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RESUMEN. En la Estacion de Investigaciones de café de Jibacoa, se estandarizé un método de bioensayos
para evaluar la patogenicidad del hongo Beauveria bassiana sobre adultos de Hypothenemus obtenidos de
granos de café pergamino. Las brocas fueron desinfectadas por inmersion en hipoclorito de sodio al 0.5 %
durante diez minutos y luego se lavaron tres veces con agua destilada estéril. Posteriormente se expusieron
al hongo usando un titulo de 1x 107 UFC/ mL durante dos minutos. Una vez expuestas las brocas al inoculo
del hongo se colocaron individualmente en tubos de ensayos con papel de filtro himedo y tapados con
algododn. Alas 24 horas se les adiciono un grano de café pergamino. Se probaron dos aislamientos el Bb 18-
1 obtenido de Cylas formicarius elegantulus Summer y el Bb 18-2 de brocas muertas provenientes de la
Estacion de Investigaciones de café y un control. Se encontré que 24 horas después de la inoculacion en las
brocas infectadas se presento una menor actividad y pérdida de antenas y una inhibicidn de la actividad de
brocado. El porcentaje de mortalidad causado por Bb 18-1 fue 64.4 %y para Bb 18-2 de 98 %. Este bioensayos
se puede utilizar como un modelo para probar diferentes entomopatdgenos contra Hypothenemus hampei.

Palabras clave: Beauveria bassiana, Hypothenemus hampei.

ABSTRACT: In the Station of Investigations of Coffee of Jibacoa, a bioassay method was standardized to
evaluate the pathogenicity of the mushroom Beauveria bassiana on adults of obtained Hypothenemus of grains
of brown parchment. The drills were disinfected by immersion in hypochlorite of sodium at the 0.5 % during ten
minutes and then they washed the selves three times with it diluted distilled sterile. Later on they were
exposed to the mushroom using a title of 1 x 107 UFC / mL during two minutes. Once exposed the drills to the
inoculate of the mushroom were placed individually in tubes of rehearsals with paper of humid filter and covered
with cotton. At the 24 hours they were added a grain of brown parchment. Two isolations the Bb 18-1 were
proven obtained of Cylas formicarius elegantulus Summer and the Bb 18-2 isolated of dead drills coming from
the Station of Investigations of coffee and a witness. It was found that 24 hours after the inoculation in the
infected drills a smaller activity was presented and lost of antennas and an inhibition of the brocade activity.
The percentage of mortality caused by Bb 18-1 was 64.4 % and Bb stops 18-2 of 98 %. This bioassay you can
use as a model to prove different entomopathogens against Hypothenemus hampei.
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INTRODUCCION

Labrocadd café, Hypothenemus hampei (Ferrari)
(Coleoptera: Curculionidee), esunadelasprincipaes

La broca del café es susceptible al atague de
Beauveria bassiana. Su infeccion se inicia con

plaga dd café. Suimportancia radica en que ataca
directamentelosgranosdecafé provocandolacaida
delosfrutosen estado acuoso, laperdidadepeso de
grano y la dteracion de la calidad de la bebida,
aumentandosel osgagtospor umang oy reduciéndose
d preciodedeventadd producto (Benavidesy Arevao,
2002) citado por Cagtafio et al 2005.

adhes 6n delasesporas sobre suintegumento; estas
germinany penetran mediante un proceso fisicoy
guimico queinvolucralaproduccion deenzimas,
posteriormente, el hongo invade la cavidad
hemocdlicadd insectoy ocasionasu muertedebido
adeficienciasnutricionales, destrucciondelostegidos
y por laliberacién detoxinas Bustillo (2002). Una
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vez € hongo hacrecido dentro del insecto salede
él atravésdelostejidosdestruidosy lo cubre con
edtructurasmicelides. Findmente, bgjo condiciones
ambiental es adecuadas de humedad y temperatura
ocurrelaconidiogéness.

Aplicar unasolacepase eccionadapor suvirulencia
haciauninsecto puederesultar enunasupresoncorta
y limitadade laplaga, pueden ser requeridos para
iniciar y mantener unaepizootiaen unapoblacionde
insectos heterogénea en € campo (Boucias et al
2000, Tiganom et al 1995). El uso de mezclasde
biocontroladoresyahasido reportado en diferentes
partesdel mundo y en todos|os casoslosmejores
resultados se han obtenido cuando sehan utilizado
mezclas de cepas, y no cuando se haaplicado una
solacepa (Arcia, 1995; Led et al., 2000; Pino et
al., 2007; Wang et al., 2002; Wang et al., 2004).
LagerminaciondelosconidiasdeB. bassana ocurre
enun periodo de 12 horasdespuésdelainocul acion.
El hongo penetraatravésdd integumento por accion
mecanicay efectosenzimaticos, |o cua tomaotras
12 horas. Despuésde unas 72 horasdelainoculacion
el insecto estatotal mente colonizado. Laduracion
delasdiferentesfases de este ciclo dependedela
especie atacaday de las condiciones ambientales
presentesdurantelainfeccion (Alves, 1986) citado
por Gonzdlez et al., 1993.

