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GLOSARIO

AISLAMIENTO: especie de microorganismo de caracteristicas conocidas que se
conserva cultivado en el laboratorio para determinados bioensayos.

APRESORIO: expansion del apice de una hifa para adherirse en los primeros
estadios de la infeccion.

ALICUOTA: volumen minimo tomado de una suspension de esporas de
concentracion conocida.

BIOENSAYO: método para determinar el efecto de una substancia sobre un
organismo bajo condiciones controladas.

CONIDIA: estructura de dispersiéon de algunas especies de hongos, las cuales se
ubican sobre conidioforos libres.

CONIDIOFORO: hifa individual que lleva conidias apicales o laterales.

CUTICULA: compuesto quimico que es componente del exoesqueleto de los
insectos y pared celular de plantas y de microorganismos.

DEPREDADOR: organismo que se alimenta de otro, matandolo y convirtiéndolo
en presa

DESINFESTACION: proceso de eliminacion de contaminantes.

ENTOMOPATOGENO: organismo que causa enfermedades en artropodos plagas
(insectos, arafas y acaros).

EPIZOOTIA: erupcién de la incidencia de una enfermedad en una poblacion de
animales en la cual hay un nimero inusitado de casos.

ESPORA: unidad de dispersion y reproduccion de los hongos y de algunas
bacterias

FIALIDE: células cilindricas en forma de botela, que llevan un poro a través del
cual se forman las conidias.

GERMINACION: inicio de crecimiento de estructuras reproductivas de diferentes
organismos.



HIALINO: que no tiene color.
HIFA: estructura tubular y unidad estructural del soma de los hongos.
HOSPEDANTE: organismo que alberga a otro en calidad de parasito.

INCUBACION: fase inicial de una enfermedad desde la inoculacién hasta que
aparecen los sintomas externos.

INFECCION: penetracion y desarrollo de una enfermedad producida por gérmenes
patégenos en un organismo.

INOCULAR: poner en contacto un patdégeno con un hospedante

PARASITO: organismo que vive sobre o dentro de otro ser vivo de distinta especie
y que toma nutrientes de él, causandole disturbios fisiolégicos.

PATOGENICIDAD: capacidad de producir una enfermedad; virulencia.
PATOGENO: organismo capaz de producir o causar una enfermedad.
PEDICELO: el pie de una sola flor en una inflorescencia.

PLAGA: organismo que ocasiona un dafio econémico al hombre al perjudicar su
alimento, vivienda y vestido.

QUITINOLITICO: organismo con capacidad de vencer la resistencia y penetrar la
cuticula de los insectos mediante el rompimiento de las moléculas de quitina.

REPELENCIA: accion de efecto negativo en la orientacion de un organismo.

VIRULENCIA: capacidad de producir una enfermedad; habilidad para invadir y
afectar al huésped o alguno de sus 6rganos o tejidos; patogenicidad.



RESUMEN

Este estudio se realizdé con Paecilomyces lilacinus (Thom.) Samson para
determinar su efecto sobre poblaciones de broca del café, Hypothenemus hampei
(Ferrari) ya que se ha encontrado infectando adultos que emergen de los frutos
caidos. Se realizaron pruebas de patogenicidad y germinacién en laboratorio con
tres aislamientos (PL9601, PL9301 y PLHT) y un comercial que contiene una
mezcla de P. lilacinus, Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae recomendado
para el control de la broca. En campo se evalué la patogenicidad del PL9301 y el
Comercial en tres dosis y luego en cuatro tiempos de aspersion con respecto a la
infestacion artificial con broca. Finalmente se evalué el efecto de repelencia de los
aislamientos PL9301, Bb9205 (Beauveria bassiana), Ma9236 (Metarhizium
anisopliae) y un aceite agricola, determinando la infestacion a los ocho dias de
inoculados los frutos de café.

El mayor porcentaje de germinacion lo presenté PLHT (98,7+0,5%). Las mayores
mortalidades en la prueba de patogenicidad se obtuvieron con el PL9301
(90+3,9%) y el Comercial (83,31+4,1%). Los resultados de mortalidad al asperjar
en campo los aislamientos en las tres dosis, no mostraron efecto de la interaccion
aislamiento*dosis, ni de los aislamientos ni de las dosis por separado, estos
promedios estuvieron entre un 15,1% y un 23%. Cuando los dos aislamientos se
aplicaron en cuatro tiempos, las mayores mortalidades se obtuvieron a las dos
horas después (29,9%) y a las dos horas antes de la infestacion artificial (28,6%).

En la evaluacion del efecto de repelencia, el PL9301 y el Ma9236 presentaron los
menores promedios de infestaciébn correspondientes a 72,6% y 76,6%
respectivamente.

Los resultados comprobaron que P. lilacinus fue patogénico a la broca del café y
causd en campo controles inferiores al 30%. Adicionalmente, se comprobo el
efecto de alguna repelencia de P. lilacinus y M. anisopliae hacia la broca del café.



ABSTRACT

This study was conducted with Paecilomyces lilacinus (Thom.) Samson to
determine its effect on coffee berry borer populations, since it has been found
previously infecting adult of this pest emerging from infested berries. Three isolates
of P. lilacinus (PL9601, PL9301and PLHT) and one commercial product, which is
composed by a mixture of P. lilacinus, Beauveria bassiana and Metarhizium
anisopliae, were tested against the coffee berry borer, Hypothenemus hampei
(Ferrari) under laboratory conditions. The highest percentage of germination was
obtained with PLHT (98,7+0,5%). The PL9301 (90+3,9%) and commercial product
(83,31% 4,1) showed the highest mortalities. The commercial product and PL9301
were evaluated at three dosages under field conditions in a coffee plantation using
the following dosages.

Results of mortality of coffee berry borer were found to be between 15 and 23%
and showed neither an effect of interaction among isolates and dosages nor
among isolates and dosages separately. Later, these isolates were evaluated
applying a dosage of 1" 10'° sporeftree at four different periods of times with
respect to coffee berry borer artificial infestation. Results of mortality of coffee berry
borer showed that the highest mortalities occurred when the fungus was applied
two hours after (29,9 %), two hours before (28,6%).

Due to possible repellence effect, isolates PL9301, Beauveria bassiana Bb9205,
Metarhizium anisopliae Ma9236 and an agricultural oil were tested under
laboratory conditions. Both isolates PL9301 and Ma9236 presented the lowest
infestation: 72.6 and 76.6%, respectively.

Results of this research proved that P. lilacinus was pathogenic to coffee berry
borer under field conditions but insect control was below 30%. Also a repellent
effect of P. lilacinus and M. anisopliae was detected against the coffee berry borer
under laboratory conditions.



INTRODUCCION

De acuerdo con Bustillo}, como consecuencia del uso indiscriminado de
insecticidas quimicos, cada vez se hace necesario adoptar nuevas tecnologias
para el control de las plagas de los cultivos comerciales. El concepto de Manejo
Integrado es la estrategia que mas se aproxima a la solucién del problema de los
insectos dafinos, teniendo en cuenta la preocupacion sobre la calidad del
ambiente en que vivimos.

Segun Bustillo et al?,

A nivel mundial, el uso de hongos entomopatégenos ha adquirido
gran relevancia dentro del Manejo Integrado de Plagas (MIP)
debido a las epizootias que estos ocasionan sobre poblaciones de
insectos. En la actualidad se han identificado mas de 700
especies de hongos entomopatdgenos, siendo Beauveria.
Bassiana y Metarhizium. anisopliae, sobre las cuales se han
centrado las investigaciones, las que finalmente llegan a manos
de los agricultores como otra opcién de control y que ademas
agregan un aspecto ecoldgico a su produccion.

