hembras de 17 a 25 dias a temperatura de 26.18 * 1.14 Oc y
humedad relativa de 77.72 + 7.19%, no habiendo diferencias
significativas para ambos sexos.

3.2.5.1. Oviposicién.

La hembra ovipone sobre larvas completamente desarrolladas,
prepupas y pupas de la broca; el huevecillo es colocado sobre la parte
ventral de las larvas y prepupas, y sobre la parte dorso-lateral de las
pupas (Barrera et al, 1990). Segiun estudios realizados en el CIES, la
capacidad de ovipostura de este parasitoide fue de 71 huevecillos en 30
dias de vida, con un pico madximo de nueve huevecillos por dia, el
periodo del estado de huevo duré de dos a tres dias (Barrera et al,
1989).

Infante et al (1989), encontraron que las hembras no fertilizadas
de C. stephanoderis, son capaces de reproducirse partenogenéticamente
dando lugar sélo a machos (arrenotokia); ademéds, el promedio de
oviposturas es mayor en hembras fertilizadas dando origen a ambos
sexos, que en las no fertilizadas; las hembras fertilizadas naturalmente
en el interior del fruto de café ovipositaron 1.3 huevecillos por dia,
mientras que las fertilizadas fuera del fruto este promedio fue de 1.26.




1.- Una hembra se introduce al fruto

 de calé a través de la perforacion °
hecha por la broca, y pone sus
huevos sobre sus larvas y pupas.

2.- Del huevo del parasitoide sale
una .larvita que..se alimenta a
expensas de la larva de la broca y
comienza a crecer.

3.- La larva del parasitoide mata a la
larva de la broca y extrae todo su
contenido corporal, dejando solo
la piel vacia. Este proceso se
lleva a cabo en dos o tres dias.

4.- Terminada su alimentacion la larva
del parasitoide se halla completa-
mente desarrollada.

5.- La larva del parasitoide construye
un capullo de seda color blanco,
donde se transforma en pupa. En
la figura se muestra una pupa sin
capulio.

6.- De la pupa emerge el adulto, se
aparea y sale a buscar otro fruto
infestado para continuar su multi-
plicacion. Desde el huevo hasta
el nacimiento del adulto transcu-
rren 18 dias a 27°C.

Figura 3 . Ciclo bioldégico del parasitoide - —-
Cephalonomia stephanoderis (Tomado -

de Barrera et al, 1990).
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El huevecillo es de tipo himenopteriforme, recién ovipositado es
de color blanco brillante, de 0.39 mm de largo y 0.150 mm de ancho, de
forma eliptico alargado y en su extremo mds agudo se localizan
alrededor de 30 micrépilos, el corién es una membrana de superficie lisa
(Infante et al, 1991).

3.2.5.2. Larva.

La larva recién eclosionada es de forma curveada, de color
blanco y cuerpo no diferenciado; existen por lo menos tres estadios
larvales, en larvas bien desarrolladas se diferencian perfectamente 12
segmentos y la cabeza de forma aguda muy pequefia, con el aparato
bucal invaginado en una cavidad, de forma curveada con la seccion
transversal redondeada, dpoda y con una longitud aproximada de 2.1
mm, presenta microespinas en el protérax y Organos sensoriales
redondeados cerca de cada espiraculo (Infante et al, 1991).

Koch (1973), menciona que a una temperatura de 27 Oc 1a
duracién del estado larval in vitro es de 4.9 dias para la hembra y de
5.4 dias para el macho. Berrera et al (1989), reportan que el estado
larvario duré de uno a dos dias.

3.2.5.3. Pupa.

Infante et al (1991), establecen que la larva desarrollada secreta
seda para construir un capullo de color blanco para pupar, la pupa al
principio es de color crema que posteriormente se torna a un color mas
obscuro; en la pupa se diferencian perfectamente todos los apéndices al
igual que los ojos compuestos.

La pupacion se lleva a cabo en el interior del fruto,
constituyendo la descendencia de un sélo individuo ya sea macho o
hembra (Ticheler, 1961). Klein-koch et al (1988), reportan que se han
encontrado hasta 35 cocones del parasitoide en wuna sola cereza,
teniendo un promedio de 18. Algunos investigadores establecen que la
duraciéon del desarrollo pupal es de aproximadamente 15 dias (Regouin,
1988). Klein-Koch et al (1988), mencionan 14.1 dias para la hembra y
13.5 para el macho a una temperatura de 27 9C.
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3.2.5.4. Adulto.

El adulto es de color negro, con la cabeza rectangular con
bordes posteriores redondeados notablemente méds larga que ancha;
antenas largas y brillantes, alas transparentes, venas de color amarillo
a transparentes excepto por las dos callosidades las cuales son de color
obscuro; el fémur es de color gris obscuro con el dpice mds claro; el
macho con alas normales siempre presentes, es similar a la hembra pero
de tamafio mas pequeiio (Betrem, 1961).

Para infante et al (1991), el adulto es una avispita de color
negro cuya longitud del cuerpo es aproximadamente 2 mm; la cabeza es
oblonga (méas larga que ancha), con gran cantidad de setas; hipognato
con mandibulas bien desarrolladas; ojos compuestos de forma hexagonal
y con organos sensoriales, antenas de 12 segmentos con 6rganos
sensoriales mecanoreceptores y quimioreceptores; las tres regiones del
térax estdn ornamentadas; las alas con venacién simple con cerdas en
los bordes; coxas esfercides y un sélo trocanter; tarsos de cinco
segmentos con una espina apical al final de la tibia; el abdomen es sésil
peciolado con seis placas tergales y cinco esternales, los segmentos
finales tienen la capacidad de imbricacién retrdctil.

Klein-Koch et al (1988), describen que el tamafio de C
stephanoderis es de 1.9 mm en promedio y a diferencia de P. nasuta,
tiene la cabeza en forma cuadrada-oblonga y no presenta venacién en el
ala anterior.

3.2.6. Promedio de desarrollo de hembras y machos,
y relacién de sexos.

El periodo de desarrollo en dias de C. stephanoderis de huevo a
adulto es similar para ambos sexos, obteniendose un rango para los
machos de 18 a 24 dias y en las hembras de 17 a 25 dias; la relaciéon
sexual es de un macho por cada 7.74 hembras, de acuerdo con estos
resultados, este parasitoide tiene una relacién de sexos similar a la que
presenta su huésped la broca del café (Barrera et al , 1989; Baker et
al , en prensa).
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En Costa de Marfil Koch (1973), encontré que la relacién sexual
también favorece a las hembras; sin embargo sus datos indican que en
una muestra de laboratorio la relacién de hembras por macho es de 7.2
a 1 y en una muestra de campo de 3.5 a 1. Ticheler (1961), en este
pais africano reporté una relacién de sexos de 4.8 hembras por macho.

3.2.7. Sobrevivencia y longevidad de adultos.

Hagen (1968), menciona que generalmente los parasitoides
adultos del Orden Hymenoptera requieren de carbohidratos para la
maduracién del huevo, ovipostura y longevidad, compuestos que pueden
ser proporcionados por la miel. Barrera et al (1989), establecen que la
longevidad promedio de hembras es de 41.37 dias y en los machos
19.93; la sobrevivencia méxima registrada para las hembras y machos
fue de 58 y 29.5 dias respectivamente, mientras que las hembras mas
longevas vivieron 77 dias y los machos 59. En un experimento realizado
en Costa de Marfil, Koch (1973), reporta que C. stephanoderis
alimentado con estados inmaduros de la broca, el enemigo natural tuvo
una longevidad promedio de 19.9 dias (el autor no indica el sexo del
insecto).

3.2.7. Ecologia y parasitismo.

Las investigaciones realizadas en Costa de Marfil por Koch
(1973), indican que C. stephanoderis incrementa notablemente sus
poblaciones durante algunos meses del aflo, precisamente después que
ha ocurrido casi toda la cosecha del café y cuando las poblaciones de la
plaga son muy bajas. Segun Ticheler (1961), este parasitoide alcanzé
un 27% de parasitismo en frutos de color rojo y 50% en los de color
negro, incidiendo con menor frecuencia en cafetales sombreados. En
Ecuador se ha obtenido parasitismos de 86.1 a 87% en frutos infestados
en la planta y en el suelo respectivamente (Klein-Koch et al, 1988). En
Colombia a pocos meses de la liberacion del parasitoide se encontré un
parasitismo de 8 a 14% (Bustillo, 1991). Barrera et al (1990b),
mencionan que en zonas cafetaleras del Soconusco, Chiapas después de
la liberacién del parasitoide se ha encontrado parasitismos que van
desde el 0.18 al 81.25%. Los adultos de C. stephanoderis pueden vivir
dentro del fruto infestado y actian como depredadores alimentandose de
la hemolinfa de la broca adulta, rompiendo con sus mandibulas la
membrana intersegmental de los terguitos proto y mesotordcico
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(Ticheler, 1963). Quezada (1985), menciona que este enemigo natural es
capaz de parasitar hasta un 50% de formas jévenes de la plaga

(prepupas y pupas).

Barrera et al (1990c), reportan que C. stephanoderis en los
cafetales de Chiapas se encuentra en un proceso de adaptacion a las
nuevas condiciones ambientales en que se ha liberado, y el impacto
sobre las poblaciones de la broca actualmente se estdn evaluando.

El control biolégico wutilizando parasitoides, podria ser Ila
alternativa que permita frenar el avance de la broca del café a lugares
no infestados, basdndose en el hecho de que el cafeto es un cultivo
tropical perenne considerado como un buen hdabitat para la proliferacién
de enemigos naturales, ademéds de los grandes beneficios ecolégicos
derivados del control biolégico (Baker, 1984; Quezada, 1985; Decazy,
1988).

3.3. Entomopatégenos.

Existen otros enemigos naturales que atacan a la broca del café,
entre ellos se mencionan los hongos entomopatégenos Beauveria
bassiana, Spicaria javanica y Metarhizium anisopliae; siendo B. bassiana
la més eficaz que pardsita a H. hampei en todo los estados de
desarrollo, principalmente en periodos himedo (Ticheler, 1963; Moore,
1989).

Murphy y Moore (1990), sefialan que B. bassiana es un enemigo
natural de la broca y que ha sido observado parasitdndola en Kenia,
Togo, Zaire, Camerun, Costa de Marfil, Indonesia, Brasil, Ecuador,
Guatemala y México. Méndez (1990), amplia la lista anterior citando a
otros paises incluyendo al Congo Belga, Peru, Java, Uganda y confirma
su presencia en México.



3.3.1. Taxonomia y sinénima de Beauveria bassiana.

Divisién: Amastigomycota
Subdivisién: Deuteromycotina
Clase: Deuteromycetes
Orden: Moniliales
Familia: Moniliaceae
Género:Beauveria
Especie: B. bassiana (Balsamo)
Vuillemin, 1911.

De acuerdo con Benham y Miranda (1953), este hongo fue
descrito originalmente por Agostino Bassi quién demostré que la
enfermedad llamada "muscardina blanca", "mal del signo" o "calcino" era
ocasionada por este patogeno, mds tarde Balsamo Crivelli en 1935, ubicé
al hongo en el género Botrytis, nombrdndolo Botrytis bassiana.
Posteriormente algunos investigadores observaron que el hongo
presentaba caracteristicas diferentes a Botrytis, estableciendo nuevas
especies. '

Saccardo (1886) mencionado por Benham y Miranda (1953),
describe a Botrytis tenella como una subespecie de B. bassiana en
Sylloge Fungorum 4, sin embargo, él no hace ninguna mencién de las
caracteristicas de las cabezas conidiales del grupo de Botrytis bassiana
y parecen existir ciertas dudas con respecto si la especie esta
relacionada con Beauveria bassiana. Vuillemin en 1912 crea el nuevo
género de Beauveria bassiana considerando la forma y tipo de
conidioforo o  simpodio; los esporangios filamentosos forman
prolongaciones y la disposiciéon de las esporas en zig-zag hacen que
Botrytis bassiana se cambie a Beauveria bassiana (Balsamo) Vuill.
Beauverie en 1914 concluye que Beauveria tiene cuatro especies,
mencionandolos en forma cronolégica, estas son:

Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin 1911
Beauveria effusa (Beauverie) Vuillemin 1911
Beauveria densa (Link) Picard 1914

Beauveria globulifera (Spegazzini) Picard 1914

Recientemente Sanson Y Evans (1982), reportan dos nuevas
especies de Beauveria en Sudamérica, B. velata y B. amorpha.
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3.3.2. Caracteristicas generales de B. bassiana.

