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RESUMEN

Se investigo la patogenicidad de una formulacién comercial del hongo
Beauveria bassiana contra la broca del café (Hypothenemus hampei)
bajo tres tratamientos: a) esporas de B. bassiana en sustrato de arroz
(presentacion comercial); b) esporas de B. bassiana separadas del sus-
trato de arroz (colocadas en frasco ambar); c) esporas de B. bassiana
separadas del sustrato de arroz en aceite de maiz comercial (colocadas
en frasco ambar). Los tres tratamientos fueron mantenidos a temperatura
ambiente (30 °C) y en refrigeracion (4 °C); los bioensayos se realizaron
cada 15 dias. Al inicio de los tratamientos se hicieron pruebas de patoge-
nicidad y viabilidad del producto comercial sobre brocas adultas, y cada
mes se repitieron las mismas pruebas a cada uno de los tratamientos.
Los resultados indican que la presentacion comercial (en sustrato de
arroz) a temperatura ambiente como en refrigeracion pierde antes de 30
dias su patogenicidad y viabilidad, en tanto que las esporas puras y es-
poras en aceite se mantienen viables después de un mes a temperatura
ambiente como en refrigeracion. La presentacion de hongo en arroz se
dejo6 de usar ya que a los 15 dias presentaba contaminacién. El hongo
formulado en aceite no mejoré en mucho los porcentajes de efectividad
para el control biolégico, pero al manejarse presenté un mejor control
de insecto, ya que mantuvo una mayor mortandad en los bioensayos
como aparicion miceliar que superé el de esporas puras.

Palabras claves: Beauveria bassiana, Hypothenemus hampei, patoge-
nicidad, viabilidad, esporas

ABSTRACT

The pathogenicity of a commercial formulation of the fungus Beauveria
bassiana against coffee berry borer Hypothenemus hampei was inves-
tigated under three treatments: a) B. bassiana spores in rice substrate
(commercial form), b) B. bassiana spores separated from rice substrate
(placed in amber bottle), and c) B. bassiana spores separated from rice
substrate in commercial corn oil (placed in amber bottle). Treatments
were maintained at room temperature (30 °C) and refrigeration (4 °C).
Bioassays were conducted every fifteen days. Pathogenicity and viability
tests of commercial product on adult borers and every month, the same
tests were done to each treatment. Results indicate that commercial
presentation (in rice substrate) lose pathogenicity and viability before
30 days so at room temperature as refrigeration conditions, while pure
spores and spores in oil kept viable after one month at room and refrig-
eration temperatures. Fungus presentation in rice was contaminated till
fifteen days and stop being used. Oil formulated fungus did not improve
in much the percentages of efficiency for biological control, but presented
a better insect control because presented a major mortality in biotests
like miceliar appearance that surpassed the pure spores one.

Key words: Beauveria bassiana, Hypothenemus hampei, pathogenicity,
spores, viability

INTRODUCCION

México cuenta con 760 974,05 ha establecidas de café
(Coffea arabica L.) y rendimiento promedio de 1,87 t/ha
[SIAP, 2013]; ocupa el séptimo lugar en produccién
mundial de café [Terra México, 2009], y es uno de los
primeros lugares en la produccién de café organico
en el mundo, cuyo destino principal son los merca-
dos europeo y norteamericano, lo que permite, por
un lado, mejores ingresos de los caficultores, y por
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el otro la disminucién migratoria de los pequefios
productores de café [Escamilla, 2007]. La broca del
grano de café (Hypothenemus hampei Ferrari) es la
plaga mas importante de la caficultura a nivel mun-
dial [Jaramillo et al., 2006] debido al dano directo
que ocasiona al grano, sin importar el sistema de
cultivo que se desarrolle, bajo sombra o sin sombra
[Jarquin, 2005]. Las pérdidas en las cosechas debidas
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a esta plaga varian del 10 al 80 % [Le Pelley, 1968],
lo cual exige medidas de control eficientes en forma
oportuna y cuando el insecto amenace con causar
pérdidas econémicas [Trujillo et al., 2006].