“La broca del café Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera: Scolytidae), es la
principal plaga limitante de este cultivo” por lo que La Federacién de Cafeteros de
Colombia a través del Centro de Investigacion del Café, Cenicafé, viene
implementando el Manejo Integrado de la Broca del Café (MIB), como la mejor
estrategia para control de este problema®.

L gusrtiLLO P., Alex Enrique. El manejo de cafetales y su relacion con el control de la broca del café en
Colombia. En : Boletin Técnico Cenicafé. Val. 24, No 1. 2002. p 1-40

2 BUSTILLOP, etal. Manejo integrado de la broca del café Hypothenemus hampei  (Ferrari) en Colombia.
Chinchina : CENICAFE, 1998. p. 50

% LEPELLEY, R. H. Las plagas del Café. Barcelona: Labor, 1973. p. 40

4 BARKER, P.S. La broca del café en Colombia; informe final del proyecto MIP para el café DFID-
CENICAFE-CABI BioScience. Chinchind: CENICAFE, 1999. p. 21



Dentro de esta estrategia, el uso de los hongos entomopatdégenos es importante
debido a los efectos que causan sobre las poblaciones de esta plaga, alcanzando
una participacion entre 30 y 70% del control de la Broca; con Beauveria bassiana °

En Colombia, las especies B. bassiana, B. brongniartii (solo se ha encontrado en
laboratorio), Fusarium oxisporum, Hirsutella eleutheratorum y M. anisopliae se han
registrado atacando adultos de broca a nivel de laboratorio y de campo®. Por su
parte, Bustillo et al.’, realizaron el primer registro a nivel mundial del ataque del
hongo Paecilomyces lilacinus (Thom.) Samson sobre la broca del café en los
frutos caidos en campo. A su vez, Posada, et al.8, establecieron la patogenicidad
del hongo hacia la broca del café a nivel de laboratorio.

En la actualidad se estan comercializando rmulaciones de este hongo, por lo
tanto este estudio permitird conocer su efecto sobre la broca en frutos del &rbol de
café. Teniendo en cuenta lo anterior, el presente trabajo se llevé a cabo,
considerando los siguientes objetivos:

Determinar el efecto del hongo Paecilomyces lilacinus (Thom.) Samson en el
control de la broca del café Hypothenemus hampei (Ferrari); seleccionar en
laboratorio los aislamientos de P. lilacinus mas patogénicos hacia la broca del café
H. hampei; seleccionar en campo una dosis con la que se obtenga la mas alta
mortalidad sobre las poblaciones de broca del café; establecer el momento
oportuno de la aplicacion de los aislamientos de P. lilacinus para obtener la mayor
mortalidad sobre la broca del café; evaluar el efecto de repelencia de los hongos
Paecilomyces lilacinus, Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana hacia la
broca del café.

® BUSTILLOet ., Opcit., p. 23

® BusTILLO P., Alex Enrique. Elementos biol6gicos para un programa de manejo integrado de la broca del
café en Colombia. En: SEMINARIO DE ACTULIZACION SOBRE MANEJO INTEGRADO DE LA
BROCA DEL CAFE. (2° : 1996 : Medellin). Memorias del Il Seminario de actualizacion sobre manejo
integrado delabrocadel café. Medellin : CENICAFE, 1996. p. 2- 11.

"BUSTILLOet al., Opcit., p. 26.

8 POSADA et al. Paecilomyces lilacinus, enemigo natural de adultos de Hypothenemus hampei. En : Revista
CENICAFE. Vol. 49, No.1. 1998 p.72-77.



1. MARCO TEORICO
1.1 DANOS CAUSADOS POR LA BROCA DEL CAFE
Segun Bustillo, et al,® y Barker*°

La broca del café Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera:
Scolytidae) es la principal plaga de este cultivo y el principal factor
limitante de la produccién. Se estima que en la actualidad unas
800.000 hectareas pueden encontrarse infestadas por esta plaga,
afectando asi el patrimonio de medio millén de familias cafeteras.
Este problema cobra mayor importancia si se tiene en cuenta que
en nuestras zonas cafeteras estan dadas las condiciones
apropiadas para su establecimiento y reproduccion.

De acuerdo con Le Pelley!! y Garcia'?

El dafio que causa la broca del café afecta directamente el grano
(Figura 1); este se refleja en la pérdida de peso de las almendras al
ser atacadas por las larvas al alimentarse de los frutos y utilizarlos
como lugar de reproduccion, desarrollo y refugio; ademas, los
frutos brocados que quedan en el arbol no solo reducen los
rendimientos sino que demeritan la calidad del café a consecuencia
de la depreciacion del grano en la clasificacion, a la caida del fruto
en estado acuoso y a la alteracion de la calidad de la bebida al
beneficiar conjuntamente granos sanos y brocados, que ademas
son contaminados por microorganismos.

® BUSTILLO et al, Op cit., p.50
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Y| EPELLEY, Opcit., p. 40

12 GARCIA G., A. Proyecto manejo integrado de broca del café CFC-OIC-IIBC-PROMECAFE. En :
SIMPOSIO Latinoamericano de Caficultura. San José, Costa Ricaa. MEMORIAS. |ICAFEPROMECAFE,
2000. p. 61-68



De acuerdo con Bustillo, et al.'3, ya que es necesario aprender a convivir con esta
plaga, la mejor alternativa para su control es mediante la adopcion del Manejo
Integrado de la Broca de café (MIB).

Figura 1. Dafio en el fruto del café causado por Hypothenemus hampei: A)
Dafio externo. B) Dafo interno

Fuente: Hoyos, 2003
1.2 MANEJO INTEGRADO DE LA BROCA DEL CAFE
Segun Bustillo'*, y Lopez™®

De experiencias obtenidas, la manera mas racional y econémica
del control de la broca es a través del seguimiento de los principios
del Manejo Integrado de Plagas (MIP), estrategia conformada por
diferentes técnicas de manejo: Control Natural, Control Cultural,
Control Quimico, Control Legal y el Control Biolégico; por lo cual
este enfoque es la base para el Manejo Integrado de la Broca del
café (MIB); esta estrategia debe tener como finalidad no solo la
productividad, sino la preservacion del medio ambiente, la

13 BUSTILLO etal. Opcit., p. 45

14 BUSTILLO P., Alex Enrique. El manejo de cafetales y su relacion con el control de la broca del café en
Colombia. Op cit., p 1-40

15 LOPEZ, D. I. Experiencias en el manejo integrado de la broca del café en el departamento de Antioquia.
En : SEMINARIO DE ACTUALIZACION SOBRE MANEJO INTEGRADO DE LA BROCA DEL CAFE.
(1° : 1996 : Medellin). Memorias del 1 Seminario de actualizacién sobre manejo integrado de la broca del
café. Medellin : CENICAFE, 1996. p.1 -8



proteccion de la salud humana y la racionalidad en el uso de
insecticidas quimicos, ya que es claro que en las diferentes zonas
cafeteras, en los predios en los cuales la broca lleva mas de dos
afios y se ha hecho un uso racional o no se han asperjado
insecticidas, se ha desarrollado una fauna benéfica, observandose
presencia de varios enemigos naturales que estan obrando sobre
las poblaciones de la broca; por esto es necesario procurar que el
control biolégico sea uno de los componentes principales de esta
estrategia.

De acuerdo con Valenzuela®®, y Bustillo et al.’

El control bioldgico de la broca del café como componente del MIB
se define como el estudio y la utilizacion de parasitos,
depredadores o patdgenos en la regulacion de poblaciones del
hospedante para mantenerla en niveles bajos de infestacion donde
no causen dafios econdmicos (menor del 5%). Dentro de este
componente, los hongos entomopatégenos pueden jugar un papel
importante en la reduccion de las poblaciones de broca del cafeé.