El hongo en cultivo puro, a una edad de 21 dias, presenta un
micelio de aspecto algodonoso de color blanco y tiene una esporulacién
abundante de color crema con textura de talco. El micelio se ramifica
formando conidioforos simples e irregulares que terminan en vértices en
forma de racimos, el conidioforo es abultado en su base, sufriendo un
adelgazamiento en el drea donde se insertan los conidios los cuales son
globosos de 2.09 a de largo y 1.67 u de ancho, estos se insertan sobre
esterigmas dispuestos en zig-zag (Figura 4). La cantidad de conidios
aumenta con el transcurso del tiempo, a los 12 a 15 dias de edad la
colonia presenta abundante esporulacién de color crema; La temperatura
Optima para su crecimiento micelial se encuentra: temperatura minima de
10 Oc y maxima de 30 OC, en cambio las esporas toleran variaciones a
altas temperaturas (98 0c durante cinco horas continuas) en atmosfera
seca, pero en atmosfera himeda y expuesta a 40 Oc soportan solamente
24 horas, a bajas temperaturas no sufren reaccién alguna, siendo la
temperatura Optima para su crecimiento y esporulacién de 28 Oc
(Alcocer, 1979).

El patogeno segun algunos investigadores, se desarrolla en
humedad relativa del 92.5% o mds y a temperatura de 15 a 30 Oc;
encontrandose las condiciones é6ptimas para su germinacién, crecimiento
y esporulacion 100% de humedad relativa y temperatura de 25 a 30 0c
(Moore, 1973; Ramaska, 1984). B. bassiana puede perder hasta un 50%
de viabilidad entre 5 a 10 dias después de haberse aplicado al follaje
(Gardner et al, 1977).

3.3.3. Mecanismo de accién.

Madelin (1963), sefiala cuatro rutas principales de infeccién
a). através del integumento, b). por el tracto digestivo, c). trdqueas
y d) através de heridas. En la mayoria de los casos, la infeccién del
insecto ocurre por la penetracion directa del tubo germinativo al
integumento, en condiciones microclimdticas adecuadas, esto puede
suceder en dos dias después del contacto de los conidios con el cuerpo
del insecto y a medida que el micelio penetra, la quitina es disuelta o
digerida parcialmente; después de la invasidn de los tejidos, éste se
desarrolla desintegrando o6rganos y finalmente aparece una masa
compacta de aspecto algodonoso que prolifera hacia al exterior con la
consecuente aparicion de masas de esporas que semejan a talco fino
cuyo color pasa de blanco yeso a crema. Este entomopatégeno fue



Figura 4. Morfologia del hongo Beauveria bassiana.

(1) Conidios, (2) Esterigma, (3) Conidio

foro y (4) Racimo de conidios.
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utilizado en 1910 por Bertlett y Lefebre en pruebas de campo contra el
barrenador del maiz en los Estados Unidos; también fue utilizados en
trabajos similares llevado a cabo en Ontario Canada en 1937, en donde
se obtuvo controles de 60 a 70%. Steyaer (1935), lo ensayé contra la
broca del café llamado entonces Stephanoderes hampei en el Congo
Belga, indicando que el material fungoso debe aplicarse antes de que el
insecto invada la cereza.

Méndez (1990), establece que el crecimiento micelial del hongo
emerge de los costados de la broca y de las partes membranosas de la
regiéon bucal; los ramilletes de conidioforos alcanzan a cubrir todo el
cuerpo excepto las areas quitinizadas como son los élitros y la parte
superior del pronoto; generalmente bajo condiciones de laboratorio el
micelio de B. bassiana emerge y esporula de cualquier parte del
insecto; cuando la infeccién ocurre en el interior del fruto de café, el
micelio envuelve totalmente al cuerpo de la broca y la esporulaciéon
ocurre con mayor abundancia en la parte exterior del orificio de
entrada de la cereza sin llegar a invadir el tejido vegetal.

3.3.4. Incidencia de B. ©bassiana sobre la broca del
café H. hampei.

B. Dbassiana es considerada como el mejor microorganismo
entomopatégeno que puede utilizarse contra la broca del café, ya que se
le ha encontrado en cualquier lugar donde se presenta la plaga,
independientemente de la variedad de café de que se trate (Molinari,
1988).

Existen pocos estudios que permiten conocer la abundancia del
hongo sobre la plaga, en el Ecuador, se ha registrado su presencia
principalmente en cerezas verdes y rojas , y la incidencia de B.
bassiana estd dada de acuerdo a las condiciones favorables del medio
ambiente como alta humedad relativa, alta nubosidad y temperatura
dptimas, pero sobre todo abundante poblacién de la plaga (Molinari,
1988). '

Steyaert (1935), en el Congo Belga, demostré que la méaxima
mortalidad de la broca por efecto del hongo fue de 63% en los meses de
julio y agosto, mientras la menor incidencia se presenté en marzo y
abril; considerando el grado de maduraciéon de los frutos encontré un
48.2% de mortalidad en frutos verdes y un 3.28% en los maduros,
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concluyendo que la infeccién del insecto se efectiia en la superficie del
fruto probablemente cuando los insectos estdn volando de un fruto a
otro para ovipositar. Algunos investigadores senalan que B. bassiana
forma una capa algodonosa de color blanco-rosado en la entrada del
orificio perforado por la broca bajo condiciones ambientales favorables
de alta humedad relativa (80%) y temperatura de 20 a 30 OC, ademas
de altas poblaciones de la plaga (Pascalet, 1939).

Méndez (1990), indica que B. bassiana estd presente en Ia
regiéon del Soconusco, Chiapas, México, atacando al estado adulto de la
broca del café H. hampei, ademds observé que la incidencia no sobre
pasa mds del 1% y estd presente tanto en frutos de Coffea canephora
variedad robusta como en frutos de C. ardbiga.

En los tultimos afios se ha despertado el interés en utilizar este
hongo, desarrollando tecnologias econdémicas para producirlo masivamente
y realizando pruebas para demostrar su patogenicidad; la efectividad
del hongo ha sido demostrada experimentalmente en Guatemala,
Honduras, El Salvador y México. Excelentes medios de cultivos para su
propagaciéon han sido reportados, como el arroz cocido sin cascarilla, la
pulpa de coco y el salvado de trigo (Monterroso, 1984; Ochoa, 1985 y
Méndez, 1990). En un futuro deben incrementarse las pruebas de
campo, definir la época de aplicacion, el equipo de aspersiéon, realizar
evaluaciones sobre la efectividad, interacciones biolégicas con otros
métodos de control y pruebas de laboratorio sobre la permanencia o
ganancia de virulencia en las diferentes cepas (Quezada y Urbina,
1987; Bridge et al, 1990; Méndez, 1990).

3.4. Viabilidad de conidios de hongos
entomopatégenos.

Los diferentes factores ambientales incluyendo temperatura,
humedad, luz y gases (09, CO9) influyen en la estabilidad de los
microorganismos entomopatégenos y en la viabilidad de los conidios; las
condiciones de almacenamiento deben ser especificos para conservar
estas caracteristicas (Steinhaus, 1960; Walstad et al, 1970; Bell, 1975).
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3.4.1. Efecto de la temperatura de almacenamiento en
la viabilidad de los conidios.

La virulencia y longevidad de los conidios de B. bassiana, han
sido estudiado por algunos investigadores. Lamber (1903), mencionado
por Schaerffenberg (1964), establece que después de tres afios de
almacenamiento a baja temperatura, las esporas del hongo fueron viables
produciendo un 100% de infecciéon sobre tdbanos, el escarabajo de la
papa y la palomilla de la manzana. Kral y Neubauer (1956), afirman que
las esporas de B. bassiana se mantuvieron viables durante 500 dias en
condiciones de almacenamiento a baja temperatura manteniendo su
capacidad germinativa. Schaerffenberg (1964), resume los resultados
de varios investigadores que trabajaron con conidios de B. bassiana,
concluyendo que la viabilidad de este hongo almacenados en bajas
temperaturas es retenida (Cuadro 1.).

Cuadro Lo Viabilidad de conidios de B. bassiana a
diferentes temperaturas, mencionadas por varios
investigadores.

Autor Afio Tiempo en Temperatura Poder de
semanas germinaciéon

Lambert 1903 156 Frio Retenido

Kral Y Neubaur 1956 70 Frio Retenido

Steinhaus 1960 128 4 Oc Retenido

Schaerffernberg 1964 156 9-10 OC  Retenido

De acuerdo a Steinhaus (1960), el poder germinativo de las
esporas de B. bassiana mantenidas a 4 0c se conservé por 120
semanas, mientras que a 23 0c se perdié después de 6 a 13 semanas y
a 30 Oc después de 4 a 7 semanas de almacenadas. Muller-Koller
(1960), concluye que el réapido decaimiento en la germinacién de las
esporas puede evitarse por congelamiento y almacenado en seco.
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Fargues et al (1979), encontraron que los conidios pulverizados
para su secado a 50 Oc y cubiertos con bentonita tiene de 50 a 70% de
viabilidad, en tanto que las blastosporas que también son sensibles a
esta técnica fueron liofilizadas y mezcladas con leche en polvo
suplementadas con glicerina, la viabilidad de las esporas aumenté en
89%; el almacenamiento de estas preparaciones se efectuaron a una
temperatura de 5 Oc y la viabilidad de los conidios se conservé por un
lapso mayor a los 18 meses de almacenamiento.

La germinacién de los conidios es un suceso natural bajo ciertas
condiciones, afectado especialmente por la variacién de la temperatura,
ya que reduce la viabilidad de las unidades infectivas de B. bassiana
(Schaerffenberg, 1957). También se ha demostrado que a medida que la
temperatura decrece de 37 a 4 0c, 1a viabilidad de las unidades
infectivas se incrementa notablemente (Daoust y Roberts, 1983).

Walstad et al (1970), mencionan que la temperatura letal para los
conidios de B. bassiana estd cercana a los 50 0c, también establecen
que los conidios de B. bassiana y Metarhizium anisopliae almacenados a
21 0C sobrevivieron poco tiempo de 0.5 y 2.5 meses respectivamente,
mientras que los conidios almacenados a 8 Oc permanecieron viables
minimo un afio.

Hall (1954), Masera (1957), Steinhaus (1960), Clerk y Madelin
(1965), concluyen que hay una declinacién muy notable en la viabilidad
de los conidios a temperaturas superiores. Los puntos criticos para la
mortalidad de los conidios de B. bassiana y M. anisopliae se ubican
entre los 45 y 49 Oc respectivamente, temperaturas entre 35 a 49 Oc
retienen el proceso de germinacién (Vouk y Klas, 1932).

Aregger (1992), estudi6 varias cepas de B. brongniartii
almacenados a 2 9C durante 24 meses, demostrando que la viabilidad
de los conidios decrece como consecuencia de la baja germinacién.
Sweeney (1981) mencionado por Goettel (1987), reporta para siete
especies de entomopatégenos (Hypomicetes) que las condiciones o6ptimas
de almacenamiento se encuentran a =18 oC, conservando la viabilidad
por mas de nueve afios; sin embargo en Culicinomyces clavisporus, los
conidios perdieron considerablemente la viabilidad después de pocos
meses a =20 OC; mientras que almacenados a 70 O0c el 50% de los
conidios conservaron su viabilidad durante seis meses.
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Goettel (1987), demostré que los conidios de Tolypocladium
cylindrosporum a =20 0C a los 12.8 meses de almacenado tuvo una
viabilidad de un 79%, indicando que la viabilidad de los conidios decrece
lentamente en forma progresiva, presentando una relacién lineal entre la
viabilidad de los conidios y el tiempo de mortalidad a -20 Oc. Daoust y
Roberts (1983), obtuvieron algo similar pero fue més rapido la
declinacién progresiva observada en la viabilidad de los conidios de una
cepa de M. anisopliae. Varias cepas sufrieron una reduccién del 93 al
56% de viabilidad en las primeras dos semanas después de congeladas
(sufriendo posiblemente un choque de temperatura), posteriormente la
viabilidad de los conidios se mantuvo estable (36 a 56%) por méds de 24
meses. Gardner y Pillai (1987) citado por Goettel (1987), estudiaron
varios métodos de almacenamiento de T. cylindrosporum, resultando el
método més adecuado almacenar los conidios en agua destilada a 4 Oc
usando esto obtuvieron una viabilidad de 86% después de dos afios de
almacenamiento. '

Generalmente se cree que la patogenicidad es retenida después
del almacenamiento de los conidios bajo ciertas condiciones que permiten
la retencién de la viabilidad, sin embargo se ha reportado que en B.
bassiana la capacidad infectiva decrece méds rédpidamente que la
capacidad de germinacién (Daoust y Roberts, 1983).