En la actualidad existe gran preocupacién por el uso
de plaguicidas en la agricultura, puesto que para el
control de las principales plagas que atacan el café se
emplean cantidades considerables de productos quimi-
cos como el endosulfan [Lépez et al., 2009], situacién
que ha conducido a problemas de contaminacién am-
biental, reduccién de los rendimientos y resistencia a
los insecticidas [Irulandi et al., 2010]. Existe entonces
la necesidad creciente de reducir el uso de agroquimi-
cos para el control fitosanitario [Suarez, 2009]. Varias
de las investigaciones que se realizan en algunos paises
tienen como objetivo descubrir los métodos mas se-
guros y eficaces para el control de plagas de insectos,
como el empleo de entomopatégenos, bacterias, virus
y hongos, los que han sido reportados como agentes de
proteccién contra varios insectos [ Rosell et al., 2008].
Los hongos entomopatégenos tienen diferentes atribu-
tos que determinan su virulencia, como la produccion
de enzimas hidroliticas que suelen facilitar cada etapa
de infeccion del hongo y, adicionalmente, pueden ser
importantes en la invasion del hemocele del insecto

[Zibaee y Bandani, 2009; Zhanga et al., 2008].

La lucha biolégica se plantea como una alternativa
amigable con el medioambiente, mas favorable que el
control quimico, de ahi que el hongo entomopatégeno
Beauveria bassiana, reportado como un seguro biopla-
guicida [Sudrez, 2009; Devi et al., 2008; Bhattacharryya
et al., 2008], contintie en estudio de manera intensiva
como agente de control biolégico, asi como su papel en
la regulacién de poblaciones de insectos debido a su po-
tencial capacidad insecticida al presentar amplia gama
de hospedantes de 700 especies de insectos [Sahayaraj
et al., 2011; Pedrini et al., 2010; Senthilrajaa et al., 2010;
Ajaykumar, 2008; Vasantharaj, 2008; Montesinos et al.,
2011] y la ocurrencia natural de epizootias en poblaciones
delabroca del café (H. hampet) en zonas cafetaleras | Vaz-
quez et al., 2010]. La agricultura orgénica es un sistema
de produccién integral para la obtencién de productos
agropecuarios libres de agroquimicos, con apego a nor-
mas agroecoldgicas, y con una certificacién externa que
los acredita como tales [Gémez y Gémez, 1996], lo que
implica la utilizacion de controles naturales y biolégicos
para el control de plagas y enfermedades, y el manejo
integrado como la forma mas racional de luchar contra

los insectos plaga [Jarquin, 2005].
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En Latinoamérica se han desarrollado y utilizado
formulaciones comerciales de B. bassiana para el con-
trol de la broca del café desde mediados de los afios
noventa, producidas principalmente por centros de
investigacién u organizaciones de productores [An-
tia, 1992]. El término formulacion implica establecer
diferentes presentaciones del ingrediente activo, o la
adicion de compuestos con el fin de mejorar la activi-
dad de la aplicacién. Se ha reportado que los diferentes
componentes de una formulacién (aceites vegetales,
aceites derivados del petrdleo, vehiculos acuosos,
diluyentes en polvo o granulares) pueden afectar la
viabilidad de las conidios; sin embargo, SAGARPA
(2007 a) recomienda la necesidad de monitorear la
virulencia de la formulacién debido a que en algunas a
base de polvo, aceites o granulares que se mantuvieron
almacenadas a 4 °C hasta por ocho meses, no se afecté
la germinacion, pero si la virulencia. El objetivo de
una buena formulacién es preparar una combinacién
de ingredientes de forma tal que el principio activo
se mantenga estable durante el almacenamiento y
después de la aplicacién, efectivo y facil de aplicar [Pe-
drini et al., 2011; Fragas et al., 2007, citado por Gato,
2010]. Los materiales utilizados en la formulacién
no deben tener actividad biolégica sobre animales,
plantas o insectos benéficos, ni afectar la actividad
del hongo; deben ser inocuos al ambiente, presentar
caracteristicas fisicas adecuadas para mezclarse con el
ingrediente activo, facilitar la aplicaciéon del producto
y ser econémicamente rentables [Urtubia y France,
citados por Gato, 2010]. De acuerdo con Monzén
(2001), la viabilidad de los conidios se mantiene mayor
tiempo en la formulacién liquida que en la sélida; sin
embargo, cuando en la formulacién liquida se utilizan
aceites minerales o derivados de petréleo, esta no es
aceptada en la producciéon organica debido al tipo
de aceite que contiene, por lo que se recomienda la
utilizacion de aceites vegetales para no influir en el
concepto de un producto organico.