Lahabilidad de un hongo entomopatogeno para
sobreponerse alos mecanismos de defensade sus
hospedantes se debe en gran partealaproduccion
detoxinas.

Laproduccion detoxinasesuno deloscomponentes
principalesdelapatogenicidad y uno delos méas
dificilesde establecer (Gonzalez et al ., 1993).

Lapresenteseredizé con e objetivo deevaluar la
eficaciadedoscepasdel hongo Beauveriabassana
end laboratorioy sdeccionar lamaseficienteparael
control delabrocadd caféen condicionesdecampo.

MATERIALESY METODOS

Este experimento se realizo en la Estacion de
Investigaciones de café de Jibacoa, situadaauna
altura de 340 msnm. Para el presente estudio se
utilizaron los aislamientos de B. bassiana
provenientesde Cylasformicariusprovenientedel
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cultivo del boniato y de H. hampei muertos en
granos de café afectados de la Estacion de
Investigacion decafé.

Losinsectosutilizadosen € ensayofueron obtenidas
de granos de café afectados, las cuales se
desinfectaron por inmersion en una solucion de
hipoclorito desodio a 0.5 % durante 10 minutosy
tres enjuagues con agua destilada estéril. Se
sdleccionaron lasmasactivas, completamente sanas,
negras o melanizadas.

El experimento se organizé en un disefio
completamente al azar compuesto de tres
tratami entos con tres repeti ciones, empleando 30
brocas por repeticion. El primer tratamiento fue el
aislamiento obtenido del picudo que se denomind
Bb 18-1 y e segundo fue Bb 18-2 aislado de
brocasmuertasy € tercero, € control.

Estosaidamientosserealizaron primero en agar de
aguacon antibidticosy se purifico en agar de papa
(PDA). Losadadossemultiplicaronend sudratode
cabecilladearroz, transcurrido Setediassetomo 1g
y sedisolvioen 9mL deaguadestiladaestéril y sele
ahiadi6 dosgotasde Tween 80 al 0.1 %. El titulo del
inoculo se determino con la camara de Neubauer
gusténdolaposteriormentea1x 10’ UFC/ mL. La
viabilidad del inoculo se determing antes de los
bioensayos, evauandolagerminaciondelosconidias
alas24y 48 horaspor d método de gotacolgante.

Las brocas del testigo solo se trataron en agua
dedtiladaestéril durantedosminutosy sedispusieron
enformaindividual dentro delostubosdeensayos
de2cmdediametroy 4 cm dealtura, que contenian
undisco depapd defiltro himedo. Estos setaparon
con untapon de algoddn paraimpedir lasalidade
lasbrocasy mantener |as condi ciones de humedad.
Lainoculacion delas brocas de cadatratamiento
se hizo sumergiéndol as en una suspension de B.

bassiana con untitulo de 1x 10’ UFC/mL enuna
placa de petri y agitdndola durante 2 minutos.

Cumplido € tiempo deexposicidn seretird exceso
deinoculodelasbrocasinvirtiendo laplacade petri

sobre un papel defiltro estéril. Luego con pincel

estéril, secolocaronlosinsectosindividuamenteen
los tubos de ensayos y se distribuyeron en tres
repeticiones, por tratamiento de 30 individuoscada
uno. Veinticuatro horasmastarde seadiciond acada
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uno de los tubos de ensayos un grano de café
pergamino seco como sustrato alimenticio. Para
mantener unaatahumedad en cadauno delostubos
deensayos, seleadicionadiariamente 0.2 mL de
aguadestiladaestéril. Lostratamientosy € testigo
semantuvieron en condiciones naturalesdeluz, a
temperaturade 25+ C°.

RESULTADOSY DISCUSION

El porcentgjedegerminaci on suspensonesdeconidias
fue superior a 85 %, lo queindicd labuenacdidad
bioldgicadd control biol6gico. Lacaidad dd inoculo
srdadonadirectamenteconlaviabilided delosconidias
y cond tiempo desobrevivendadd hongoend medio.
Diferenciasen laviabilidad delas conidias generan
variabilided enlasrespuestasquepodrian ser aribuidas
adiferenciasdepatogenicidad, (Lazo, 1990).