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Lugar de la investigacién.

La produccién masiva del hongo para la obtencién de conidios y
la prueba de preservacion en cristales de silica gel, se realizarén en
los laboratorios de Patologia de Insectos del Centro de Entomologia y
. Acarologia del Colegio de Postgrados (CENA-CP) y en la Universidad
Auténoma Chapingo (U.A.CH.), en Chapingo Estado de México. Las
pruebas de patogenicidad mediante bioensayos sobre la broca del café y
el parasitoide , se llevaron a cabo en los laboratorios del Centro de
Investigaciones Ecologicas del Sureste (C.I.E.S.) en la Ciudad de
Tapachula, Chiapas, México.

4.2. Origen de las cepas del hongo.

Se utilizaron 18 cepas del hongo Beauveria bassiana , aislados
de diferentes hospederos de varias partes del mundo incluyendo Brasil,
Ecuador, México y Rusia (Cuadro 2). A cada una de las cepas se les
asigné una clave de acuerdo con la fecha de recepcién del material
biolégico que llega al laboratorio de Patologia de Insectos del Colegio de
Postgraduados.

4.3. Patogenicidad de B. bassiana sobre H. hampei.

Para conocer si todas las cepas de B. bassiana eran patégenas a
H. hampei, se realizé una prueba preliminar en los laboratorios del
C.I.E.S. Unidad Tapachula en el Estado de Chiapas, para esto se
preparé 1 gr de conidios en 100 ml de agua destilada estéril mas dos
gotas del dispersante adherente triton 100 y se homogenizé en un
frasco de vidrio de 200 ml. En vasos pequefios de pldastico de 20 ml, se
colocaron 100 brocas adultas previamente esterilizadas con formol al 2%,
posteriormente, se les aplic6 1 ml de la solucién de conidios procurando
que los insectos se impregnaran durante 30 segundos, después de esta
operacién se absorvié con papel toalla la soluciébn excedente y se
cubrieron con una tapadera con maya; de la misma forma se realiz6 con
el testigo (sin conidios) conteniendo unicamente agua destilada mas
tritén 100; los vasos con las brocas inoculadas con el hongo y el testigo



Cuadro 2.
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Cepas del entomopatdgeno Beauveria bassiana, hospedero

original y lugar de origen.

1992.

Clave de g p
la ' cepa Hongo Hospedero original Lugar de origen
Bb 2 B. bassiana Hypothenemus hampei Rosario Izapa,
Nativa Chis., México.
Bb 4 B. bassiana H. hampei Ecuador
Ecuador
Bb 6 B. bassiana H. hampei Ecuador
Bb 7 B. bassiana Atta mexicana Morelos, México
Bb 8 B. bassiana Leptinotarsa sp. Texcoco, México
Bb 9 B. bassiana Miridae Puebla, México
Bb 12 B. bassiana Chinche café del Irapuato,
sorgo. Pentatomidae | Guanajuato, México
Bb 13 B. bassiana Formulacidén Boverin | Alyshina, Moscu
Bbl4 B. bassiana Certoma arcuata Costa do Surubin,
(Coleop. Chrysome- Cristo Rei,
lidae) Amazonas, Brasil
Bb 15 B. bassiana Chalcodermus aeneus CNPAF, Goiafiia,
(Coleop: Curculio- Goias Brasil
nidae).
Bb 16 B. bassiana Chalcodermus aeneus CNPAF, Goiaifia,
(Coleop.: Curculio- Gaids Brasil
Bb 17 B. bassiana Palomilia (Lepiddp- Papantla, Ver.,
tera) Méx.
Bb 18 B. bassiana Palomilla (Lepiddp- Papantla, Ver.,
tera). Méx.
Bb 19 B. bassiana Palomilla (Lepidép- | Gregorio Mendez,
tera). Méx.
Bb 22 B. bassiana Leptophobia aripa Montecillo, Méx.
Bb 24 B. bassiana
Bb 25 B. bassiana H. hampei Sn. Miguel, Chis.
Méx.
Bb 26 B. bassiana H. hampei Aguacatlan, Chis.,

Méx.
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se mantuvieron dentro de una camara humeda en condiciones controladas
de 27 + 1 OC de temperatura y 95 + 5 0C de humedad relativa y 12:12
horas luz. Se realizaron observaciones cada 24, 48, 72, 96, 120, 144,
168 y 192 horas para determinar el tiempo letal maximo (TLM)
registrando la mortalidad de los individuos por fecha. Los insectos
muertos se despositaron en cdmaras humedas que consistian en una caja
petri y un disco de papel filtro humedecido para propiciar el desarrollo
del hongo. Los individuos con el hongo esporulado se colocaron en
frascos de vidrio y se conservaron a 4 Oc.

4.4. Purificacién de las cepas de B. bassiana.

Todas y cada una de las cepas fueron sembradas sobre el medio
de cultivo agar-dextrosa-sabouraud (ADS), preparada con un litro de
agua destilada, 65 gr del medio ADS, 10 gr de levadura de cerveza y
un cuarto de bolo del antibiético tetraciclina, con la finalidad de
uniformizar el sustrato de crecimiento y evitar variaciones de B.
bassiana.

4.5. Obtencién de las esporas.

Del cultivo ya preparado se depositaron con una pipeta 10 ml a
cada tubo de ensaye de 22 X 175 mm tapandolas con algodén lo mas
apretado posible y se esterilizaron a 120 0c durante 15 minutos (15
lb/pulz). Después de la esterilizacién de los tubos, estos se colocaron
sobre una regla de madera para darles una inclinacién a tal forma que
el medio de cultivo se solidificara, dejandolos cinco dias de reposo para
eliminar la humedad que existia en su interior. De la misma forma se
procedié con las cajas petri, con la variante que se esterilizaron
independientemente las cajas y el medio, y luego se realizé el vaciado
en un cédmara de flujo laminar continuo.

La siembra de los conidios se efectu6 en el interior de una
campana de flujo de aire, donde se tomé con un asa bacteriolégica
pequeilas porciones del hongo depositandolo en varios puntos tanto en
el caso de los tubos de ensaye como de las cajas petri; estos se
incubaron en una camara bajo condiciones controladas de 27 % 2 Oc y
humeda relativa de 70% durante 30 dias para inducir el crecimiento y
esporulacién del hongo.



30

4.6. Preparacion de matrices de B. bassiana.

Para este fin se utilizaron botellas Rouz donde se colocaron 100
gr de arroz entero sin cascarilla, a la cual se adicionaron 80 ml de
agua destilada mds un cuarto de bolo del antibiético tetraciclina con la
finalidad de inhibir el crecimiento bacteriano, la boca de los frascos se
cubri6 con papel aluminio sellado con maskin tape, posteriormente se
esterilizaron en un autoclave a 120 0C (15 lb/pulz) durante 15 minutos,
dejéndolos en reposo 24 horas para que se enfriaran. De los tubos de
ensaye se tomé un tercio de los conidios raspando con una asa
bacteriolégica, se diluyeron en 10 ml de agua destilada estéril a la cual
se le agreg6 una gota del dispersante adherente tritén 100 para obtener
una suspension homogénea de conidios. Con una jeringa hipodérmica se
inyectaron a cada frasco Rouz 10 ml de la suspensién, estas se
golpearon con las palmas de las manos para distribuir uniformemente a
los conidios sobre el sustrato. Las matrices se incubaron durante un
mes a 27 + 2 OC de temperatura, 75 + 5% de humedad relativa y 12:12
horas luz.

4.7. Propagacién masiva del hongo.

Después de un mes de incubaciéon de las matrices, el hongo
alcanzé su méaxima esporulacién, se procedi6 a propagarlo en bolsas de
polipapel, para esto se remojé el arroz durante dos horas y se escurrié
para eliminar el exceso de agua utilizando un bastidor con tela
mosquitera de pldstico. En cada bolsa de polipapel se pesaron 200 gr de
arroz, sellandolas posteriormente con grapas, estas se esterilizaron
durante 15 a 20 minutos a 120 OC (15 lb/pulz), las bolsas esterilizadas
se dejaron reposar 24 horas para que se enfriaran, A las matrices
esporuladas se les agregé 100 ml de agua destilada estéril, mas 20 gotas
del dispersante adherente triton 100 agitando vigorosamente con la
finalidad de desprender los conidios del arroz, esta suspensién se
filtr6 con tela paiialina estéril para evitar el paso de impurezas del
sustrato. De la suspensiéon resultante, con la ayuda de una jeringa
veterinaria se inyectaron 10 ml a cada bolsa tratando de cubrir el arroz
y obtener una distribucién homogénea del material fungoso sobre el
sustrato, las bolsas fueron incubadas en una cédmara con condiciones
controladas.
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4.8. Cosecha de conidios.

A los 30 dias de incubacién cuando la esporulacién fue evidente,
se procedi6 a vaciar el contenido en charolas de papel aluminio dejando
secar el material al medio ambiente, evitando que le llegara la luz solar
ya que puede afectar la viabilidad de los conidios. La cosecha de las
unidades infectivas se realizé utilizando un tamiz nimero 100 cubierto
con dos vrecipientes de plastico ajustados al tamiz agitando
vigorosamente para lograr el desprendimiento de los conidios del arroz,
después se dejé reposar 15 minutos antes de abrir los recipientes y
evitar que los conidios se dispersaran en el aire, la colecta del material
se realiz6 con una brocha pequeiia de cerdas finas; los conidios se
depositaron en frascos de plésticos color ambar para proteger el
material biolégico de la luz del sol, estos frascos fueron preservados a
4 Oc para mantener la viabilidad de los conidios.

4.9. Bioensayos semifinos (respuesta biolégica).
4.9.1. Cria de las brocas del café.

Las brocas adultas hembras fueron obtenidas del pie de cria de
los laboratorios del C.I.E.S., apartir de una dieta meridica (Cuadro 13
del apéndice) donde H. hampei se ha desarrollado satisfactoriamente
(Gémez et al, 1992; Villacorta y Barrera, En Prensa). Las brocas del
café al momento de la inoculacién con el hongo tenian 60 dias de edad y
fueron colectadas disectando el contenido de la dieta de cada tubo, los
insectos se cojieron con un pincel de cerdas finas para colocarlas en
tubos de vidrio, antes de la inoculacién fueron tratadas con formol al
2% para eliminar contaminantes que podrian interferir en el efecto del
hongo sobre H. hampei.

4.9.2 Bioensayos.

Para los bioensayos semifinos u obtencién de la ventana de
respuesta biolégica que nos permite conocer dentro de que dosis cae la
concentracién letal media (CLs5qp), se preparé una solucién madre al 1%
(1 gr de conidios del hongo en 100 ml de agua destilada estéril, mas
0.01% del dispersante adherente tritén 100), a partir de ésta se
prepararon las siguientes concentraciones 0.1, 0.01, 0.001, 0.0001,
0.00001, y un testigo que consistia de agua destilada méas el dispersante
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adherente; este procedimiento se realizo con cada una de las cepas a
evaluar.

4.9.3. Bioensayos finos.

Los resultados de los Dbioensayos semifinos permitieron
seleccionar las cepas mas agresivas, por lo que se decidi6 trabajar con
nueve cepas, las cuales en los bioensayos semifinos presentaron las
concentraciones letales medias preliminares més bajas.