1.3 HONGOS ENTOMOPATOGENOS
Conforme Hajek y St. Leger®®, y Safiudo et al*°.

Existen numerosas especies de hongos entomopatégenos
distribuidas en los diferentes grupos taxonomicos principalmente en
las Subdivisiones Zigomycotina, Deuteromycotina y Ascomycotina,
los cuales ofrecen posibilidades de uso como factores de
regulacion de insectos. Las enfermedades causadas por los
hongos en insectos son muy comunes y ampliamente distribuidas,
a menudo ocasionando una alta reduccion en la poblacién de
insectos en forma de epizootias.

18 \VALENZUELA G. Control Bioldgico en Colombia; historia, avancesy proyecciones: Aspectos histéricos
del control biol6gico. Palmira : Lito - Tamara, 1989. p. 1 - 9.

Y BUSTILLO et al. Opcit., p. 46.

18 HAJEK, A. E.; ST. LEGER, R. J. Interactions between fungal pathogens and insect hosts. En : Annual
Review of Entomology. Vol. 39. 1994. p. 293-322.

19 sSANUDO et al. Fundamentos de micologia agricola. Pasto : Universidad de Narifio, 2001. p. 145 - 154.



Segun Ferron®® y Rodriguez®

Los hongos entomopatdgenos pertenecientes a la Subdivision
Deuteromycotina son los microorganismos candidatos en primera
instancia para el control bioldgico de insectos plaga. Sus clases
(Hyphomycetes, Blastomycetes y Coelomycetes) se caracterizan
por no presentar estado sexual, por lo cual se conocen con el
nombre de hongos imperfectos; siendo la clase mas importante la
de los Hyphomycetes porque abarca la mayoria de especies
conocidas como parasitos de insectos. En Colombia se han
registrado 31 especies de hongos entomopatdgenos, sin embargo,
son escasas las especies de hongos utilizadas en programas de
control biolégico de plagas. B. bassiana y M. anisopliae son las
especies aisladas con mas frecuencia, principalmente en
lepidopteros y coledpteros.

20 FERRON, P. Biological control of insect pests by entomogenous fungi. En : Annual Review of
Entomology. Vol. 23 No.1. 1978. p. 409-442,

2! RODRIGUEZ S., D. A. Hongos entomopatégenos. En: Control microbiano de insectos. Santafé de Bogota
: CENIPALMA, 1992. 136 p.



1.3.1 Modo de accién de los hongos entomopatégenos. De acuerdo con De
Bach??, Alves?®, St. Leger et al.?*, Charnley y St. Leger?®.

Una de las caracteristicas de los insectos es la presencia de un
exoesqueleto denominado cuticula, la cual puede ser penetrada
por los hongos entomopatdogenos mediante un conjunto de
mecanismos que tienen la capacidad de vencer la resistencia y
asimilar los materiales del hospedero; proceso que requiere
condiciones de temperatura y humedad adecuada. El proceso de
colonizacién del hospedante inicia con la adherencia de una espora
germinativa (conidia) que por accion fisica y enzimética (proteasas,
lipasas, quitinasas) penetra la cuticula (Figura 2). En algunas
especies de hongos la penetracion es directa y en otras se produce
un botén adhesivo llamado apresorio. Una vez el hongo ha
penetrado se inicia la ramificacion hifal, creciendo abundantemente
e invadiendo la cavidad del cuerpo (hemolinfa) a la vez que se
alimenta de él. Después de la muerte del insecto, el hongo crece
dentro del cadaver y todos los tejidos internos son penetrados por
hifas filamentosas, mas no ocurre la desintegracién del insecto
debido que el patébgeno secreta sustancias antibacterianas,
resistiendo asi la descomposicion por bacterias contaminantes y
habitantes del tracto digestivo. Finalmente las hifas emergen
primero por los espirdculos y regiones intersegmentadas para
luego atravesar la cuticula, terminando con la formacién de
conidioforos a partir de los cuales se forman las conidias, que
funcionan como unidades de dispersion e infeccion; la muerte del
insecto ocurre debido a la produccion de micotoxinas, desnutricion
y dafios mecanicos.

22 pe BACH, P. Control biolégico de las plagas de insectos y malas hierbas. México : Continental, 1987.
p.20-23.

2 ALVES, S. B. Fungos entomopatogénicos. En: Control microbiano de insectos. Sao Paulo : Manole, 1986.
p. 73-127.

24 ST. LEGER et al. Cuticle-degrading enzymes of entomopathogenic fungi: Mechanisms of interaction
between pathogen enzymes and insect cuticle. En : Journal of Invertebrate Pathology. Michigan. Vol. 47 No.
1. 1986. p: 295 - 302.

% CHARNLEY, A. K.; ST. LEGER, R. J. Therole of cuticle-degrading enzymes in fungal pathogenesisin
insects. En : The fungal spore and disease initiation in plants and animals. Nueva Y ork : Plenum Press, 1991.
p. 267 — 268.



Figura 2. Ciclo de infeccion de los hongos entomopatégenos
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Existe el registro de un aislamiento de beauverina de micelios de Paecilomyces
fumosoroseus?.

1.4 HONGOS NATIVOS ENEMIGOS DE LA BROCA

Particularmente los hongos que parasitan la broca del café desempefian un papel
importante en el control biolégico debido a la reduccién de las poblaciones de esta
plaga, por tanto, estos controladores bioldégicos se han constituido en un arma
fundamental en el programa MIB ?’.

Bustillo?® lista como enemigos nativos que atacan o compiten con la broca H.
hampei (Ferrari) alos hongos B. bassiana, B. brongniartii, Fusarium oxisporum,
Hirsutella eleutheratorum, M. anisopliae y Paecilomyces sp; todos estos

26 ROBERTS, D. W. Toxins of entomopathogenic fungi. En: Microbial Control of Pest and Plant Diseases
1970 - 1979. London : Academic Press, 1981. p. 421 — 464.

2T BUSTILLO et al, Op cit., p.28.

28 BUSTILLO P., Alex Enrique. Elementos bioldgicos para un programa de manejo integrado de la broca del
café en Colombia. Op cit., p. 2 - 11.



pertenecientes a la Subdivision Deuteromycotina, clase Hypomycetes. Por otra
parte, Bustillo et al.?°, registran a P. lilacinus atacando a la broca del café.

1.5 CLASIFICACION DE LA ESPECIE Paecilomyces lilacinus (Thom.)
Samson

De acuerdo con Samson®, Barnett y Hunter®, P. lilacinus es un hongo
perteneciente a la Division Eumycota, Subdivision Deuteromycotina, Clase
Hyphomycetes, Orden Moniliales, Familia Moniliaceae.

1.6 DESCRIPCION MORFOLOGICA DE Paecilomyces lilacinus

La especie P. lilacinus se caracteriza por presentar un conidioforo erecto, de
terminacion verticilada o ramificada; de donde salen bruscamente las fialides.
Estas son engrosadas en la base y terminadas en un cuello largo en forma de
botella. Presenta una conidia unicelular hialina o ligeramente pigmentada; las que
se producen en forma concatenada (Figura 3) y pueden formar masas en
condiciones humedas. El hongo forma colonias de color carmelito amarillento a
rosado parduzco (Alexopoulos y Mims, 1979; Samson, et al., 1988).

29 BUSTILLO et al, Opcit., p. 29.

30 SAMSON, R. A. Identification: Entomopathogenic Deuteromycetes. En: Microbial Control of Pest and
Plant Diseases 1970— 1979. London : Academic Press, 1981. p. 93 107.

31 BARNETT, H. L.; HUNTER, B. B. lllustrated genera of imperfect fungi. 4 ed. Nueva York : Macmillan
Publishing Company, 1987.p. 65-70.



Figura 3. Estructuras caracteristicas de Paecilomyces lilacinus (Thom.)
Samson.
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Fuente: Samson y Evans, 1988

1.7 Paecilomyces spp. COMO BIOCONTROLADOR

Segun Jatala et al.*?, Samson®3, Cabanillas y Barker3*.