La sobrevivencia de las brocas después de la
desinfeccion con hipocloritodesodio fuedd 100%y
noinfluyéend procesodegerminaciondelasconidias

Esto concuerdacon o reportado por Jménez (1992),
quienobtuvo unasobrevivenciadd 80%end control

a efectuar desinfectacion delosgranascon hipodorito
desodiod 5% durante5 minutos El bioensayopermitio
lasobrevivenciadelasbrocaspor untiemposuperiora
los6 dias sUficienteparalaeva uaciondd experimento
y paralaexpreson delossintomasy signosdeaccion
deB. bassiana.

Lamortalidad delasbrocas seevauo diariamente
durante 6 diasdespuésdelainoculacidn, utilizando
paraello microcopio estereoscopi co que permitid
realizar ladiseccion del grano sin causar dafioala
broca. Seestimo €l porcentaje demortalidad total,
laperdidadelasantenasy lapenetracionend grano
y ladigtribuciéndelamortalidad diaria.

Al cabo de 24 horas se empezaron a observar los
primeros sintomas de enfermedad en |os insectos
tratadoscon e hongo. Seobservé unamenor actividad
enudesplazamientoy desprendimientodelasantenas
Enlostratamientoscon B. bassiana e porcentgede
ataquealosgranosdecafépergaminofuede31.1%,
mientrasend control dcanzoun87 %, loquesgnifica
quelashrocasinfectadaspor d hongorealizan un menor
dafoy depenetrar enlosgranos resultadossmilaresa
losobtenidospor Gonzdezetal., 1993.

En la patogenicidad de los aislamientos se
encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos. El porcentgje de mortalidad causado
por e aidamiento Bb 18-1 fuede64. 4%y parael
aidamiento Bb 18-2 fue 98 %.

End control nosepresentd mortalidad por € hongo, ni
por agentescontaminantes, perolamortadided esatribuida
aotrascausss. (Tablal)

Tabla 1. Porcentajedemortalidad promedio, per didadeantenasy penetracion delos
granospor Hypothenemus hampei por laincidencia de Beauveria bassiana

Tratamientos | Muertas por B. Perdidas Penetracion
bassiana de Antenas al grano
Bb 18-1 644b 71106 355 ab
Bb 18-2 08.0a 8000 T0b
Control 00¢ 33a 870a
E S+ 0.707 1.953 4 148
C.V (%) 6.600 21.904 48.251

Letras desiguales difieren por lapruebade Duncan parap =<0.05

Lamortalidad diaria(Figura 1) presento diferente
digtribucionenlapoblaciéninoculada. El adamiento
Bb 18-1 a las 24 horas presenté un 20 % de
muertesy laBb 18-2 un 24 % siendo ligeramente
superior, pero apartir delas 72 horaslacepaBb
18-2 actud més rapida al mostrar un 64 % de
muertesy asi sucesivamenteen e transcurso delas

horas estacepafueaumentando su efecto biol dgico
al presentar alas 96 horasun 81 % de efectividad
y terminar alas 144 horasconun 98 %y snembargo
lacepaBb 18-1 en este periodo mostro solo un 64
% de muertesde H. hampei.
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Tedrico- Préactico sobre
—+—Bh18-1 = Bb18-2 Entomopatdgenos, Parasitoides y otros
< 100 enemigos de laBroca del café. Seccion
g 90 ———= — |.Chinchina, Cenicafé, p. 15- 23.
T 80 ——=
2 70 — 6. Gonzdlez, M. T.; Posada F. F. J;;
S 60 L g Bustillo P A. E. (1993): Desarrollo de
E 20 —< //r—""'ﬁ un biensayo para evaluar la
40 p- /v patogenicidad de Beauveria bassiana
30 ﬂ sobre Hypothenemus hampei,
20 B Cenicafé:44(3): 93- 102.
10
0 - ] . 1 1 y  7.Jiménez, J.A. (1992): Patogenicidad

Horas después de la infeccidn

bassiana la broca del café. Cenicafé
43(3): 84-98.

Figural. Mortalidad de Hypothenemus hampei causada por

CONCLUSIONES

1. ConlacepaBb 18-2 aidladade brocas muertas
selogro un 98 % de muerte y lapenetraciondelas
brocasinoculasalosgranosfueinferior alacepa
Bb 18-1 conun 7.0 %.+

2. Enladistribucion de la mortalidad diaria de
Hypothenemus hampei lacepaBb 18-2 fue muy
superior apartir dela72 horasdelainoculaciona
presentar un 21 % por encimade brocas muertas.
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