La Norma Fitosanitaria 2000 contra la broca del café
[NOM-002-FITO-2000; SAGARPA, 2007 b] indica
que el producto del hongo B. bassiana debera tener
una concentracién de 1,3 x 10" esporas viables/mL, y
que sera provisto por laboratorios que hayan cumplido
con dicha norma [Ramirez, 2007]. Por lo general, los
aislados de B. bassiana usados contra la broca del café
en México se propagan a escala masiva en arroz (Ory-
za sativa L.) como sustrato; sin embargo, también se
han empleado otros materiales como bagazo de cafia
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(Saccharum officinarum L.), salvado de trigo (Triticum
aestivum L.) y residuos de papa (Solanum tuberosum L.)
[Nufiez et al., 2010; Barrera, 2008]. El producto final es
almacenado y transportado sin separarlo del sustrato,
y son los productores quienes realizan la separacién del
hongo del arroz; pero la tendencia actual es la venta del
producto en formulaciones aceitosas o polvos humecta-

bles [Barrera, 2008].

Basado en estas modificaciones, el presente trabajo
tuvo como objetivos comparar si un formulado de
aceite vegetal preparado en laboratorio presenta
una mayor patogenicidad y accién germinativa que
el sustrato de arroz, asi como comparar su vida de
anaquel tanto en condiciones ambientales como en
refrigeracion.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realiz6 en 2008 en el Laboratorio de Pato-
logia de Insectos de la Linea de Investigacién Manejo
Integrado de Plagas de El Colegio de la Frontera Sur
(ECOSUR), localizado en Tapachula, Chiapas.

Como material biolégico se utiliz6 producto comercial del
hongo entomopatégeno Beauveria bassiana producido en
la Junta Local de Sanidad Vegetal de Tapachula, Chiapas.
El producto comercial contiene esporas de B. bassiana en
arroz dentro de bolsas negras de 600 g para una dosis,
a una concentraciéon de 3,5 x 10° conidios/g. Algunas
de las bolsas se mantuvieron selladas y en refrigera-
cién a una temperatura de 4 °C hasta los bioensayos,
mientras que otras fueron abiertas para separar las
esporas del arroz a través de un tamizado. Las esporas
se colocaron en frascos de color ambar y puestas en
refrigeracion hasta el dia de los bioensayos. En prome-
dio se obtuvieron 6 g de esporas por bolsa. Las esporas
de B. bassiana obtenidas de las bolsas fue analizado
antes de los ensayos, para lo que se utilizaron adultos
de H. hampet, en aras de determinar la concentracién

letal media y la viabilidad del hongo.

Se trabajé con brocas adultas provenientes de frutos
colectados en cafetales del municipio de Cacahoatan.
Los frutos colectados fueron puestos en bases de ma-
dera con malla mosquitera que contenia papel toalla,
y colocados por una semana en laboratorio para su
posterior diseccién y extraccion de brocas adultas.

Para la realizacion de los tratamientos de esporas en aceite
se buscé el aceite comercial con el pH mas cercano al neu-
tro, ya que su valor influye en la germinacién del hongo,

y la retarda cuando no se encuentra dentro del intervalo
6ptimo entre 5,5y 7,0 [Bastidas et al., 2009; Rodriguez
et al., 2009]. Para este estudio se eligio el aceite de girasol
Great Value, el cual present6 un pH de 5,8.