Después de haber obtenido la respuesta biolégica, unicamente
se seleccionaron nueve cepas incluyendo las méds agresivas a la broca,
descartando aquellas cepas que resultaron ser menos virulentas al
insecto. En estos bioensayos finos se utilizaron 13 tratamientos méds un
testigo, con cinco repeticiones cada uno. Para la inoculacién se tomaron
grupos de 60 brocas provenientes de dieta previamente esterilizadas que
se colocaron dentro de un tubo de ensaye, en seguida se les aplicé 0.5
ml de la suspension de conidios segun dosis y cepa en evaluacién, se
giré el tubo de 20 a 30 segundos tratando de poner en contacto los
conidios con los insectos, se drendé la solucion excedente y
posteriormente las brocas fueron extraidas del tubo con un pincel de
cerdas finas colocdndolos en el interior de la caja petri previamente
preparadas con disco de papel filtro estéril para eliminar totalmente la
humedad, después de esta operaciéon las brocas se colocaron en tubos
de vidrio de fondo plano de 1.7 cm de didmetro por 8 cm de alto que
contenia en su interior un cotiledén de café pergamino con 45% de
humedad del peso seco del fruto, los cotiledones previamente fueron
tratados con propargite para evitar la reproducciéon de 4caros que
podrian interferir en los resultados de los bioensayos, ademds a cada
cotiledén se le hicieron de 10 a 12 agujeros para ayudar a la broca que
perforara con mayor facilidad y evitar que se murieran por falta de
alimento.

En cada tubo se colocaron 12 individuos, protegiendo la boca del
tubo con un pedazo de tela organza sostenido con un arito de plastico,
los tubos fueron colocados en el interior de una camara htumeda
construida con un recipiente de 15 cm de alto por 37 cm de ancho y 26
cm de largo para obtener condiciones ambientales controladas de 27 + 2
Oc de temperatura , 95 t 5% de humedad relativa, para esto se preparé
una solucién saturada con 1000 ml de agua destilada mas 100 gr de
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cloruro de sodio, las cédmaras humedas se colocaron dentro de un cuarto
con fotoperiodo de 12:12 horas luz. A los ocho dias (Tiempo letal)
después de la inoculacién de los insectos se realizaron las observaciones
correspondientes disectando los frutos para extraer a las brocas
muertas y vivas llevando un registro por dosis y por cepa
correspondiente. Las brocas muertas se colocaron en cédmaras humedas
para propiciar la emergencia del hongo, y corroborar que la broca
muri6 debido al efecto del patégeno. Los bioensayos generalmente se
efectuaron por la tarde con suspensiones del hongo preparadas el mismo
dia.

4.9.4. Conteo de conidios.

Esto se realiz6 con la ayuda de un hemocitémetro o camara de
Neubauer y con el auxilio de un microscopio compuesto. Para ello se
seleccion6 la dilucién al 0.01% de todas las cepas, efectuando 10
conteos, obteniendose un promedio, mismo que se utilizé para calcular
las concentraciones de conidios por mm3 y por ml mediante la siguiente
férmula:

Conidios Factor de
contados X 4 X 106 X dilucién
ConldioB /Ml = s=m= = s—— A

Los valores obtenidos sirvieron de base para la preparacién de
las diferentes diluciones para cada una de las cepas a evaluar (Cuadro
10 y 11 del apéndice).

4.10. Evaluacion del hongo por medio de bioensayos
sobre C. stephanoderis.

4.10.1. Obtencién del parasitoide.

Los parasitoides fueron obtenidos del pie de cria de Ilos
laboratorios del CIES donde se han reproducido sobre frutos de café
infestados artificial y naturalmente por la broca, técnica establecida por
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Barrera et al (1991). Los insectos utilizados fueron colectados el dia
anterior antes de llevar a cabo los bioensayos.

4.10.2. Bioensayos.

La metodologia para esta prueba fue similar a la utilizada con H.
hampei, utilizando dunicamente las cepas que resultaron ser mas
agresivas a la plaga; se tuvieron 13 tratamientos y cinco repeticiones
de cada cepa del hongo a evaluar. Los parasitoides después de la
inoculacién con el hongo se les proporcioné diariamente miel diluida en
agua (relacion 2:1) como fuente de alimento para evitar su muerte y
observar el efecto de B. bassiana sobre C. stephanoderis.

4.11. Preservacién de conidios de B. bassiana
en cristales de silica gel.

En frascos pequefios de vidrio (6 X 2 cm) con tapén de rosca,
se colocaron 3 gr de cristales de silica gel de 6 a 16 mallas de tamafio y
que fueron activados en calor seco a 180 0Cc durante tres horas para
elevar la capacidad de absorcién de humedad de los cristales. A los
conidios de B. bassiana se les puso una capa protectora, para lo cual
se prepard una solucion con 7 gr de leche en polvo semidescremada
diluida en 100 ml de agua destilada més 0.01% del dispersante adherente
tritbn 100; se pipetearon de 3 a 5 ml por tubo de ensaye,
posteriormente se pasteurizaron a 120 0c durante 15 minutos (15
lblpulz), después de este procedimiento los tubos se almacenaron a 4
0c durante tres dias.

Las 13 cepas de hongo estudiadas fueron producidas un mes
antes en cajas de petri con medio agar-dextrosa-sabouraud, enriquecido
con levadura de cerveza al 1%. Los conidios fueron cosechados con la
ayuda de un asa bacteriolégica estos se vaciaron en los tubos de ensaye
que contenian la leche pasteurizada, con la ayuda de un vibrador
eléctrico vortex se homogenizé durante 30 segundos hasta tener una
suspension verdadera. Con una pipeta estéril de 1 ml se tomaron 0.7 ml
de la suspension (conidios + leche) depositandolo en cada frasco que
contenian los cristales de silica gel, por medio de varios movimientos se
distribuyeron uniformemente los conidios sobre las particulas. Los
frascos fueron almacenados a diferentes temperatura 4, 25 y 35 * 1 e
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y 0% de humedad relativa. Los pardmetros evaluados para cada cepa
fueron el porcentaje de germinacién de los conidios y didmetro de las
colonias.

4.11.1. Porcentaje de germinacion.

Para evaluar el porcentaje de germinacién se tomaron de 2 a 3
cristales de silica gel que contenian los conidios de cada una de las
cepas en preservacién y se colocaron en tubos de vidrio que contenian
0.3 ml de agua destilada estéril mas 0.01% del dispersante adherente; se
homogenizaron en el vortex durante cinco segundos y de la suspensién
resultante se tomé una gota que fue colocada sobre una placa estéril
que consistia en una fina capa del medio papa-dextrosa-sabouraud,
tratando que la gota se expandiera sobre toda la superficie de la placa.
Cada placa se hizo por triplicado con tres repeticiones cada una y un
testigo, estas fueron incubadas en cdmaras a 27 * 2 Oc dge temperatura,
85 * 5% de humedad relativa y fotoperiodo de 12:12 horas luz para
inducir la germinacién de los conidios. Después de 36 horas de
incubacién, las placas fueron observadas en un microscopio compuesto
en 40X determinandose el porcentaje de germinacién, el conteo se
realiz6 tomando como base 100 conidios al azar dentro del campo del
objetivo considerando conidios viables aquellos donde el tubo
germinativo era evidente (Figura 27 del apéndice).

4.11.2. Crecimiento radial de las colonias.

Para medir el desarrollo de la colonia en cajas petri con medio de
cultivo papa-dextrosa-sabouraud se colocaron por cada condicién de
almacenamiento y cepa, dos cristales de silica gel con conidios y se
incubaron bajo condiciones controladas de 27 * 2 C de temperatura, 85
t 5% de humedad relativa y 12:12 horas luz. Después de ocho dias de
haber realizada la siembra se midié tanto el largo como el ancho de la
colonia utilizando la metodologia descrita por Hall y Bell (1961).
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4.12. Anadlisis estadistico.

Los datos obtenidos en los bioensayos fueron corregidos con la
formula de Abbot (1925) y fueron analizados utilizando el paquete SAS-
Probit Instalado en el Centro de Estadistica y Calculo (CEC) del Colegio
de Postgraduados en Chapingo, México. Corroborando estos resultados
con el programa estadistico S.B.I.-I.R.T. (CLgg), Montpellier, Francia,
y se obtuvieron las lineas de respuestas logaritmo dosis-mortalidad, los
valores de la CLgg y CLg5. Ademéds se obtuvieron los valores de a y b
de la ecuacion de regresiéon Y = a + bx; donde y corresponde al valor
Probit, a es la ordenada al origen, b la pendiente de la linea de
regresion, y x el logaritmo de la dosis.

A los datos obtenidos en la preservacién de los conidios en silica
gel, para el porcentaje de germinacion se analizO mediante una
regresion lineal y para el desarrollo radial de las colonias se obtuvieron
las medias con sus respectivos errores estiandar (SX). Ademés se
compararon las medias con la prueba de tukey tanto para el porcentaje
de germinaciéon como el didmetro de las colonias de cada cepa de B.
bassiana.



5. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1. Patogenicidad de B. bassiana sobre H. hampei.

En la prueba preliminar de patogenicidad las 18 cepas de B.
bassiana resultaron ser patogenas a H. hampei (Cuadro 9 del
apéndice), la mortalidad observada varié del 31 al 100%. Nueve de estas
cepas resultaron ser mas agresivas a este insecto causando mortalidades
mas altas (92 al 100%), datos que sirvieron comé base para seleccionar
las cepas utilizadas en los bioensayos finos, utilizando unicamente las
cepas mds prometedoras y descartando las menos agresivas a la plaga.

5.2. Bioensayos finos.

5.2.1. Broca del café H. hampei.

En el Cuadro 3 se presentan los datos correspondientes a la
CLgg, concentracién de conidios, limites fiduciales al 95%, CLgs ¥y
ecuaciéon de la linea de regresiéon de las nueve cepas de B. bassiana
aplicadas sobre hembras adultas de H. hampei; el orden en que se
establecen se encuentran en forma ascendente (de menor a mayor
concentracién). Las cepas del hongo que resultaron ser méds virulentas
a la broca del café, fueron la Bb4 (Ecuador), Bb25 (México) y Bb26
(México), ya que registraron las menores CLgqg (0.003, 0.004 y 0.006),
esto quiere decir que se necesita una menor cantidad de inoculo para
matar al 50% de la poblaciéon de la plaga. De estas tres cepas la Bb4 y
Bb25 estadisticamente son iguales, ya que sus limites fiduciales a nivel
de CLso se traslapan, siendo diferente la Bb26 a la Bb4 ya que sus
limites fiduciales a nivel de la CLgg no se traslapan. Le sigue en
importancia la Bbl7 resultando ser iguales estadisticamente a las cepas
Bb25, Bb26 y Bbl8, pero diferente a la Bbl6, Bb24 y Bbl4. La Bb8 es
diferente estadisticamente a todas las cepas antes mencionada por que
no existe traslape en sus limites fiduciales a nivel de CLgg; sin
embargo por presentar una CLgg (0.050) muy elevada se descarta la
posibilidad de utilizarlo en estudios posteriores para el manejo integrado
de la broca del café.



Cuadro 3 . Valores de CLg,, concentracién de conidios, limites fiduciales, CLgs y ecuacién
de 1la linea de regresibén de nueve cepas de Beauveria bassiana (Bals.) Vuill.,
evaluadas sobre adultos hembras (60 dfias de edad) de la broca del café --
Hypothenemus hampei (Ferrari). C.I.E.S. 1992.

Clave de la CLgy* Conidios Limites fiduciales CLgg* Ecuacibén de la linea
cepa X10E6/ml (95%) de regresibn.