El género Paecilomyces Bainier ha sido observado atacando algunas especies de
Lepidoptera, Coleoptera, Homoptera, Hemiptera y Orthoptera, ademas, posee
especies que pueden atacar nematodos de plantas. El género posee 14 especies
entomopatdgenas siendo las mas destacadas Paecilomyces farinosus (Holm ex
S.F Gray), Paecilomyces fumosoroseus (Wize) y Paecilomyces tenuipes (Peck)
Samson.

De acuerdo con Bustillo®® en nuestro medio se registran como minimo cinco
especies del género Paecilomyces: (Paecilomyces amoeneroseus (P. Henn)

32 JATALA et al. Field application of Paecilomyces lilacinus for controlling Meloidogyne incognita on
potatoes. En : Journal Nematology. Vol. 12 No. 4. 1980. p. 226 - 227.

33 SAMSON, Opcit., p. 22-30

34 CABANILLAS, E. y BARKER, K. R. Inoculum level and application time of Paecilomyces lilacinuson
control of Meloidogyne incognita in tomato. En: Journal of Nematology. Vol. 21, No. 1: 1989. p.115-120.



Samson, Paecilomyces farinosus (Holmes & Gray) Brown & Smith, Paecilomyces
fumosoroseus (Wize) Brown & Smith, Paecilomyces tenuipes (Peck) Samson y
Paecilomyces lilacinus (Thom.) Samson) infectando insectos.

De acuerdo con Garz6n®®, Molina y Safiudo®’.

Particularmente, Paecilomyces lilacinus (Thom.) Samson, es un
hongo quitinolitico que ataca principalmente nematodos del género
Meloidogyne; el ataque lo realiza fundamentalmente en estado de
huevo, destruyendo el embrion e impidiendo la formacion de larvas,
aunque puede destruir estados juveniles. Esta especie se
desarrolla en el suelo de regiones calidas, colonizando raices de
muchas plantas como frijol, banano, tomate, cafia de azucar.

En Colombia, la especie P. lilacinus ademas de ser utilizada en el control de
nematodos del género Meloidogyne®, también se ha utilizado en el control de
Leptopharsa gibbicarina (Hemiptera: Tingidae) o chinche encaje de la paima de
aceite; donde se han desarrollado epizootias que han alcanzado hasta un 70% de
mortalidad en laboratorio®®. También se ha registrado actuando sobre poblaciones
del chinche de la viruela del cultivo de la yuca Cyrtomenus bergi Froeschner
(Hemiptera: Cydnidae)*°, sobre el chinche negro Antiteuchus tripterus (Hemiptera:

% BUSTILLO, Alex. Hongos en insectos y posibilidades de uso en el control biol6gico de plagas en
Colombia. En: SEMINARIO SOBRE USO DE ENTOMATOGENOS EN COLOMBIA. (1° : 2001 : Bogotd).
Memorias del | Seminario sobre Uso de Entomopatdgenos en Colombia. Bogota : SOCOLEN, 2001. p. 30 —
49,

3 GARZON V., J. Estudio de biocontrol del nematodo del nudo radical Meloidogyne spp. con organismos
fungosos. Palmira, 1995, 61 p. Tesis (Ingeniero Agronomo). Universidad Nacional. Facultad de Ciencias
Agricolas. p.20.

3 MOLINA, L.y SANUDO S., B. Manejo de Meloidogyne incognita Chitwood en Iulo de castilla Solanum
quitoense Lam. en el municipio de San Lorenzo, departamento de Narifio. En: Revista de Ciencias Agricolas
Pasto. Vol. 11, No. 8: 1989. p. 77 - 90.

% GIRALDOF., M. A. Evaluacion de Paecilomyces lilacinus(Thom.) Samson. en el control de Meloidogyne
spp. Goeldi. en ailmacigos de café Coffea arabica. Manizales, 1996, 102 p. Tesis. (ngeniero Agrénomo).
Universidad de Caldas. Facultad de Ciencias Agropecuarias. p.56

39 CALVACHE G., H. El control microbiano en el manejo de las plagas de aceite en Colombia. En : Palmas,
Bogota Voal. 14, No. 2. 1993. p. 13-21.

40 SANCHEZ, D., BELLOTTI, A. C. Patogenicidad de hongos Hyphomycetes sobre Cyrtomenus bergi F.
(Hemiptera: Cydnidae) chinche subterraneo de la yuca. En: Revista Colombiana de Entomologia. Val. 23,
No. 1, 1997. p. 31 - 37.



Pentatomidae) en el cultivo de cacao, sobre Tibraca sp. (Hemiptera:
Pentatomidae) en el cultivo de arroz y sobre la mosca blanca de los invernaderos
Trialeurodes vaporariorum (Hemiptera: Aleyrodidae) donde se obtuvieron
mortalidades que oscilaron entre 90% y 98% a nivel de laboratorio®.

Por otra parte, Bustillo, et al.*?, durante la realizacién de un trabajo con los hongos
B. bassiana y M. anisopliae para el control de la broca del café, constataron que
dicha plaga es un nuevo huésped de P. lilacinus. Este es el primer registro de este
hongo atacando adultos de H. hampei (Ferrari) bajo condiciones naturales, aunque
Posada, et al.*}, y Bustillo et al.**, afirman que este hongo no fue encontrado
atacando brocas en frutos en el arbol de cafe.

Estudios posteriores mostraron un 50% de mortalidad de broca causada por P.
lilacinus a nivel de laboratorio; mortalidad que empezé a presentarse a partir del
segundo dia de evaluacion y se extendié hasta el decimosegundo®.

1.8 Paecilomyces lilacinus (Thom.) Samson SOBRE UN BIOINDICADOR

Aranzazu (1998) evaluando los hongos B. bassiana, M. anisopliae, P. lilacinus y
Trichoderma koningil sobre los estados biologicos de la lombriz roja Eisenia
foetida, concluye que dichos hongos no ocasionaron ningun efecto deletéreo en
los estados de desarrollo de la lombriz.

41 GARZON M, I. Patogenicidad de Beauveria bassiana, Paecilomyces fumosoroseus, Verticillium lecanii, y
Paecilomyces lilacinus sobre la mosca blanca de los invernaderos Trialeurodes vaporariorum bgo
condiciones de laboratorio. En : CONGRESO DE LA SOCIEDAD COLOMBIANA DE ENTOMOLOGIA.
(30° : 2003 : Cai). Resumen del XXX Congreso de la Sociedad Colombiana de Entomologia. Cai :
SOCOLEN, 2003. p. 71.

42 BUSTILLO et a. Dynamics of Beauveria bassianaand Metarhizium anisopliae infecting Hypothenemus
hampei (Coledptera: Scolitidae) populations emerging from fallen coffee berries. En : Florida Entomologist
Florida. Vol. 82 No. 4. 1999. p. 491-498.

43 POSADA et al, Opcit., p. 37.

4 BUSTILLO et al, Dynamics of Beauveria bassiana and Metar hizium anisopliae infecting Hypothenemus
hampei (Coledptera: Scolitidae) populations emerging from fallen coffee berries. Op cit., p. 491 — 498

4 POSADA, Op cit., 39.



2. DISENO METODOLOGICO

La investigacion comprendié una fase en laboratorio, dos en campo y una ultima
en laboratorio en la cual se evalud el efecto de repelencia de los aislamientos
PL9301 de Paecilomyces lilacinus, Bb9205 de Beauveria bassiana y el aislamiento
Ma9236 de Metarhizium anisopliae. La investigacion tuvo una duracion total de 21
meses y fue desarrollada en la zona central cafetera colombiana.