Los tratamientos que se emplearon fueron: a) esporas
del hongo en sustrato de arroz mantenida en su empa-
que (250-300 g de arroz con esporas de B. bassiana);
b) esporas separadas del sustrato de arroz colocada en
frasco ambar (2,5 g de esporas); c) esporas separadas
del sustrato de arroz mezcladas con aceite comercial
de girasol y colocado en frasco ambar (2,5 g de esporas
en 40 mL de aceite de girasol) (Tabla I). Todos los tra-
tamientos fueron mantenidos a temperatura ambiente
(30 °C) y en refrigeracion (4 °C). Se realizaron cuatro
repeticiones mas un testigo absoluto.

El producto comercial de B. bassiana, en bolsas
de 600 g en sustrato de arroz, fue analizado antes
de los bioensayos para determinar concentracion,
patogenicidad y viabilidad. Se utilizaron 20 brocas
adultas obtenidas de frutos de café, las cuales fueron
desinfectadas previamente con hipoclorito comercial
diluido al 5 %. Posteriormente se le aplicé la solucién
fangica con un atomizador, a una concentracién de
3,2 x 107 conidios/mL. Después de la aplicacién de
B. bassiana, las brocas fueron colocadas en frascos
y revisados diariamente hasta la muerte del dltimo
espécimen. Los insectos muertos fueron colocados en
camaras humedas para observar crecimiento miceliar.
Se hicieron cuatro repeticiones, mas un testigo absolu-
to, donde las brocas solo fueron asperjadas con agua
destilada estéril mas adherente Tween al 0,1 %. Esta
misma metodologia fue utilizada para las pruebas de
los diferentes tratamientos cada 15 dias.

La viabilidad de las esporas de B. bassiana del pro-
ducto comercial se determiné mediante microcultivos,
para lo cual se colocaron unas gotas del medio de cul-
tivo ADS en los extremos de una laminilla, y sobre el
medio de cultivo se agreg6 una alicuota de la tercera
dilucién del hongo. Las laminillas fueron revisadas
a las 24 h para realizar el conteo de germinacién de
conidios bajo un microscopio compuesto. El procedi-
miento anterior fue utilizado para las pruebas de los
diferentes tratamientos cada 15 dias. Es importante
mencionar que a los 15 dias las bolsas que contenian
las esporas de B. bassiana en sustrato de arroz ya no
servian, estaban contaminadas, tanto las mantenidas
a4 °Ccomo lade 30 °C, por lo que ya no se les hicieron
las pruebas de patogenicidad ni viabilidad.
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A fin de determinar el efecto de los diferentes tratamien-
tos sobre las brocas adultas de H. hampei se realiz6 un
analisis de sobrevivencia, para lo cual se consideraron
a las brocas como individuos sometidos a un trata-
miento en un rango o intervalo de tiempo, y se empleé

el modelo de riesgo proporcional de Cox, que se basa
en los grados de similitud entre un tratamiento y otro,
donde el riesgo depende del aumento o disminucién
en el tiempo de sobrevivencia [Lee, 1980]. Se utiliz6
el programa estadistico Minitab Inc. (versién 2007).

Tabla 1. Tratamientos realizados del hongo entomopatoégeno Beauveria bassiana a

diferentes temperaturas bajo condiciones de laboratorio y su clave respectiva

Tratamiento 30ngzp eratu;ao C
Esporas de B. bassiana en sustrato de arroz Azl Az2
Esporas de B. bassiana separadas del sustrato EsC EsF
Esporas de B. bassiana en aceite AcC AcF
Testigo absoluto (agua + adherente Tween)

RESULTADOS Y DISCUSION

La concentracién de B. bassiana obtenida del produc-
to comercial previo a los tratamientos fue de 3,5 x 10’
conidios/g, con una virulencia del 100 % y una via-
bilidad del 95 %. Lo anterior demuestra que la
patogenicidad y viabilidad del producto comercial
coinciden con lo que indica la etiqueta; sin embar-
go, dicha concentracién se encuentra por debajo
de la concentracion de esporas que exige la norma
oficial (NOM-002-FITO-2000), que es de 1,3 x 10"
esporas viables/mL [Ramirez, 2007]. El porcentaje