Bb4 (Ecuador) 0.003 2.2 0.002, 0.004 0.040 Y = 8.808 + 1.540X
Bb25 (México) 0.004 4.1 0.003, 0.006 0.057 Y = 8.557 + 1.533X
Bb26 (México) 0.006 5.9 0.005, 0.008 0.081 Y = 8.298 + 1.512X
Bbl7 (México) 0.008 9.09 0.006, 0.010 0.083 Y = 8.418 + 1.635X
Bbl8 (México) 0.009 9.21 0.008, 0.012 0.101 Y = 8.265 + 1.627X
Bbl6 (Brasil) 0.015 11.74 0.011, 0.020 0.850 Y = 6.711 + 0.944X
Bb24 (México) 0.019 15.15 0.016, 0.024 0.274 Y = 7.456 + 1.443X
Bbl4 (Brasil) 0.019 18.62 0.014, 0.025 0.798 Y = 6.744 + 1.015X
Bb8 (México) 0.050 45.45 0.040; 0.062 0.906 Y = 6.701 + 1.308X

* Valores expresados en porciento de concentracién.
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La Bb4 fue 1.3 veces més virulenta que la Bb25 y 2.0 veces més
que la Bb26; con respecto a la cepa Bb8, la que resultd ser menos
virulenta de todas las cepas, la Bb4 fue casi 17 veces mas agresiva, lo
que indica que se necesita mds cantidad de inoculo de la cepa Bb8 para
matar el 50% de la poblaciébn de la broca. En esta investigacion las
cepas mostraron alta virulencia posiblemente por haber sido aisladas de
H. hampei, su huésped natural, no asi las otras cepas que fueron
aisladas de otros hospederos del Orden Lepidoptera y Hemiptera.

Resultados similares fueron obtenidas por Méndez (1990), quien
probé cinco cepas de B. bassiana sobre H. hamp'ei , Oobservando que
las cepas aisladas de la broca mostraban méds virulencia (CLgg= 0.005
equivalente a 5.0 millones de conidios/ml de solucién) que las cepas
aisladas de otros hospederos como lepidépteros (CLgg= 27 y 28.9
millones de conidios/ml). Las CLgg mencionadas por este autor
resultaron ser més elevadas a nuestros resultados debido tal vez a que
en esta investigacién no se consideré la edad de la broca del café, ya
que el material biolégico fue colectado directamente en el campo de
frutos infestados naturalmente por la plaga. No asi en la presente
investigaciéon las brocas utilizadas tenian 60 dias de edad y las
condiciones nutricionales eran uniformes debido a que el material
biolégico fue obtenido a partir de una dieta meridica donde los insectos
se han desarrollado satisfactoriamente (Gémez et al, 1992; Villacorta y
Barrera, En preparaciéon) ademds las condiciones ambientales fueron
controladas a temperatura de 27 * 2 OC, humedad relativa del 95 * 5% y
fotoperiodo de 12:12 horas luz.

El valor de la pendiente de la linea de regresiéon indica el grado
de uniformidad de la respuesta de la poblaciébn al hongo aplicado;
mientras mayor sea el valor de la pendiente, mayor sera la uniformidad
de la respuesta (Lagunes, 1991). Para la poblacién de la broca. en las
figuras 5 y 6 muestran las lineas de respuesta dosis-mortalidad de las
nueve cepas probadas de B. bassiana, sefialadas numéricamente de
acuerdo a su grado de virulencia a nivel de CLgp. En ella se observa
con el namero 1 la posicién de la linea de regresién de la cepa Bb4, es
la mads agresiva, sin embargo, la respuesta mas uniforme se obtuvo con
la Bbl7 ya que el valor de su pendiente fue mayor (1.635) que le
corresponde la posicion numero 4, siguiendo la Bbl8 (1.627) con la
posicién numero 5 y la més heterogénea la Bbl6 por presentar un valor
menor de su pendiente (0.944) representada con el numero 5. La CLgg
es el mejor indicador de la eficiencia para el control de la broca del
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café y asi se tienen que las CLgg fueron : 0.003, 0.004, 0.006, 0.008,
0.009, 0.015, 0.019, 0.019 y 0.050% de concentracién para las cepas
Bb4, Bb25, BbL26, BbL17, BbL18, BbL16, Bb24, Bbl4 y BbS
respectivamente, mismas que equivalen a 2.2, 4.1, 5.9, 9.09, 9.21,
11.74, 15.15, 18.62 y 45.45 millones de conidios/ml de solucién.

Finey (1978), establece que en un bioensayo los resultados
pueden variar si no se toman en cuenta ciertas caracteristicas
importantes, como son: la edad del insecto, sexo, tamafio, condiciones
fisicas, biolégicas y factores ambientales.

La eficiencia del hongo B. bassiana en el control de la broca del
café, ha sido comparada experimentalmente en Guatemala, Honduras, El
Salvador y México; por lo que se recomienda validar su efectividad en
condiciones de campo utilizando diferentes concentraciones de conidios
del hongo (Carneiro, 1984; Decazy, 1988 y Méndez, 1990).

5.2.2. Parasitoide C. stephanoderis.

En el Cuadro 4 se establecen los datos correspondientes a la
CLggp, concentracién de conidios, limites fiduciales al 95%, CLgg ¥y
ecuacion de la linea de regresién de varias cepas de B. bassiana
aplicado a hembras adultas del parasitoide C. stephanoderis, los datos
se encuentran en forma ordenada de menor a mayor concentracién, de
nueve cepas registradas, las mds virulentas al enemigo natural fueron,
la Bb4 (Ecuador), Bb26 (México) y Bbl7 (México), cuyas CLg5o fueron
menores (0.007, 0.022 y 0.029) en comparacién con las demds cepas,
esto quiere decir que se necesita una pequeila cantidad de inoculo para
matar al 50% de la poblacién del enemigo natural; las tres cepas antes
mencionadas se recomiendan para continuar con las investigaciones
sobre la interaccién hongo-parasitoide. Le siguen en importancia
decreciente las cepas Bbl18(México), Bbl6é (México), Bb25 (México), BbS8
(México), Bbl4 (Brasil) y Bb24 (México), con CLgg de: 0.030, 0.034,
0.037, 0.064, 0.072 y 0.081% respectivamente. La cepa Bb4d es
estadisticamente diferente a todas las cepas probadas por que sus
limites fiduciales a nivel de CLggp no se traslapan, siguiendo en orden
de importancia la Bb26 el cual resulté ser diferente estadisticamente a
la Bblé y Bb25, pero iguales a las cepas Bbl7 y Bbl8 por que existe
un traslape en sus limites fiduciales a nivel de CLgg. La Bb8, Bbl4 y




Cuadro 4. Valores de CLggp, concentracién de conidios, limites fiduciales, CLgg y ecuacién

de la linea de regresidén de nueve cepas de Beauveria bassiana (Blas.) Vuill., -
evaluadas sobre adultos hembras del parasitoide Cephalonomia stephanoderis Be--

trem.

c.I.E.S.

Clave de 1la CLgo* Conidios Limites fiduciales CLgs* | Ecuacién de la 1linea

cepa X10E6/ml (95%) de regresién.

Bb4 (Ecuador) 0.007 5.25 0.005, 0.008 0.096 Y = 8.782 + 1.529X
Bb26 (México) 0.022 21.93 0.017, 0.028 0.287 Y = 6.973 + 1.193X
Bbl7 (México) 0.029 29.3 0.023, 0.035 0.366 Y = 7.298 + 1.495X
Bbl8 (México) 0.030 30.0 0.024, 0.042 0.239 Y = 7.762 + 1.797X
Bbl6 (México) 0.034 36.3 0.028, 0.042 0.404 Y = 7.250 + 1.538X
Bb25 (México) 0.037 45.2 0.030, 0.045 0.287 Y = 7.122 + 1.487X
Bb8 (México) 0.064 44.5 0.052, 0.079 0.967 Y = 6.663 + 1.399X
Bbl4 (Brasil) 0.072 58.1 0.058, 0.088 0.913 Y = 6.703 + 1.491X
Bb24 (México) 0.081 79.4 0.063, 0.105 2.938 Y = 6.149 + 1.058X

* Valores expresados en porciento de concentracién.
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Bb24 son iguales estadisticamente, pero diferente a las cepas Bb4,
Bb26, Bbl7, Bbl8, Bbl6 y Bb25 por que no existe traslape alguno en
sus limites fiduciales a nivel de CLgg. Puede notarse facilmente que
todas las cepas experimentadas sobre ambos insectos, la Bb4 y Bb26
resultaron ser méds virulentas tanto a la broca del café como al
entoméfago, sin embargo se puede notar que las cepas Bb4d y Bb26
fueron mas agresivas a la broca del café que al parasitoide, para H.
hampei se obtuvieron CLgg de 0.003 (Bb4) y 0.006 (Bb26); para C.
stephanoderis 0.007 (Bb4) y 0.022 (Bb26).

Aparentemente el parasitoide presenta un mayor grado de
tolerancia al hongo B. bassiana, comparado con H. hampei, tal vez por
que las cepas |utilizadas bioquimicamente contengan wuna mayor
concentraciéon de quitinaza, enzima encargada de degradar la quitina,
polimero que posiblemente se encuentre en mayor cantidad en
Coledépteros que en Himenépteros (Prado y Valdéz, 1990). Segun
Roberts (1989), todos los hongos entomopatégenos presentan una
diversidad bioquimica con respecto a su hospedero y distribucién
geografica; la especificidad de los hongos estd en funcién del tipo y
concentracion de enzimas presentes como proteasas, lipasas y
quitinazas. En el caso de la broca del café, presenta una cuticula muy
quitinizada y el cuerpo dorsalmente se encuentra cubierto de setas y
espinas que actia como una barrera que la protege e impide el contacto
de los conidios sobre el cuerpo del insecto (Méndez, 1990); sin embargo
se pudo observar que B. bassiana tiene la capacidad de vencer todos
estos obstdculos y disolver la cuticula provocando la muerte; Roberts
(1989), establece que el hongo produce toxinas que alteran las
funciones fisiolégicas del organismo y como consecuencia el insecto llega
a morir.

Existen evidencias que los organismos benéficos como los
parasitoides pueden desarrollar resistencia a ciertos plaguicidas como lo
mencionan (Sanger, 1958; Brown et al, 1983 y Wells et al, 1988); lo
mismo puede suceder con los hongos entomopatégenos aunque en la
actualidad no existe reporte alguno. El grado de resistencia que
present6 el parasitoide al hongo, es una caracteristica muy importante
para ser incorporado como agente potencial del control biolégico dentro
de un programa de manejo integrado de la broca del café. Segiun Baker
(1984), Quezada (1985) y Decazy (1988), el parasitoide podria ser la
alternativa para frenar el avance de la plaga en lugares no infestados
por el escolitido, basandose en el hecho de que el cafeto es un cultivo
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tropical perenne considerado como un buen habitad para la proliferacién
de enemigos naturales. Tanto el hongo como el parasitoide pueden
incorporarse en el combate de H. hampei, considerando que no habria
interaccion negativa ya que el hongo comunmente actia sobre el estado
adulto de la plaga y la aplicacion de éste patégeno seria en forma
preventiva antes que el fruto de café sea perforado por la broca
(Méndez, 1990). El parasitoide normalmente tiene su accién sobre los
estados inmaduros de la plaga, alimentdndose de huevos y larvas,
ovipositando sobre las prepupas y pupas (Quezada, 1984; Barrera et
al, 1990; Penagos, 1992), ademds actia como depredador de adultos
succionando la hemolinfa (Ticheler, 1961). Debido al comportamiento
bioecolégico que presenta este enemigo natural existe poca posibilidad
de que el parasitoide entre en contacto con el entomopatégeno, ya que
al introducirse a un fruto de café infestado por la broca C.
stephanoderis comienza a alimentarse de la progenie de la plaga hasta
destruirlo completamente y emerge del fruto al cumplir con su cometido
y seguir buscando frutos infestados para reproducirse (Koch, 1973).