2.1 FASE DE LABORATORIO

2.1.1 Localizacion. Esta fase se llevd a cabo en el laboratorio de Control de
Calidad de Entomopatdégenos de la disciplina de Entomologia de Cenicafé,
ubicado en Chinchinad (Caldas) a 5°01' de latitud norte, 75°36' longitud oeste;
1.425 msnm, con una temperatura promedio de 19,9 °C, humedad relativa 84,1%
y precipitacion anual de 2.833 mm.

Se evaluaron los aislamientos de P. lilacinus PL9601 aislado de H. hampei,
PL9301 aislado de Leptopharsa gibbicarina, PLHT de origen desconocido y una
formulacién comercial Micosplaga la cual fue utilizada en su forma comercial para
realizar las pruebas de laboratorio y de campo.

2.1.2 Reactivacion de los aislamientos de P. lilacinus sobre la broca del
café. Los aislamientos a utilizar durante el experimento se reactivaron y reaislaron
sobre broca del café, pero no la formulacién comercial. La reactivacion se llevo a
cabo teniendo en cuenta que estudios previos demostraron que la transferencia en
serie de los aislamientos sobre medios artificiales en el laboratorio, trae como
consecuencia la atenuacion de la virulencia del hongo y la disminucion en la
produccion de esporas“®.

Para este proposito se utilizaron por cada aislamiento 20 brocas procedentes de la
Unidad de Cria de Parasitoides de Cenicafé, siguiendo el procedimiento descrito
por Marin y Bustillo (2002) (Figura 4). Las brocas se desinfestaron en una solucion
de hipoclorito de sodio 0,5% durante 5 minutos, se lavaron con agua destilada
estéril durante 1 minuto y luego se colocaron sobre papel toalla esterilizada para
eliminar el exceso de agua. Posteriormente, las brocas se inocularon por

“© PADILLA M., G. N. Caracterizacion patogénicay morfol gica de aislamientos del hongo entomopatégeno
Metarhizium anisopliae provenientes de diferentes érdenes de insectos. Manizales, 1998, 75 p. Tesis.
(Bacteriélogo). Universidad Catdlica. Facultad de Bacteriologia, p. 20



inmersién en una suspensién concentrada de esporas (1x10% esp/ml). Luego se
colocaron en camara humeda y se dejaron en incubacién a una temperatura de 25
+ 2 °C hasta que ocurriera el desarrollo del hongo sobre el insecto.

Una vez los hongos desarrollaron su mecanismo de patogenicidad sobre el
hospedero, se seleccionaron las brocas que presentaron un mayor crecimiento del
hongo y se sometieron de nuevo a desinfestacion con hipoclorito de sodio al 5%
durante 1 minuto; luego se colocaron sobre papel toalla esterilizada para eliminar
el exceso de hipoclorito de sodio. Con una pinza de laboratorio se transfirieron las
brocas a razén de una broca depositada en el centro de cada caja Petri con medio
de cultivo Sabouraud Dextrosa Agar (SDA) y posteriormente, se propagaron
masivamente en diez botellas con arroz previamente esterilizado.

Cuando los cultivos tuvieron 25 dias de crecimiento se obtuvo el in6culo de cada
aislamiento y se realizaron pruebas de germinacion y patogenicidad de los
aislamientos.

Figura 4. Reactivacion de los aislamientos de P. lilacinus sobre la broca del
café: A) Desinfestacion. B) Secado. C) Inoculacion D) Individualizacién.
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2.1.3 Seleccién de los aislamientos de Paecilomyces lilacinus. Esta etapa de
seleccién se realiz6 con los aislamientos de P. lilacinus y el Comercial,
sometiéndolos a dos pruebas biol6gicas fundamentales: patogenicidad sobre la
broca y germinacion. Estas dos variables se tuvieron en cuenta para la seleccion
de aislamientos, teniendo como criterio un valor minimo observado de 80% en



germinacion y patogenicidad. Con los aislamientos seleccionados en esta etapa se
realizaron los estudios de campo.

2.1.3.1 Prueba de germinacion. Esta prueba se realiz6 con el fin de establecer la
viabilidad de los hongos a los 25 dias de desarrollo, para lo cual se determiné el
porcentaje de germinacion a las 24 horas (Figura 5).

Se utilizé un disefio experimental completamente aleatorio conformado por cuatro
tratamientos (los tres aislamientos puros del hongo P. lilacinus y el producto
comercial). Cada tratamiento tuvo cinco repeticiones (alicuotas) (Figura 6).

Se sigui6 el procedimiento descrito por Vélez, et al.*’

El cual consistiéo en preparar una caja Petri con 10-15 ml de Agar-
agua al 1,5 % sin acidificar, por cada aislamiento del hongo y luego
marcar 5 puntos en la superficie externa inferior de cada caja,
correspondientes a los puntos en los cuales se depositaron
alicuotas de 10 microlitros de suspension del hongo (1x10” esp/ml).
Las cajas Petri inoculadas se incubaron a 25 + 2 °C durante 24
horas. Transcurrido el tiempo de incubacién se agreg6 una gota de
azul de lactofenol a cada alicuota para detener la germinaciony a
la vez tedir las esporas del hongo, luego se cortaron las alicuotas
depositandolas sobre una lamina portaobjetos y se cubrieron con
una laminilla.

Se hicieron observaciones al microscopio en objetivo 40X, hasta determinar un
promedio de 100 esporas por alicuota. La variable de respuesta fue el porcentaje
de esporas germinadas (PG) con respecto al total de esporas [PG = (nimero de
esporas germinadas / total esporas) *100], teniendo como criterio de germinacion,
aquellas esporas que presentaron una longitud del tubo germinal mayor al
didmetro de la misma. Para la evaluacion de germinacion de las esporas del
producto comercial se contabilizaron las esporas de P. lilacinus, B. bassiana y M.
anisopliae.

47 VELEZ et al. Técnicas para el control de calidad de formulaciones de hongos entomopatégenos. En :
Boletin Técnico Cenicafé. Chinchina. Vol. 17, No,.1. 1997. p. 1-34.



Figura 5. Germinacion de las esporas de P. lilacinus: A) Deposicién de
alicuotas en medio agar agua. B) Tincion de las alicuotas con azul de
lactofenol a las 24 horas de incubacién. C) Remocion de las alicuotas. D)
Depdésito en laminas de vidrio para observacién al microscopio.

Figura 6. Montaje en cajas de Petri de los aislamientos de P. lilacinus para la
prueba de germinacién
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2.1.3.2 Prueba de patogenicidad. Esta prueba se realiz6 con el fin de determinar
el nivel de infeccion de todos los aislamientos evaluados, para lo cual se
determiné el porcentaje de mortalidad de las brocas a los ocho dias de inoculadas.



Se utilizé un disefio experimental completamente al azar conformado por cinco
tratamientos: cuatro aislamientos del hongo P. lilacinus, y un testigo el cual no
entr6 en contacto con esporas del hongo. Cada tratamiento tuvo cuatro
repeticiones y cada repeticion estuvo constituida por 15 unidades de observacion
(viales de antibiotico) (Figura 7a).

Se sigui6 la metodologia de bioensayo propuesta por Gonzalez, et al., en la cual,
para cada aislamiento a evaluar se tomaron 60 adultos de broca, recién
emergidas, procedentes de la Unidad de produccion de parasitoides de Cenicafe,
distribuidas en cuatro repeticiones, cada una con 15 individuos*®. Estas se
sometieron a un proceso de desinfestacion de la misma manera en que se realizé
para la reactivaciéon, con el objeto de remover otros microorganismos (hongos,
bacterias y levaduras) que puedan interferir en la validez de los bioensayos; una
vez sometidas a la desinfestacion se seleccionaron las que presentaron mayor
actividad.