de mortalidad total de los adultos de H. hampei se
obtuvo a los cinco dias después de haberse aplicado
la solucién fungica (Fig. 1), lo que demuestra la
virulencia de la cepa de B. bassiana del producto
comercial. Todas las brocas muertas presentaron
el desarrollo miceliar del hongo, lo que confirma
que la muerte de los adultos de H. hampei se debié
ala accion de B. bassiana (Fig. 2), en tanto que en
el testigo no se observé el crecimiento miceliar en
ninguna de las brocas.
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Figura 1. Porcentaje de mortalidad de adultos de Hypothenemus hampei

por Beauveria bassiana con esporas obtenidas de una presentaciéon

comercial en sustrato de arroz.
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Figura 2. Porcentaje de adultos de Hypothenemus hampei que presentaron

crecimiento miceliar después de la aplicacién de una solucién fingica

comercial de Beauveria bassiana.

Dado que las bolsas con esporas de B. bassiana
en sustrato de arroz se contaminaron durante los
primeros 15 dias, no se realizaron las pruebas de
patogenicidad ni viabilidad en ellas. Para el resto
de los tratamientos, los datos de sobrevivencia de
los adultos de H. hampei a esporas de B. bassiana

mantenidas bajo diferentes condiciones durante 15 dias
muestran que el hongo tuvo un efecto letal sobre las
brocas, sin importar si las esporas estuvieron solas o en
aceite, o si permanecieron a temperaturas de 4 °C
0 30 °C, y se noté una aparente diferencia con el

testigo (F'ig. 3).

Grafica de Sobrevicencia
Kaplan-Meier Method - 95 % CI
[ 8 16
Al cE EsC 1o Table of Statisties
Mean Median IQR
- 30 10,1125 10 4
10,2750 0 6
[~ 60 8,3375 8 2
| 76625 8 2
40 14,7375 *x
e - 20
i
8
=
3 EsF TESTIGO T
2 8 16
[
80
60
10
20 ]
0 8 16
Tiempo de Vida
Tratamientos

Figura 3. Sobrevivencia de adultos de H. hampei a esporas de B. bassiana mantenidas por 15 dias

bajo diferentes tratamientos de conservacion.

Las esporas mantenidas en aceite (AcC y AcF) tuvie-
ron un efecto tardio sobre los adultos de H. hampei,

ya que la sobrevivencia se mantuvo alta durante los
primeros ocho dias, en tanto que en las esporas solas
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(EsC y EsF) la mortalidad de los adultos ocurrié a
etapas muy tempranas; sin embargo, en ambos casos
la mortalidad se mantuvo constante durante el resto
del tiempo, en tanto en el testigo la sobrevivencia se
mantuvo estable durante los primeros 10 dias. Es
posible que el efecto tardio en la mortalidad de los
tratamientos de las esporas mantenidas en aceite
se haya debido al encapsulamiento de las esporas
de B. bassiana por las gotas de aceite, lo que evité el
contacto directo de las esporas sobre las brocas, de
tal manera que el contacto del micelio con H. hampei
ocurrié tardiamente. Este suceso fue posible obser-
varlo en las pruebas de viabilidad, donde se aprecio
que las esporas estaban cubiertas con el aceite; pero
se mantuvieron viables, pues lograron germinar pos-
teriormente. Bastidas et al. (2009) indican que hay
una mayor adherencia de las esporas puras que las
formuladas en aceite; sin embargo, las esporas formu-
ladas en aceite evitan la facil remocién por el viento
y garantizan la permanencia de las esporas por mas
tiempo, situacién que permite tener una idea mas
cercana de lo que puede ocurrir en el campo.

Se puede notar también que un porcentaje de las
brocas que fueron tratadas con esporas solas lograron
sobrevivir al final del periodo de observacion (Fig. 3),
lo que no ocurrié con aquellas que fueron tratadas
con esporas en aceite, las cuales, a pesar de haber
iniciado tardiamente la mortalidad, al final lograron
mantener una mortalidad constante y total sobre los

adultos de H. hampe:i.

Las pruebas de la razén de verosimilitud indican que
existen diferencias significativas entre los diferentes
tratamientos (Tabla 2). Esta diferencia fue posible
encontrarla con el anilisis de la razén de riesgo, don-
de los resultados sefalan que las diferencias entre
los tratamientos esta dada por las esporas en aceite
mantenida en refrigeracion (Tabla 3), de tal manera
que los tratamientos AcC, EsC y EsF fueron diferentes
estadisticamente al tratamiento AcK.