En las Figuras 7 y 8, se observan las lineas de respuestas
dosis-mortalidad de nueve cepas del hongo B. bassiana probadas sobre
el parasitoide adulto C. stephanoderis , sefialadas numéricamente de
acuerdo a su agresividad a nivel de la CLgp. En ella se puede notar
que el numero 1 es la posiciéon de la linea de regresién de la cepa mas
virulenta que le corresponde a la Bb4 (Ecuador), sin embargo de
acuerdo a la pendiente de la linea de regresién la cepa Bbl8 con el
numero 4 presentdé la respuesta mas uniforme como lo muestra su
pendiente (1.797), siguiendo la Bbl6 (México) con el numero 6 con una
pendiente de 1.538 y la mas heterogénea resulté la Bb24 (México) con
el nimero 9 por tener una pendiente menor (1.058). Las CLgp para el
parasitoide fueron: 0.007, 0.022, 0.029, 0.030, 0.034, 0.037, 0.064,
0.072 y 0.081% de concentracién para las cepas Bb4, Bb26, Bb17,
Bbl8, Bb1l6, Bb25, Bb8, Bbl4 y Bb24 respectivamente, mismas que
equivalen a 5.25, 21.93, 29.29, 30.00, 36.26, 43.18, 44.49, 58.18 y
79.38 millones de conidios/ ml de solucién.

5.3. Desarrollo de B. bassiana sobre H. hampei.

Madelin (1963), Perkrul y Grula (1979), Prasertphon y Tanada
(1986), establecen que los conidios son la unidad infectiva de los
hongos entomopatdégenos; que por medio de accién mecénica y enzimédtica
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penetran al interior del insecto a través de cuatro rutas principales,
como son las areas intersegmentales, por el tracto digestivo, las
traqueas o a través de heridas.

De acuerdo con Roberts (1989), el conidio al caer sobre la pared
del cuerpo del insecto se adhiere a la cuticula por medio de un tubo
germinativo que da origen a células apresorias que provocan una
infeccion progresiva. El hongo penetra al hemocelo dando origen a
cuerpos hifales o blastosporas que circulan en la hemolinfa, el patégeno
produce toxinas ocasionando alteraciones en la fisiologia del hospedero,
invade todo los 6rganos internos y como consecuencia el insecto llega a
morir; el hongo al recibir estimulos externos como humedad vy
temperatura Optima emerge a la superficie de la cuticula del insecto
formando una capa micelial de apariencia algodonosa de color blanco que
al completar su maximo desarrollo produce nuevos conidios , en
condiciones secas el hongo puede entrar en dormancia por periodos
largos de tiempo permaneciendo en el interior de su hospedero.

En la presente investigacién, las brocas muertas después de 72
horas de colocadas en camaras humedas para estimular la emergencia del
hongo de los cadédveres del insecto, se observé el desarrollo micelial y
la esporulacién de B. bassiana sobre H. hampei, aprecidndose que el
micelio emerge de los costados del cuerpo del insecto tal como lo
menciona Madelin (1963) ademés de la regién bucal. Los ramilletes de
conidiéforos alcanzan a cubrir todo el cuerpo excepto las é&reas
quitinizadas como son los élitros y parte superior del pronoto (Figura
9). En general, se puede decir que en el laboratorio bajo condiciones
ambientales controladas el micelio del hongo emerge y esporula de
cualquier parte del cuerpo del insecto y frecuentemente los élitros y la
cabeza quedan libres del crecimiento micelial, como fue anotado
anteriormente por Méndez (1990).

5.4. Desarrollo de B. bassiana sobre C. stephanoderis.

En el caso del parasitoide se observé que el hongo emerge de
todas las partes del cuerpo y conforme el patégeno va desarrollandose,
el micelio cubre totalmente el cuerpo de C. stephanoderis dejando libre
solamente la cabeza, parte superior del térax y el abdomen (Figura 10),
sin embargo cuando el hongo alcanza su maximo desarrollo este cubre
totalmente al parasitoide dando un aspecto de una pelotita de apariencia
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Figura 9. Desarrollo micelial de Beauveria bassiana sokre

el adulto hembra de la broca del café Hypothenemus

hampei. (A) Cabeza, (B) Torax y (C) Abdomen.



Figura 10. Desarrollo micelial de Beauveria
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algodonosa, caracteristica reportada por algunos investigadores
(Pascalet, 1939; Bernett y Hunter, 1972).

5.5. Esporulacion de B. bassiana sobre H. hampei.

Una de las funciones mds importantes de los organismos
entomopatoégenos es la esporulaciéon , funcién primordial para que el
inoculo se multiple y disemine, de tal forma que las futuras poblaciones
de insectos plaga se mantengan constantemente expuestas al patégeno,
permitiendo que el hongo penetre y se desarrolle en el interior del
insecto huésped (Roberts, 1989; Méndez, 1990).

En esta investigacién durante los bioensayos algunas de las
brocas muertas no mostraron al hongo en esporulacién o por lo menos
ésta no fue evidente, atn cuando los insectos fueron colocados en
camaras humedas para estimular su emergencia, hecho reportado por
varios investigadores (Moore, 1973; Ramoska, 1984; Roberts, 1989;
Méndez, 1990); todas las brocas fueron revisadas individualmente con la
ayuda de un microscopio estereoscépico para constatar la presencia de
B. bassiana y para llevar un registro por cepa y por dosis evaluada

En el Cuadro 5, se presentan los porcentajes de brocas adultas
hembras con el hongo esporulado por dosis y por cepa, corregidos por
el Arco seno V% ; los maximos porcentajes de esporulacién lo obtuvieron
las cepas Bb8 (73.6%), Bbl4d (62.0%) y Bbl7 (81.9%) mismas que se
sitGan en concentraciones del 1.0%, siguiendo en forma decreciente las
cepas Bb24 (80%), BbL25 (90%), BbL26 (81.9%), Bb16 (63.4%), BbDI18
(77.1%) y Bb4 (73.6%), cuyas concentraciones corresponden a 0.8, 0.8,
0.8, 0.6, 0.6 y 0.01% respectivamente. En cuanto al comportamiento por
cepa, se puede apreciar que con respecto a la media general que fue el
50%, las cepas Bb25, Bbl7 y Bb26 obtuvieron los promedios mas altos
de brocas esporuladas con 63.4, 58.9 y 57.7% respectivamente; las
cepas Bb8 y Bbl4 fueron las que menor porcentaje de esporulacién
presentaron con 38.1 y 37.2%; también se puede observar que la Bb4
fue la tunica cepa que obtuvo un comportamiento similar a la media
general.

Aunque la humedad relativa es una limitante en la esporulacién
Ferron (1977) y Ramoska (1984), sefialan que la mortalidad del insecto
puede ocurrir en cualquier rango de humedades, pero la proliferacién
del hongo sobre el cadaver del insecto solamente es posible cuando los
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CUADRO 5. Porcentaje de adultos hembras de la broca del café Hypothenemus
hampei (Ferr.) esporuladas después de inoculadas con nueve cepas
del hongo Beauveria bassiana (Bals.} Vuill. a diferentes concen-
igzziones de conidios/ml en condiciones de laboratorio. C.I.E.S.
LA T e
(% de Bb4 Bb8 Bbl4 Bblé6 Bbl7 Bbl8 Bb24 Bb25 Bb26
concent.)
1.0 58.8 73.6*| 62.0*| 51.9 [ 81.9%| 62.0 71l 771 80.0 624.4 69.4
0.8 53.7 67.2 54.9 52.5 | 73.6 65.6 80.0* | 90.0*| 81.9*| 619.4 68.8
0.6 69.7 65.6 51.9 63.4*% 80.0 7.1 77.1 77.1 17 1 639.0 71.0*
0.3 58.1 51.9 46.7 53.7 | 77.1 63.4 69.7 80.0 736 574.2 63.8
0.01 73.6* | 54.9 51.9 46.7 | 80.0 68.9 65.6 71.6 68.9 582.1 64.7
0.08 58.7 54.9 43.9 56.8 | 71.6 63.4 58.7 77«1 65.6 550:.7 61.2
0.06 54.9 46 .1 36.3 52.5 | 69.7 65.6 53.7 73.6 60.0 512.4 56.9
0.03 40.4 42.1 36.3 46 .7 | 58.7 62.0 46.7 | 64.9 53 .4 451.5 50.2
0.001 55.6 21.1 332 40.4 | 51.9 50.8 43.3 62.0 53.7 412.0 45.8
0.008 43.3 10.0 31,3 43.9 | 43.3 40.4 28.0 54.9 52.5 347.6 38.6
0.006 43.3 8.1 26.6 24.4 | 41.0 31.9 18.4 49.6 39.2 282.5 31.4
0.003 34.4 0.0 8.1 20.3 | 24.4 20.3 10.0 31.3 28.7 1775 19.8
0.001 10.0 0.0 0.0 8.1 1] 12.9 10.0 10.0 15:.3 12.9 79.2 8.8
TOTAL 654.5 [495.5 |483.1 |561.3 |766.1 |681.4 |638.3 [824.5 | 747.8 |5852.5 |650.4
X 50.3 38.1 37.2 43.2 | 58.9 52.4 49.1 63.4 57.5 450.2 50.0

*Maximos porcentajes de brocas esporuladas.
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valores de humedad estdn cercanos al punto de saturacion; para
nuestro caso, posiblemente los altos porcentajes de esporulacién se
dieron por que los insectos muertos se colocaron en camaras humedas a
punto de saturacién para estimular la emergencia del hongo.

5.6.Esporulacién de B. bassiana sobre C. stephanoderis

Todos los parasitoides muertos fueron colocados en céamaras
humedas para estimular la emergencia del patégeno de los caddveres de
C. stephanoderis y con la ayuda de un microscopio estereoscépico se
pudo constatar la presencia del hongo.

En el Cuadro 6, se presentan los porcentajes de adultos hembras
del parasitoides con el hongo esporulado por dosis y por cepa,
corregidos por el Arco seno V% , se puede notar que los méximos
porcentaje de parasitoides con esporulacién para las cepas Bb4, BbS,
Bbl4, Bbl6é, Bbl7, Bbl8, Bb24, Bb25 y Bb26 se situan entre el 1.0 y
0.6% de concentracién, mientras que los maximos porcentajes de
esporulacién lo obtuvieron las cepas Bb17 (90.0%) y Bb24 (64.9%)
mismas que se sitian en concentraciones del 1.0%, siguiendo en forma
decreciente el. resto de las cepas (Cuadro 6). En cuanto al
comportamiento por cepa se puede notar que con respecto a la media
general que fue el 42.3%, las cepas Bb4, Bb26 y Bbl8 obtuvieron los
promedios més altos de parasitoides esporulados con 60.5, 49.7 y 45.9%
respectivamente; las cepas Bb8, Bb24 y Bbl4 fueron las que menor
porcentaje de esporulacién presentaron con un 35.6, 34.5 y 26.0%,
mientras que las cepas Bbl7, Bbl6é y Bb25 obtuvieron un
comportamiento similar a la media general, ya sus valores casi
resultaron ser iguales.

5.7. Viabilidad de conidios de B. bassiana
preservados en cristales de silica gel.

5.7.1. Porcentaje de germinacién de conidios.

La viabilidad de conidios de los hongos entomopatégenos, es una
caracteristica muy importante en el control de insectos plagas; muchos
investigadores mencionan que la humedad relativa, temperatura y luz
tienen efectos directos en la germinacién de B bassiana, la viabilidad



CUADRO 6 . Porcentaje de adultos hembras del parasitoide Cephalonomia
stephancderis Betrem., esporuladas después de inoculadas
con nueve cepas del hongo Beauveria bassiana (Bals.) Vuill.
a diferentes concentraciones de conidias/ml en condiciones
de laboratorio. C.I.E.S. 1992.
Dosis.de C E p S
conidias TOTAL %
(% de Bb4 Bb8 Bbl4 Bblé6 Bbl7 Bbl8 Bb24 Bb25 Bb26
concent.)
1.0 81.9 67.2 63.4 71.6 90.0*| 77.1 64.9*| 80.0 80.0 676.1 7541
0.8 90.0%* 69.7%* 67.2% 17 ud 77.1 81.9 60.0 80.0 90.0%* 693.0 77.0%*
0.6 90.0*| 67.2 37.5 80.0* 67.2 90.0*| 61.3 90.0* | 80.0 663.2 73.7
0.3 81.9 61.3 49.0 73.6 | 69.7 71.6 53.7 60.0 67.2 588.0 65.3
0.01 80.0 47.9 26.6 60.0 | 68.9 61.3 46.7 58.1 62.0 511.5 56.8
0.08 65.6 30.0 24 .4 43.3 | 43.9 52.5 45.0 41.0 52.5 398.2 44 .2
0.06 64.9 28.7 28.0 42,1 | 46.7 47 .9 28.7 35.1 50.8 372.9 41 .4
0.03 55.6 22.8 18.4 37.5 | 28.7 43.3 28.0 31.9 43.9 310.1 34.5
0.001 52 5 22.8 12.9 26.6 | 30.0 28 .0 26.6 26.6 39.2 265.2 29.5
0.008 46.1 16.4 10.0 15.3 | 18.4 20.3 25.:1 15.3 28 .7 195.6 21.7
0.006 43.3 16.4 0.0 15.3 | 18.4 10.0 8.1 10.0 15.3 136.8 15.2
0.003 25,1 12.9 0.0 10.0 | 10.0 12.9 0.0 10.0 21.1 102.0 11.3
0.001 10.0 0.0 0.0 0.0 | 10.0 0.0 0.0 0.0 15.3 35.3 3.9
TOTAL 786.9 |463.3 |[337.4 | 552.4 |[579.0 |596.8 | 448.1 | 538.0 [646.0 |4947.9 [549.6
X 60.5 35.6 26.0 42 .5 | 44.5 45.9 34.5 41 .4 49 .7 380.6 42.3

*Maximos porcentajes de parasitoides esporulados.