Las esporas de los aislamientos reactivados con un tiempo de incubacion no
mayor a un mes, se suspendieron en 10 ml de Agua Destilada Estéril (ADE) con
Tween 80 al 0.1%, agitando en un agitador Vortex durante un minuto. A partir de
esta suspension madre se realizaron cuatro diluciones consecutivas en base 10.
La estimacién de esporas presente se realiz6 en la camara de Neubauer a partir
de la ultima dilucién. El promedio de seis recuentos se multiplicé por el reciproco
de la dilucion en la cual se hizo el recuento y por el factor de correccion de la
camara (10%). Para llegar a la concentracién deseada, (1 x 107 esp/ml) se utilizé la
formula:

V1xCl=V2xC2dondeV1=V2xC2/Cl

V1 = Volumen de la suspension madre necesario.

C1 = La concentracion deseada.

V2 = El volumen total de la suspension.

C2 = La concentracion de esporas obtenida del recuento.

Las brocas adultas fueron inoculadas por inmersién en una suspension de 10 ml a
una concentracién del hongo de 1x10’ esp/ml, por dos minutos. Los insectos ya
infectados se colocaron sobre papel toalla estéril para quitar el remanente de
humedad y se transfirieron con pinceles estériles en forma individual a viales de
vidrio (frasco de antibiético) con un disco de papel previamente humedecido con
ADE en la base del vial y tapando con una mota de algodon estéril.

48 GONZALEZ et a. Desarrollo de un bioensayo para evaluar la patogenicidad de Beauveria bassiana sobre
Hypothenemus hampei. Cenicafé. Chinchina. Vol. 44, No. 3. 1993. p. 93-102.



Las evaluaciones de cada tratamiento se realizaron por 11 dias. Diariamente se
adicion6 una gota de ADE sobre el disco de papel con el fin de favorecer la
humedad del bioensayo y la accion del hongo sobre las brocas (Figura 7b). Las
brocas que no mostraron signos del hongo se llevaron a una camara humeda por
espacio de una semana. Finalmente, las que no mostraron ningun signo, fueron
aplastadas, montadas en portaobjetos, tefiidas con azul de lactofenol y
observadas al microscopio donde se determind la causa de su muerte. Se
establecio en porcentaje de mortalidad (PM) [PM = (nimero de brocas muertas /
total brocas) *100].

Figura 7. Procedimiento del bioensayo de patogenicidad: A) Montaje de los
tratamientos para la evaluacién de la patogenicidad. B) Adicion de agua
destilada estéril

De acuerdo con los resultados, se seleccionaron los aislamientos PL9301 vy el
Comercial, los cuales fueron evaluados en la fase de campo.

2.2 FASE DE CAMPO

2.2.1 Localizacion. Las fases de campo se llevaron a cabo en la Estacion Central
“Naranjal” del Centro Nacional de Investigacion del Café (Cenicafé), localizada en
el municipio de Chinching, Latitud N 4°59’, Longitud 75° 39’, Altitud 1400 msnm; la
cual posee las siguientes caracteristicas anuales de clima: temperatura media
20.7 °C, temperatura maxima 26.8°C, temperatura minima 16.3° C, humedad
relativa 78%, precipitacion 2711 mm, brillo solar 1496.9 horas. En campo, en los
lotes donde se llevaron a cabo los experimentos, no se habian realizado
aplicaciones con insecticidas quimicos ni biologicos con el fin de tener un
ambiente lo més natural posible. So6lo se hizo como préctica de control, la cosecha
oportuna. En esta fase, en primera instancia se evaluaron los aislamientos PL9301
y el Comercial en tres dosis diferentes (Etapa 1). Posteriormente, con estos dos
aislamientos, se evaluaron cuatro tiempos de aplicacion del hongo (Etapa 2).



2.2.2 Etapa 1. Evaluacién de la patogenicidad del aislamiento PL9301 y del
Comercial en tres dosis diferentes. En un lote sembrado con café Variedad
Colombia, con una distancia de siembra de 1 m x 1.5 m se demarcaron 56
parcelas experimentales donde cada parcela experimental (o unidad
experimental), estuvo constituida por 49 arboles, de los cuales 40 se dejaron como
surco doble, es decir, encerrando nueve arboles que conformaron la parcela
efectiva y de esta manera evitar el efecto de borde. Por lo tanto, la parcela efectiva
estuvo conformada por los nueve arboles centrales, en los cuales se aplicaron los
tratamientos (Figura 8). De la parcela efectiva se seleccioné el arbol central, y en
este una rama productiva (unidad de medicion). Las parcelas se marcaron con un
letrero que llevaba el cddigo para identificar el tratamiento y la repeticién.

Se utilizé un disefio experimental completamente aleatorio en arreglo factorial 2 x
3+1; corresBpondiente a los dos aislamientos (PL9301 y el Comercial), tres dosis
(1x108, 5x10°8, 1x10° esporas/arbol) y un testigo absoluto que solo se asperj6 con
agua y estuvo aislado de los demas tratamientos. Cada tratamiento tuvo ocho
repeticiones. Los aislamientos y las dosis evaluadas se asignaron aleatoriamente
a las unidades experimentales, de acuerdo con el disefio propuesto.

Con el fin de iniciar con un porcentaje de infestacion artificial conocido, de cada
rama seleccionada o unidad de medicién, se retiraron todos los frutos brocados y
posteriormente se infestaron artificialmente con brocas, utilizando la metodologia
de mangas entomolégicas propuesta por Villalba, et al.*°, (Figura 9). Esta
metodologia consistid en acoplar en cada rama seleccionada, un aro metalico
(alambre N° 10) de 20 cm de diametro por 70 cm de longitud el cual se cubre con
una tela de muselina blanca de 40 cm de diametro por 90 cm de longitud y de esta
forma evitar el escape o entrada de las brocas.

En la infestacion artificial se utilizaron brocas hembras adultas procedentes de la
Unidad de Cria de Parasitoides de Cenicafé, transportadas hasta el campo en
tarros de rollos fotograficos tapados con muselina; a los tarros se les adiciond
papel picado para evitar que las brocas se mutilen. Se utilizaron 200 brocas por
cada rama para realizar la infestacion. Se infestaron ramas con frutos de 150 dias
de madurez fisiolégica.

Tres dias después de cada infestacion artificial, se aplicaron los tratamientos, es
decir, cada uno de los aislamientos en tres dosis del hongo: 1x10%, 5x108, 1x10°
esp/arbol, Las aspersiones se realizaron siguiendo la metodologia propuesta por

49 VILLALBA et a. Evaluacion de insecticidas para el control de la broca del café en Colombia. En :
CENICAFE. Chinchinad Val. 46, No. 3. 1995. p.152-163.



Mejia, et al.*°, la que consisti6 en utilizar una aspersora de presién previa retenida
Calimax “Leo Cafetera”, de 10 litros de capacidad, con boquilla TX3 de bajo flujo
de descarga, a una presion de 40 PSI (Figura 10). La preparacion utilizada en
cada tratamiento estuvo compuesta por agua, hongo y aceite agricola “Carrier”
como agente humectante del hongo (Tabla 1). Se establecié un tiempo de 14
segundos de aplicacion de los tratamientos, siete por cada cara del arbol; para un
volumen de 50 cc de preparacién por arbol. La aplicacién estuvo dirigida a los
nueve arboles de la parcela efectiva, para un total de 72 arboles asperjados por
tratamiento.

Figura 8. Disefio de la parcela experimental con la demarcacion de la parcela
efectiva.

0 MEJIA et al. Técnicas de aspersion y evaluacion de Beauveria bassiana parael control delabrocadel café.
En: SEMINARIO INTERNACIONAL TEORICO - PRACTICO SOBRE ENTOMOPATOGENOS,
PARASITOIDES OTROS ENEMIGOS DE LA BROCA DEL CAFE. (2° : 2002 : Chinchina). Memorias del
Il Seminario Internacional Tedrico — Préctico sobre Entomopatégenos, Parasitoides otros enemigos de la
brocadel café. Chinchina: CENICAFE, 2002. p. 196 - 210.