Tabla 2. Prueba de la razén de verosimilitud aplicada a los
datos de los tratamientos de esporas de B. bassiana
mantenidas por 15 dias bajo diferentes condiciones

de conservacion y aplicadas sobre brocas adultas

de H. hampei, segin el modelo de riesgo proporcional de Cox

Morales et al.

Tabla 3. Riesgo proporcional de Cox aplicada a los datos de

los tratamientos de esporas de B. bassiana mantenidas por

15 dias bajo diferentes condiciones de conservacion

y aplicadas sobre brocas adultas de H. hampei

Razon de riesgo
Térm. Estimado Inferior_CL Superior_CL
AcC 1,2812230 1,0270500 1,5875520
AcF 1,0558410 0,8380550 1,3181100
EsC 1,9239100 1,5348280 2,3950500
EsF 2,1390820 1,7028140 2,6656110

Razon de verosimilitud

Fuente Df L-R Chisquared Prob.

Tratamiento 4 164.,864277 1,32285E-34
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El crecimiento miceliar sobre las brocas de H. hampei
en los bioensayos de los 15 dias se present6 a partir
del octavo dia de la aplicacién de B. bassiana, por
lo que las observaciones se continuaron hasta el dia
veintiuno para descartar el efecto de mortalidad por
otras causas. Cabe destacar que en el testigo no hubo
presencia de micosis, por lo que no se incluyé en los
analisis estadisticos. La grafica de sobrevivencia rea-
lizada a los individuos micozados (F'ig. 4) muestra el
comportamiento de la aparicién miceliar sobre los
adultos de H. hampei. El crecimiento miceliar ocurrié
en el 100 % de los individuos que fueron expuestos a
esporas mantenidas a temperaturas bajas (4 °C), tanto
para las esporas solas (EsF) como para las esporas
en aceite (AcF), mientras que en los otros dos trata-
mientos mantenidos a temperatura ambiente (EsC y
AcC) solo el 55 % de los adultos presentaron micelio.

El analisis de razén de riesgo aplicado a los datos de
aparicién miceliar indica que existen diferencias es-
tadisticas entre los diferentes tratamientos (Tabla 4).
Tabla 4. Prueba de la razon de verosimilitud aplicada a los

datos de crecimiento miceliar de adultos de H. hampei
micosados por B. bassiana mantenidas por 15 dias bajo

diferentes condiciones de conservacion, segiun el modelo

de riesgo proporcional de Cox

Razon de verosimilitud

Fuente Df L-R Chisquared
Tratamiento 3 39,0151387

Los datos de la diferencia entre los cuatro tratamien-
tos con respecto al crecimiento miceliar esta dada por
el efecto de la temperatura a la cual fueron almace-
nadas las esporas (I'ig. 4), de ahi que los tratamien-
tos mantenidos a temperaturas bajas (AcF y EsF)
causaran los porcentajes mas altos de micosis sobre
las brocas adultas de H. hampei respecto a las que
permanecieron a temperatura ambiente (AcCy EsC),
como lo muestra los porcentajes de brocas micosadas
reportadas mas arriba (Tabla 4).
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Figura 4. Representacion grafica del crecimiento del micelio en los adultos de H. hampet a los cuales

se les aplico esporas de B. bassiana bajo diferentes tratamientos de conservacién por 15 dias.

Las brocas expuestas a esporas de B. bassiana man-
tenidas a temperaturas bajas aumentan el riesgo de
presentar micelio (F'ig. 4), lo cual permite inferir que
bajo esas condiciones las esporas son mas virulentas
que aquellas que se mantuvieron a temperaturas
altas (Tabla 5). Lo anterior se ve reforzado con los
datos obtenidos en los estudios de viabilidad de las
esporas realizadas a los diferentes tratamientos, donde
los reportes indican que las esporas mantenidas en
refrigeracion (AcF y EsF) tuvieron una viabilidad
del 80 %, en contraste con aquellas que estuvieron a
temperatura ambiente (AcC y EsC), con una viabi-
lidad del 45 %. Asi mismo, se pudo observar que en
el formulado de las esporas solas como las esporas en
aceite a temperatura ambiente no presentaron un
significante crecimiento miceliar.