147
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puede durar unos cuantos dias hasta varios afios dependiendo de las
condiciones ambientales y la técnica de preservacion utilizada
(Steinahus, 1960; Clerk y Madelin, 1965; Bell y Hamalle, 1974).

Los resultados obtenidos en la germinacién de conidios se
observan en las Figuras del 11 al 23, notdndose un efecto directo de la
temperatura sobre la germinacién de los conidios. El mayor porcentaje
de viabilidad se observé a temperaturas bajas (4 * 1 0c) comparado con
temperaturas mas altas (35 + 1 OC), existe una declinacién progresiva
de la viabilidad de las unidades infectivas conforme pasa el periodo de
observacion. Estos resultados son similares a los encontrados por varios
investigadores (Hall, 1954; Mesera, 1957; Steinhaus, 1960;
Schaerffeberg, 1964; Walstad et al, 1970; Doust y Roberts, 1983;
Aregger, 1992).

5.7.1.1. Germinacién de conidios a 4 + 1 OC,

Con respecto a la germinaciéon de los conidios mantenidos a 4 + 1
oC, se puede notar que todas las cepas experimentadas tuvieron un
comportamiento similar, ya que el porcentaje de viabilidad registrado
durante el tiempo de observacién sufrié una declinacién progresiva. De
todas las cepas, la Bbl7 (Figura 21) fue la que presenté el porcentaje
de viabilidad mas alto, el valor de la ecuacion de la linea de regresién
es mayor Y = 108.333 -8.041X (r2 = 0.84; P < 0.01), siguiendo en
orden decreciente las cepas Bb2 (Figura 11) con una ecuacién de Y =
105.833 -9.970X (r2 = 0.91; P > 0.01) y la Bb9 (Figura 16) con la
siguiente ecuacién Y = 105.250 - 11.503X (r2 = 0.94; P > 0.01). La
cepa Bb8 manifesté6 menor porcentaje de viabilidad (Figura 15) como se
manifiesta por la ecuacién de la linea de regresiéon menor Y = 97.875 -
11.214X (r2 = 0.91; P > 0.01). De acuerdo con la prueba de Tukey
(Cuadro 7), la germinacién de los conidios de las diferentes cepas B.
bassiana mantenidas a 4 * 1 °C no mostraron diferencia estadistica
significativa.

En este estudio se pudo observar que los conidios preservados
en silica gel, se mantuvieron viables mas de siete meses de
almacenamiento, hasta este tiempo el porcentaje médximo de germinacién
fue de 61% para la cepa Bbl7 (Figura 21) y el minimo la Bb16 (Figura
20) con un 21% de germinacién; posiblemente la viabilidad de los
conidios conservados en silica gel a 4 Oc se prolongue méas tiempo
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segun resultados reportados por otros cientificos (Steinhaus, 1960;
Aregger, 1962; Yendol, 1968; Fargues et al, 1979; Daust y Roberts,
1983).

5.7.1.2. Germinacién de conidios a 25 + 1 0C.

La germinacién de los conidios a temperatura de 25 * 1 Oc
también presenté una declinacién progresiva en funcién del tiempo, con
respecto a todas las cepas, se puede mencionar que la Bbl7 (Figura 21)
fue la que presenté el mayor porcentaje de viabilidad, con un valor de
la ecuacién de la recta de regresion mayor Y = 96.086 - 15.880X (r2 =
0.84; P € 0.01), siguiendo en orden de importancia la cepa Bb2 (Figura
11) con una ecuacién de Y = 93.208 - 14.791X (r2 = 0.97; P > 0.01)
y la Bbl8 (Figura 22) con la siguiente ecuacién Y = 91.333 - 14.490X
(r2 = 0.97; P > 0.01). La cepa que menor porcentaje de viabilidad
presenté fue la Bbl9 (Figura 23) con un valor menor de la ecuacién de
la recta de regresién Y = 64.407 - 10.981X (r2 = 0.95; P > 0.01). En el
Cuadro 7, se observa que de acuerdo a la prueba de Tukey la
germinacién de los conidios de las diferentes cepas del B. bassiana
preservadas en silica a 25 * 1 Oc , no mostraron diferencia estadistica.

En general todas las cepas preservadas con esta técnica,
tuvieron una viabilidad maxima de cinco a seis meses, este resultado es
mayor que la obtenida por Walstad et al (1960) trabajando con el mismo
rango de temperatura pero no mencionan la técnica de preservacién
utilizada.

5.7.1.3. Germinacién de conidios a 35 + 1 9C.

Schaerffenberg (1964), menciona que la temperatura es el factor
mds importante en la viabilidad de los conidios de B. bassiana, siendo
la temperatura 6ptima para la germinacién, crecimiento y esporulacién
del hongo entre 25 a 30 Oc, abajo de los 25 Oc el patégeno puede
entrar en dormancia y arriba a los 30 0C 1los conidios pueden llegar a
morir en poco tiempo. En la presente investigaciéon se encontré que los
conidios sometidos a 35 *+ 1 OC tuvieron viabilidad de 2 a 4 meses; la
cepa Bbl8 (Figura 22) fue la que obtuvo el porcentaje de germinacién
méas alto, con un valor de la ecuacién de la recta de regresién mayor
Y = 52.916 - 994X (r2 = 0.46; P < 0.01), siguiendo en orden
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decreciente la Bbl9 (Figura 23) con una ecuacién de Y = 52.666 -
10.136X (r2 = 0.53; P < 0.01). La cepa que menor porcentaje de
viabilidad presenté fue la Bbl6 (Figura 20) Y = 44.666 - 8.797X (r2 =
0.43; P < 0.01); estos resultados son similares a lo reportado por
Steinhaus (1960), quien menciona que la viabilidad de los conidios de
B. bassiana a 30 O0C duré de 1 a 2 meses después de almacenamiento;
no existiendo diferencia estadistica segun la prueba de Tukey entre las
diferentes cepas preservadas a 35 * 1 0c (Cuadro 7).

5.7.2. Diametro de colonias de B. bassiana.

El desarrollo radial del crecimiento micelial de las cepas
estudiadas a partir de un cristal de silica gel se muestran en las
figuras 24 a 26.Los resultados demuestran que el didmetro de las
colonias se reduce notablemente conforme se incrementa la temperatura
{(Cuadro 12 del apéndice).

En la figura 24, se presentan las medias (X) de las colonias con
su respectivo error estdndar (SX) de 13 cepas del hongo B. bassiana,
observandose que a temperatura de 4 * 1 0c las cepas que mayor
crecimiento micelial obtuvieron fueron la Bbl3 (X = 2.24 cm; SX = %
0.21) y la Bbl5 (X = 2.24 cm; SX = * 0.21); segun los resultados las
dos cepas antes mencionadas tuvieron un comportamiento similar ya que
sus medias y error estdndar fueron iguales. Le siguen en orden de
importancia la cepa Bbl9 con valores de (X = 1.96 cm; SX = * 0.27).
Con respecto a todas las cepas, la Bb8 presenté un pobre crecimiento
micelial (X = 1.42 cm; SX = + 0.32). A esta temperatura el promedio en
diametro de las colonias se presenté en rangos que van de 2.24 a 1.96
cm teniendo una diferencia de 0.28 cm entre el valor mas alto y el més
bajo.

Con respecto a temperatura de 25 % 1 Oc, 1a cepa Bbl5 fue la
que obtuvo el mayor promedio en el crecimiento micelial (X = 1.56 cm;
SX = 0.26), siguiendo en orden decreciente la cepa Bbl9 con valores de
(X = 1.24 ecm; SX = £ 0.35). En relacion con las demds cepas la Bb8
también registré el menor valor en didmetro (X = 0.81 cm; SX = 0.29)
(Figura 25). En general se puede mencionar que a esta temperatura el
promedio en el didmetro de las colonias oscilé en rangos de 1.24 a 0.81
cm, con una diferencia de 0.43 cm entre el valor mayor y el menor.
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En la Figura 26, se observa el resultado de las cepas del hongo
B. bassiana a temperatura de 35 % 1 0c, se nota facilmente que el
crecimiento micelial se reduce drasticamente, siendo la cepa Bbl9 la que
registré el mayor valor de su didmetro (X = 0.95 cm; SX = + 0.31), le
sigue en orden de importancia la Bb7 (X = 0.89 cm; SX = + 0.33). En
comparaciéon con las demds cepas, la Bb8 fue la que resulté tener el
menor valor de su didmetro (X = 0.54 cm; SX = + 0.33). El promedio en
el didmetro de las colonias fue en rangos de 0.95 a 0.89 cm con una
diferencia de 0.06 cm entre ambos valores.

Los resultados de las mediciones radiales de las colonias no
variaron considerablemente entre cepa y cepa, mostrando unicamente
diferencia estadistica (Tukey= 0.05%) a temperatura de 4 * 1 Oc
{(Cuadro 8).
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(Bb2), preservados en silica gel a diferentes tempe
raturas en funcibén del tiempo. C.I.E.S. 1992.

6S



% DE VIABILIDAD DE CONIDIOS

120

4°c B8 Y

]

101.458-12.595X

25°C » Y 90.958-14.863X

51.916‘10-083X

0 T . 4 ) g
0 1 2 3 4 5 B8 7
ME S E S

Figura 12. Viabilidad de conidios de Beauveria bassiana cepa
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raturas en funcién del tiempo. C.I.E.S. 1992.
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Figura 13. Viabilidad de conidios de Beauveria bassiana cepa

(Bb6), preservados en silica gel a diferentes tempe
raturas en funcién del tiempo. C.I.E.S. 1992.
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Figura 16. Viabilidad de conidios de Beauveria bassiana cepa

(Bb9), preservados en silica gel a diferentes tempe
raturas en funcién del tiempo. C.I.E.S. 1992.
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Figura 17. Viabilidad de conidios de Beauveria bassiana cepa

(Bbll), preservados en silica gel a diferentes tem

peraturas en funcidén del tiempo. C.I.E.S. 1992.
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Figuré 20. Viabilidad de conidios de Beauveria bassiana cepa

(Bbl6), preservados en silica gel a diferentes tempe

raturas en funcién del tiempo. C.I.E.S. 1992.
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Figura 21. Viabilidad de conidios de Beauveria bassiana cepa

(Bbl17), preservados en silica gel a diferentes tempe

raturas en funcién del tiempo. C.I.E.S. 1992.
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Figura 24. Interaccibén de la temperatura (4 +1°C) y tiempo de

almacenamiento sobre el desarrollo colonial de 13

cepas del hongo Beauveria bassiana a partir de un

cristal de sflica gel. 1992.
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Figura 25. Interaccién de la temperatura (25 +1°C) y tiempo

de almacenamiento sobre el desarrollo colonial -
de 13 cepas del hongo Beauveria bassianaa. partir

de un cristal de silica gel. 1992.
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Figura 26.