Figura 9. Aspecto de las mangas entomoldgicas: A) Disposicion de la rama
dentro de la manga. B) Infestacion artificial con brocas adultas. C) Manga
entomoldgica sellada

Tabla 1. Cantidades utilizadas en la aspersion del aislamiento PL9301 y el
Comercial en tres dosis diferentes

Dosis  Concentracion Cantidad Agua Aceite Volumen
Aislamiento total
(esp/arb) (esp/g) (9) (cc) (cc) (cc)
PL9301 1x10° 7,4x10° 1 3588 11 3600
PL9301 5x10° 7,4x10° 53 3584,1 11 3600
PL9301 1x10° 7,4x10° 10 3574,3 11 3600
Comercial 1x10® 6,8x10° 1 3588 11 3600
Comercial 5x10° 6,8x10° 4,9 3583,7 11 3600
Comercial 1x10° 6,8x10° 9,7 3579 11 3600

esp/arb = esporas/arbol. esp/g = esporas/gramo. g = gramo. cc = centimetro cubico.

Al momento de la aspersion se retir6 la manga de la rama y se descartaron en un
balde con aceite quemado, las brocas que se encontraban aun en la manga. Una



vez realizada la aspersion en los arboles, se procedié a cubrir nuevamente la rama
con la manga para ser retirada en el momento de la evaluacion.

Veinte dias después de las aspersiones, se cosecharon todos los frutos brocados
de cada rama, colocandolos en una bolsa plastica alargada, separandolos cada
uno por un nudo hecho con la misma bolsa. Especial cuidado se tuvo en identificar
estas bolsas con el cddigo de la parcela. Todas las bolsas se llevaron en cajas de
icopor para facilitar su transporte.

Figura 10. A) Operador de aspersion. B) Aspersora de presion previa
retenida C) Aspecto de la nube de aspersion

Los frutos cosechados se disectaron en el laboratorio, donde se contabilizo el total
de brocas y el niumero de brocas muertas, de estas, las que no mostraron signos
del hongo se llevaron a una camara humeda por espacio de una semana.
Finalmente, las que no mostraron ningun signo, fueron aplastadas, montadas en
portaobjetos, tefiidas con azul de lactofenol y observadas al microscopio donde se
determind la causa de su muerte.



La variable de respuesta fue el porcentaje de mortalidad (PM) de brocas con
respecto al total de brocas, en la unidad de muestreo o rama [PM = (nimero de
brocas muertas / total brocas) *100]. El valor del porcentaje de brocas muertas de
cada unidad experimental, fue corregido con el promedio de mortalidad de brocas
del testigo absoluto (mortalidad natural), utilizando el criterio de mortalidad
corregida (MC) propuesto por Schneider-Orelli: “[IMC = (mortalidad tratamiento -
mortalidad testigo) / (100 - mortalidad testigo) * 100]"*1. Al cabo de un dia se
evalué el porcentaje de infestacion (Pl), contando el niumero total de frutos y el
numero de frutos brocados (Pl = numero de frutos perforados en la rama / total
frutos de la rama *100).

2.2.3 Etapa 2. Evaluacion de cuatro tiempos de aplicacion de los
aislamientos PL9301 y del Comercial. Se seleccioné un lote sembrado con café
variedad Colombia de 3 afos de edad, a una distancia de siembra de 1 m x 1.5 m.
en el cual se demarcaron 45 parcelas experimentales, donde cada parcela
experimental (o unidad experimental) estuvo constituida por 49 arboles, de los
cuales 40 se dejaron como surco doble, es decir, encerrando nueve arboles que
conformaron la parcela efectiva y de esta manera evitar el efecto de borde. Por lo
tanto, la parcela efectiva estuvo conformada por los nueve arboles centrales, en
los cuales se aplicaron los tratamientos (Figura 8). De la parcela efectiva se
selecciono el arbol central, y en este una rama productiva (unidad de medicion).
Las parcelas se marcaron con un letrero que llevaba el codigo para identificar el
tratamiento y la repeticion.

Con los aislamientos PL9301 y el Comercial, se evaluaron cuatro momentos de
aplicacion del hongo, para lo cual se utilizé un disefio experimental completamente
aleatorio en arreglo factorial 2 x 4 + 1 correspondiente a los dos aislamientos,
cuatro tiempos de aplicacion: tres dias antes de la infestacion con broca (TDAI),
dos horas antes de infestacion (DHAI), dos horas después de la infestacion (DHDI)
y tres dias después de la infestacion con broca (TDDI) y un testigo absoluto que
solo se asperj6 con agua y estuvo aislado de los demas tratamientos. Cada
tratamiento tuvo cinco repeticiones. Los aislamientos y los tiempos evaluados
fueron asignados aleatoriamente a las unidades experimentales, de acuerdo con
el disefio propuesto.

Con el fin de iniciar con un porcentaje de infestacion artificial conocido, de cada
rama seleccionada o unidad de medicion, se retiraron todos los frutos brocados,
dejando solo 50 frutos y posteriormente fue infestada artificialmente con broca,

1 CIBA-GEIGY. Manual paraensayos de campo en proteccion vegetal. 2 ed. Suiza: El autor, 1981. p. 120.



utilizando la metodologia de mangas entomoldgicas propuesta por Villalba, et al.>?,
(Figura 9). Esta metodologia consisti6 en acoplar en cada rama seleccionada, un
aro metdlico (alambre N° 10) de 20 cm de diametro por 70 cm de longitud el cual
se cubre con una tela de muselina blanca de 40 cm de diametro por 90 cm de
longitud y de esta forma evitar el escape o entrada de las brocas.

En la infestacion artificial se utilizaron brocas hembras adultas procedentes de la
Unidad de Cria de Parasitoides de Cenicafé, transportadas hasta el campo en
tarros de rollos fotograficos tapados con muselina; a los tarros se les adiciono
papel picado para evitar que las brocas se mutilen. Se utilizaron 200 brocas por
cada rama para realizar la infestacidon. Se infestaron ramas con frutos de 150 dias
de madurez fisioldgica.

Las aspersiones de los tratamientos se realizaron siguiendo la metodologia
propuesta por Mejia, et al®., la que consisti6 en utilizar una aspersora de presion
previa retenida Calimax “Leo Cafetera”, de 10 litros de capacidad, con boquilla
TX3 de bajo flujo de descarga, a una presibn de 40 PSI (Figura 10). La
preparacion utilizada en cada tratamiento estuvo compuesta por agua, hongo y
aceite agricola “Carrier” como agente humectante del hongo (Tabla 2). Se
establecio un tiempo de 14 segundos de aplicacién de los tratamientos, siete por
cada cara del &rbol; para un volumen de 50 cc de preparacion por arbol. La
aplicacion estuvo dirigida a los nueve arboles de la parcela efectiva, para un total
de 180 arboles asperjados por aislamiento.

Al momento de la aspersion se retird la manga de la rama y se descartaron en un
balde con aceite quemado, las brocas que se encontraban aun en la manga. Una
vez realizada la aspersion en los arboles, se procedié a cubrir nuevamente la rama
con la manga para ser retirada en el momento de la evaluacion.

52 \V/ILLALBA et al, Op cit., p. 40.
>3 MEJIA et a, Opcit., p. 42.



Tabla 2. Cantidades utilizadas en la aspersiéon del aislamiento PL9301 y el
Comercial en cuatro tiempos de aplicaciéon y a una dosis de 1 x 10%
esporas/arbol

Concentracion Cantidad Agua Aceite Volumen
. . total
Aislamiento
(esp/g) 9 (cc) (cc) (cc)
PL9301 7,4x10° 2432 8730 27 9000
Comercial 6,8x10° 264 8709 27 9000

esp/arb = esporas/arbol. esp/g = esporas/gramo. g = gramo. cc = centimetro cubico.