Tabla 5. Riesgo proporcional de Cox aplicada a los datos

de crecimiento miceliar de adultos de H. hampei micosados
por B. bassiana mantenidas por 15 dias bajo diferentes
condiciones de conservacion

Razon de riesgo
Térm. Estimado Inferior_CL Superior_CL
AcC 0,6209520 0,4683290 0,8077380
AcF 1,4833230 1,1771800 1,8567960
EsC 0,6456990 0,4806010 0,8480530

En la sobrevivencia de los adultos de H. hampet a espo-
ras de B. bassiana mantenidas a diferentes condiciones
de conservacion por 30 dias (Fig. 5) se puede observar
el efecto letal que tuvo B. bassiana sobre las brocas,
sin importar el medio de conservacion de las esporas.
Las esporas solas tuvieron un comportamiento similar
en la mortalidad provocada a las brocas adultas, haya
estado a temperatura ambiente (EsC) o en frio (EsF),
al generarse el 75y el 80 % de mortalidad, respectiva-
mente; en tanto que las esporas en aceite lograron una
mortalidad del 99,9 % tanto para aquellas mantenidas
a temperatura ambiente como para la que se mantuvo
en frio. No se present6 mortalidad de ningin adulto
de H. hampei en el testigo.

Se puede notar que las esporas mantenidas en aceite
(AcC y AcF) tuvieron una mortalidad constante
contra los adultos de H. hampet durante los prime-
ros cinco dias (I'ig. 5), para después provocar un
porcentaje alto de mortalidad, lo que no ocurrié
con las esporas puras (EsC y EsF), donde la mor-
talidad siempre tuvo la misma tendencia. Basti-
das et al. (2009) evaluaron varios preformulados
de Beauveria bassiana utilizando glicerina, goma
arabiga, alginato, Veegum y almidén hidratado,
en diferentes concentraciones y combinaciones, asi
como un testigo absoluto, un testigo comercial y
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esporas puras (sin formular). Sus resultados indican
que todos los preformulados presentaron mejores

caracteristicas fisico-quimicas y microbiolégicas que
las esporas puras y el testigo.

Grafica de Sobrevivencia
Kaplan-Meier Method - 95 % CI
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Figura 5. Sobrevivencia de adultos de H. hampei a esporas de B. bassiana mantenidas por 30 dias

bajo diferentes tratamientos de conservacién.

Las pruebas de la razon de verosimilitud indican que
existen diferencias significativas entre los diferentes
tratamientos (Tabla 6). El analisis de la razén de riesgo
indica que las diferencias entre los tratamientos estan da-
das principalmente por las esporas en aceite mantenidas
en refrigeracion (Tabla 7), por lo cual los tratamientos
AcC, EsC y EsF fueron diferentes estadisticamente al
tratamiento AcE Estos resultados muestran que la tem-
peratura y humedad relativa son de los parametros mas
importantes a considerar durante el almacenamiento
de las formulaciones de hongos entomopatégenos, y de
acuerdo con Grijalba et al. (2009) la radiacién ultravioleta
al emplear estos microorganismos en campo.

Tabla 6. Prueba de la razén de verosimilitud aplicada

a los datos de los tratamientos de esporas de B. bassiana
mantenidas por 30 dias bajo diferentes condiciones

de conservacion y aplicadas sobre brocas adultas

de H. hampei, segin el modelo de riesgo proporcional de Cox

Razon de verosimilitud

Fuente Df L-R Chisquared

39,0151387

Tratamiento 3
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En los tratamientos de los 30 dias la aparicién miceliar en
las brocas adultas fue muy baja, por lo que no fue posible
realizar los analisis de sobrevivencia para los diferentes
tratamientos. Al final de los 15 dias de observaciones se
encontré presencia de micelio en el 11,35 % de todas las
brocas de los cuatro tratamientos (AcC, Ack, EsC, EsF);
sin embargo, en el 54 % de las brocas restantes se observé
la presencia de toxinas de B. bassiana, indicativo de la
muerte de los adultos de H. hampei por B. bassiana. Este
comportamiento de las esporas para no formar micelios
esta dado por muchos factores, entre ellos el grosor de la
cuticula, presencia de melanina, la fuerte esclerotizaciéon
en coledpteros adultos, la detoxicacion de la molécula y
la mayor permeabilidad de la cuticula, entre otros [Ar-

boleda et al., 2003].