Bt Bbi Bb6 BbY BbS BbO Bbil Bbi3 Bbi5 Bbi6 Bbi? Bbis Bbid
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Interacciédn de la temperatura (35 +1°C) y tiempo

de alamacenamiento sobre el desarrollo colonial

de 13 cepas del hongo Beauveria bassiana a partir

de un cristal de sflica gel. 1992.



Cuadro 7. Porcentaje de germinacién de los conidios de 13 cepas
de Beauveria bassiana, preservados durante siete
meses en sflica gel a tres diferentes temperaturas.

75

T e m p e r a t u r a

Cepa

4 +1°C 25 #19°C 35 +1°C
Bb2 70.93 a 41.44 a 15.50 a
Bb4 57.38 a : 38,94 a 16.63 a
Bb6 64.13 a 37.00 a 15.25 a
Bb?7 65.38 a 36.25 a 16.00 a
Bb8 58.63 a 38.88 a 14.38 a
Bb9 66.56 a 39.56 a 15.00 a
Bbll 59.89 a 39.38 a 16.19 a
Bbl3 64.44 a 35.75 a 15.75 a
Bbl5 64.69 a 40.75 a 15.56 a
Bb16 55.25 a 34.19 a 13.88 a
Bbl7 80.19 a 40.50 a 15.25 a
Bbl8 73.69 a 40.69 a 17.94 a
Bb19 62.31 a 35.25 a 17.19 a

Los datos con la misma letra no expresan diferencia estadistica
al 0.05% segin la prueba de Tukey.
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Cuadro 8 . Promedio del desarrollo colonial de 13 cepas del hongo
Beauveria bassiana, preservados durante siete meses en
sflica gel a tres diferentes temperaturas.

cepa 4 +1°C 25 #1°C 35 +19C
Bbl5 2.46 a 0.99 a 0.79 a
Bbl3 2.37 a 1.19 a 0.86 a
Bbl9 1.96 a 1.24 a 0.95 a
Bb4 1.77 a 1.11 a 0.59 a
Bb6 1.76 a 1.18 a 0.70 a
Bbl17 1.76 a 1.07 a 0.87 a
Bbl16 1.74 a 1.14 a 0.77 a
Bb2 1.72 a 1.12 a 0.68 a
Bb7 1.70 a 1.20 a 0.89 a
Bb9 1.64 a b 1.14 a 0.57 a
Bbl8 1.62 b 1.02 a 0.63 a
Bbll 1.58 b 0.90 a 0.63 a
Bb8 1.42 b 0.81 a 0.54 a

Promedio con la misma letra no expresan diferencia estadfistica
al 0.05% segfin la prueba de Tukey.



6. CONCLUSIONES

Con base a los resultados obtenidos en el presente trabajo de
investigaciéon, donde se probaron en condiciones de laboratorio 18 cepas
del hongo Beauveria bassiana sobre la broca del café Hypothenemus
hamgéi y su parasitoide Cephalonomia stephanoderis, y la preservacion
de los conidios en silica gel a diferentes temperaturas, se establecen las
siguientes conclusiones.

1. De las 18 cepas del hongo B. bassiana experimentadas sobre H.
hampei y C. stephanoderis, nueve de ellas resultaron ser méas
agresivas a ambos insectos.

2. Las cepas mds agresivas a CLgg en bioensayos de patogenicidad
fueron Bb4 (0.003), Bb25 (0.004) y Bb26 (0.006), mismas que
equivalen a 2.2X10E6, 4.1X10E6 y 5.9X10E6 conidios/ml de
solucién, presentando un elevado potencial para ser utilizado
dentro de un programa de control integrado de H. hampei.

3. Las cepas méds agresivas a CLgg frente al parasitoide C.
stephanoderis en bioensayos de patogenicidad fueron Bb4
(0.007), Bb26 (0.022) y Bbl7 (0.023), mismas que equivalen a
5.25X10E6, 21.93X10E6 y 29.29X10E6 conidios/ml de solucién.

4. El micelio del hongo emerge de los costados y partes
intersegmentales del cuerpo de la broca del café, dejando
libre las partes quitinizadas como es la cabeza y parte

superior del pronoto.

5. En el parasitoide el micelio emerge de todas las partes del cuerpo,
llegando a cubrir parcialmente la cabeza, torax y abdomen.
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6. El método de preservacién en silica gel resulté adecuado para
preservar las cepas de Beauveria bassiana hasta siete meses; la
mayor viabilidad ocurri6 a 4 ©°C. Sin embargo en las tres
temperaturas estudiadas, el porcentaje de germinacién y el
desarrollo micelial decliné a medida que pasé el tiempo, lo cual
fue mds marcado cuando se almacené a 35 ©°C, condicién en
donde la viabilidad fue de dos a cuatro meses.
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9 . Porcentaje de mortalidad de Hypothenemus hampei

inoculado con 18 cepas del hongo entomopatégeno

Beauveria bassiana al 1% de concentracién.

ancentra— !
ciove ae 10| SHE1,E7, 507 srocas | Brocus | Brocas | rorcenase
cepa X 10E8 das tas dad. -
Bb2 (México) 10.28 100 31 69 31
Bb4 (Ecuador) 7.55 100 96 4 96#
Bb6 (Ecuador) 10.86 100 61 39 61
Bb7 (México) 9.32 100 36 64 36
Bb8 (México) 9.09 100 98 2 o8+
Bb9 (México) 8.21 100 88 12 88
Bbl2 (México) 10.35 100 87 13 87
Bbl3 (Rusia), 9.50 100 86 14 86
Bbl4 (Brasil) 6.18 100 96 4 96+
Bbl5 (Brasil) 7.38 100 81 19 81
Bbl6 (Brasil) 12.70 100 98 2 98+
Bbl7 (Brasil) 11.50 100 100 0 100*
Bbl8 (México) 10.10 100 92 8 924
Bb19 (México) 10.21 100 81 19 81
Bb22 (México) 9.42 100 90 10 90
Bb24 (México) 9.80 100 94 6 94+
Bb25 (México) 10.30 100 98 2 9g*
Bb26 (México) 9.99 100 94 6 94#
TESTIGO 0.0 100 2 98 2

* Maximos porcentajes de mortalidad.




CUADRO 10.

Concentracién de Conidios/ml en las diferentes diluciones de cinco cepas
del hongo Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin evaluados en condiciones

de laboratorio sobre la broca del café Hypothenemus hampei

(Ferr.) y el

parasitoide Cephalonomia stephanoderis Betrem. 1992.
CONCENTRACION DE
CONIDIOS Bb4 Bb8 Bbl4 Bblé Bbl7
*

1.0 755  x 106 909 x 108 618 X 102 X 103 X 10;
0.8 604 X 102 727 X 102 49y x 108 x 107 92.7 x 107
0.6 453 x 10¢ | 545 x 10¢ {370  x 10 x 107 69.5 x 10
0.3 226 x 10 272  x 10 185 x 10 x 10 34,7 x 10
0.1 75  x 106 90.9 x 10© 61.8 x 106 12.7 x 107 11.5 x 107
0.08 60 x 10° 72.7 x 108 49,4 x 108 0.2 x 107 9,2 x 107
0.06 45  x 10° 54,5 x 108 37.0 x 108 7.6 x 107 6.9 x 107
0.03 22 x 106 27.2 x 108 18.5 x 106 3,8 x 107 3.4 x 107
0.01 7.5 x 106 9,0 x 108 6.1 x 106 12.7 x 108 11.5 x 108
0.008 6.0 x 10© 7.2 x 10° 4,9 x 10° 10.2 x 10° 9,2 x 106
0.006 4,5 x 10° 5.4 x 10 3.7 x 10° 7.6 x 108 6.9 x 10°
0.003 2.2 x 10° 2.7 x 10° 1.8 x 10° 3.8 x 10° 3.4 x 106
0.001 7.5 x 10° 9.0 x 10° 6.1 x 10° 12.7 x 103 11.5 x 10°

* Promedio obtenido de 10 conteos.

S6



CUADRO 11 .

Concentracidén de Conidios/ml en las diferentes diluciones de cuatro cepas
del hongo Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin evaluados en condiciones

de laboratorio sobre la broca del café Hypothenemus hampei (Ferr.) vy el
parasitoide Cephalonomia stephanoderis Betrem. 1992,
CONCENTRACION DE
CONIDIOS Bbl8 Bb24 Bb25 Bb26
1.0 101 x 1o0I* 980 x 10° 103 x 107 999  x 10°
0.8 80 x 107 784 x 10° 82 x 107 799  x 10°
0.6 60 x 107 588 x 106 62 X 107 599 X 106
0.3 30 x 107 294 x 106 31 x 107 299 x 106
0.1 10 x 107 98,0 x 106 10,3 x 107 99,95 x 106
0.8 8.0 x 107 78.4 x 106 8.2 x 107 79.9 x 106
0.06 6.0 x 107 58.8 x 106 6.2 x 107 59.9 x 106
0.03 3.0 x 107 29.4 x 106 3.1 x 107 29,9 x 106
0.01 10 x 106 9,8 x 106 10.3 x 106 9.9 x 106
0,008 8.0 x 106 7.8 x 106 8.2 x 106 7.9 x 106
0.006 6.0 x 106 5.8 x 106 6.2 x 106 5.9 x 106
0.003 3.0 x 106 2.9 x 106 3.1 x 106 2.9 x 106
0.001 10,0 x 105 9,8 x 105 10,3 x 105 9.9 x 105

* Promedio obtenido de 10 conteos.
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Cuadro 12. Desarrollo en didmetro (cm) de 13 cepas del hongo ento-
mopaté4geno Beauveria bassiana preservado en sflica gel

bajo temperatura constante. 1992.

Didmetro de la colonia (cm) Diferencia

Cepa del Temp. entre 1las
hongo {=C) Media Error standar medias.
(x) (Sx)
4 172 0.23
Bb2 25 1.12 0.36 0.60**
35 0.68 0.25 0.44**
4 1+75 0.22
Bb4 25 1.11 0.36 0.64%+
35 0.59 0.26 0.52#%*
4 1.76 0.22
Bb6 25 1.18 0.36 0.58**
35 0.70 0.22 0.48**
4 1.70 0.26
Bb7 25 1.12 0.35 0.58%**
35 0.89 0.33 0.23**
4 1.42 0.32
Bb8 25 0.81 0.29 0.61**
35 0.54 0.23 0.27**
4 1.64 0.22
Bb9 25 1.14 0.35 0.50**
35 0.58 0.23 0.56**
4 1.56 0.24
Bbll 25 0.90 0.32 0.66**

a5 0.63 0.27 Q. 27%%
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Continuacién Cuadro 12...

Didmetro de la colonia (cm) Diferencia

Cepa del Temp.
entre las
s (°C) Media Error . standar pegias
‘ (%) (sX)
4 2.24 0.21
Bbl3 25 1.19 0.36 1.05%%
35 0.86 0.24 0.33%*
4 2.24 0.21
Bbl5 25 1.56 0.26 0.68**
35 0.79 0.29 . QST
4 1.74 0.26
Bbl6 25 1.14 0.36 0.60**
35 0.77 0.29 D. 37 %>
4 1.76 0.21
Bbl7 25 1.07 0.32 0.69**
35 0.87 0.31 0.20**
4 1.62 ' 0.25
Bbl8 25 1.02 0.32 0.60**
35 0.63 0.27 0.30%%
4 1.96 0.27
Bb19 25 1.24 0.35 DsT2%*
35 ) 0.95 0.31 0.29**

** Sjignificancia estadfistica (P = 0.05).
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Cuadro 13. Ingredientes que forman parte en la dieta meridica

para la crfia de la broca del café

hampei. 1992.

Hypothenemus -

Ingredientes Cantidad
Agua hervida 750 ml
Dextrosa 14 gr
Levadura de torula 20 gr
Caseina 20 gr
Semilla de café en polvo 100 gr
Sales Wesson 2 gr
Agar 27 gr
Nipagin 1 gr
Benzoato de sodio 0.6 gr
Formol al 40% 2 ml
Etanol absoluto 10 m1
Colesterol 0.6 gr
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Figura 27. Germinacidn de conidios de Beauveria
bassiana almacenados a diferentes
temperaturas. A (4 +1°C), B (25 #1°C)
y C (35 +1°C).Laflecha indica el coni

dio del hongo.
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