La viabilidad de los diferentes tratamientos a los 30
dias disminuyé fuertemente con respecto a la viabi-
lidad inicial. Para el caso de las esporas puras se tu-
vieron viabilidades del 40 % en aquellas mantenidas
a temperatura ambiente (EsC), y del 70 % para las
refrigeradas (EsF), mientras que las esporas en aceite
presentaron una viabilidad del 45 y el 80 % a tempe-
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ratura ambiente (AcC) y en refrigeracion (AckF), res-
pectivamente. Por lo anterior, y dado que la presencia
del micelio también decreci6, no se pudo continuar la
realizacion de los bioensayos por mas tiempo.

Tabla 7. Riesgo proporcional de Cox aplicada a los datos
de los tratamientos de esporas de B. bassiana mantenidas
por 30 dias bajo diferentes condiciones de conservacion

y aplicadas sobre brocas adultas de H. hampei

Razon de riesgo
Térm. Estimado Inferior_CL | Supertior_CL
AcC 0,6209520 0,4683290 0,8077380
AcF 1,4833230 1,1771800 1,8567960
EsC 0,6456990 0,4806010 0,8480530

En pruebas de Metarhizium antsopliae con aceite sobre
Schistocerca piceifrons, Hernandez (2003) obtuvo por-
centajes de mortalidad de mas del 95 % alos 12 dias,
mientras que Rodriguez (2002), quien probé el efecto
de algunos aceites sobre la germinacién de conidios en
Metarhizium anisopliae, no encontré un efecto adver-
so sobre la viabilidad y la estabilidad de los conidios
por un mes de almacenamiento; al considerar el 85 %
como parametro estandar minimo de germinacién,
esta investigacion no alcanzé el estandar minimo.
Basado en sus resultados, Rodriguez (2002) concluyé
que el aceite de maiz puede ser considerado como un
aditivo para mejorar la mezcla en campo, pero no para
su almacenamiento por periodos mayores a un mes.

En la formulacién de hongo se pueden adicionar de-
terminados compuestos como agentes humectantes,
dispersantes, reguladores de la viscosidad, protectores
deluz UV, atrayentes, tensoactivos, solventes, emulsi-
ficantes. Estos materiales generan modificaciones en
el comportamiento de las esporas, las cuales pueden
ser manipulables en la obtenciéon de biopreparados
para mejorar la vida media y la estabilidad durante
su almacenamiento [Bastidas et al., 2009].

CONCLUSIONES

* La presentacion comercial (en sustrato de arroz) a
temperatura ambiente como en refrigeracion pier-
de antes del mes su patogenicidad y viabilidad, en
tanto que las esporas puras y esporas en aceite se
mantienen viables después de un mes a temperatura
ambiente como en refrigeracion.

* El hongo formulado en aceite no mejoré los por-
centajes de efectividad para el control biolégico,

tampoco en costos de produccién; pero presenta un
mejor control de insecto, ya que ofrece una mayor
mortandad en los bioensayos como aparicién mi-
celiar que super6 el de esporas puras.

* Lasbolsas de arroz con esporas de Beauveria bassiana
sufren un rapido deterioro y pérdida de viabilidad
en las primeras dos semanas cuando no se tiene en
refrigeracion, por lo que los productores de café que
vayan a realizar aplicacién de este hongo tendran que
hacerlo en los primeros dias después de adquirirlo.

* Es importante continuar la busqueda de alter-
nativas para incrementar la vida de anaquel de
B. bassiana y probar con algunos surfactantes o
coadyuvantes.
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