20 dias después de las aspersiones, se cosecharon todos los frutos brocados de
cada rama, colocandolos en una bolsa plastica alargada, separandolos cada uno
por un nudo hecho con la misma bolsa. Especial cuidado se tuvo en identificar
estas bolsas con el codigo de la parcela. Todas las bolsas se llevaron en cajas de
icopor para facilitar su transporte.

Los frutos cosechados fueron disecados en el laboratorio, donde se contabilizé el
total de brocas y el nUumero de brocas muertas, De estas, las que no mostraron
signos del hongo se llevaron a una cdmara humeda por espacio de una semana.
Finalmente, las que no mostraron ningun signo, fueron aplastadas, montadas en
portaobjetos, tefiidas con azul de lactofenol y observadas al microscopio donde se
determind la causa de su muerte.

Con el registro del nimero de brocas y el numero de brocas muertas en cada
unidad experimental, se obtuvo la variable de respuesta porcentaje de mortalidad
(PM) [PM = (numero de brocas muertas / total brocas) *100]. El valor del
porcentaje de brocas muertas de cada unidad experimental, fue corregido con el
promedio de mortalidad de brocas del testigo absoluto (mortalidad natural),
utilizando el criterio de mortalidad corregida (MC) propuesto por Schneider-Orelli:
[MC = (mortalidad tratamiento - mortalidad testigo) / (100 - mortalidad testigo) *
100] (Ciba-Geigy, 1981). Al cabo de un dia se evalué el porcentaje de infestacion
(PI), contando el numero total de frutos y el nimero de frutos brocados [Pl =
(numero de frutos perforados en la rama / total frutos de la rama) *100].



2.3 EVALUACION DE LA REPELENCIA DE Paecilomyces lilacinus,
Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana HACIA LA BROCA DEL CAFE,
Hypothenemus hampei (Ferrari)

Esta actividad se realiz6 con el propésito de evaluar la preferencia de la broca
hacia frutos de café tratados con los aislamientos PL9301 de Paecilomyces
lilacinus, Bb9205 de Beauveria bassianay Ma9236 de Metarhizium anisopliae.

2.3.1 Localizacion. La presente actividad se llevo a cabo en un cuarto climatizado
de Cenicafé, con dimensiones de 3.5 m de ancho por 3.7 de largo, por 3.5 m de
alto, temperatura entre 26 y 29°C, humedad relativa entre 70% y 80%, sin
corrientes de aire, y periodos de luz artificial de 12 horas (lamparas de tubo de 48
vatios, luz dia).

En esta actividad se utilizé un disefio completamente aleatorio conformado por los
cinco tratamientos, donde cada uno estuvo constituido por 250 frutos cerezas de
café variedad Colombia sanos. Cada tratamiento constdé de cinco unidades
experimentales y cada unidad experimental estuvo conformada por una bandeja
de malla metalica con 50 frutos (Figura 11). Los primeros 250 frutos se inocularon
por inmersion en una mezcla que contenia 3 cc/l de aceite agricola Carrier en
agua y se adicioné 1x10'° esp/l del aislamiento PL9301; posteriormente, el mismo
procedimiento se realiz6 con los aislamientos Bb9205 de y Ma9236. Se utilizaron
dos testigos, en donde los frutos del primero fueron sumergidos en un litro de agua
destilada estéril y los del segundo en un litro que contenia agua destilada estéril y
3 cc de aceite agricola Carrier; ambos testigos no entraron en contacto con
esporas de ningun hongo.

Los 250 frutos correspondientes a cada tratamiento, colocados en grupos de 50
(Figura 11) sobre 25 bandejas de malla metalica de 20 cm de largo por 10 cm de
ancho cada una, se suspendieron a 145 cm de altura dentro de una jaula
entomoldgica rectangular, de base cuadrada, cubierta con muselina blanca de 1.8
m de altura por 1,7 m de base (Figura 12); dicho procedimiento se efectu6 con el
fin de realizar una infestacion artificial con broca dentro de la jaula; para lo cual, se
liberaron 1250 brocas adultas vivas, recién emergidas, procedentes de la unidad
de cria de Cenicafé. Estas brocas se liberaron a nivel del suelo con el propésito de
gue volaran e infestaran los frutos y de esta forma determinar la preferencia del
insecto hacia los frutos de café cereza suspendidos dentro de la jaula
entomoldgica.



Figura 11. Disposicion de los frutos de café cereza sobre las bandejas
metalicas

La preferencia se evalud al cabo de ocho dias, donde se establecid el porcentaje
de infestacion (Pl) en cada bandeja metéalica, determinando los frutos brocados y
no brocados con relacion al total de frutos [Pl = (nUmero de frutos brocados / total

de frutos) x 100].

Figura 12. A) Jaula entomoldgica cerrada. B) Jaula entomoldgica abierta




3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 FASE DE LABORATORIO

3.1.1 Prueba de germinacién. El analisis de varianza (Anexo B) para los
porcentajes de germinacién mostrd diferencias entre los aislamientos siendo el
aislamiento PLHT el que presentd el mayor porcentaje de germinacion (98,7%)
segun la prueba de comparacién de Tukey al 5% (Tabla 3 y Anexo C).

Tabla 3. Germinacion promedia de las esporas de diferentes aislamientos de
Paecilomyces lilacinus y el Comercial

Germinacion de esporas

Aislamiento Prom. C.\V.
(%) (%)

PLHT 98,7 A 0,52
Comercial 96,5 B 0,78
PL9301 96,2 B 0,94
PL9601 96,5 B 1,10

Promedios con letras no comunes implican diferencias estadisticas segin comparador de Tukey al
5% = (2). Prom. = Promedio. C.V. = Coeficiente de Variacién.

Sin embargo, todos los tratamientos presentaron porcentajes de germinacion
superiores al 96%, manteniendo altos valores segun los criterios de calidad
(mayores al 80%). Por tanto, esta variable no se tuvo en cuenta para la seleccién
de los aislamientos evaluados en campo.

3.1.2 Prueba de patogenicidad. Debido a que algunas brocas presentaron
esporulaciones de P. lilacinus junto con esporulaciones de B. bassiana, M.
anisopliae y en otros casos de los tres hongos a la vez; se determiné la mortalidad
total por aislamiento. Por tanto, el analisis de varianza para los resultados de los
porcentajes de mortalidad de broca corregidos, mostré diferencias entre los
tratamientos (Anexo D). Las mayores mortalidades se obtuvieron con los



aislamientos PL9301 y el Comercial segun prueba de Tukey al 5%. El testigo no
presenté contaminacion por ninguno de los hongos y fue estadisticamente
diferente de los demas tratamientos (Tabla4 y Anexo E).

Los adultos de broca atacados por P. lilacinus presentaron estructuras similares a
escamas de lepidopteros adheridas a pedicelos delgados. El cubrimiento del
hongo no fue denso y su color se torné crema vy lila a medida que avanzo la
esporulacion (Figura 13).

Con referencia a los hospedantes originales, estos resultados confirman lo
encontrado en otros estudios en donde no se demostré ninguna relacion entre la
patogenicidad y el origen de los aislamientos®*, ni relacién entre los porcentajes de
germinacion de las esporas del hongo y los de mortalidad de broca del café.

Figura 13. Paecilomyces lilacinus infectando adultos de Hypothenemus
hampei: A) Inicio de la esporulacién del hongo B) Esporulacion completa

El tiempo en el cual ocurrio la mortalidad de broca se determiné registrando el
promedio de dias que tardd el hongo en matar la poblacion de insectos. El analisis
de varianza mostr6 efecto de los tratamientos (Anexo F) y la prueba de
comparacion de Tukey al 5% indicé diferencias a favor de los aislamientos
PL9301, PL9601 y el Comercial debido a que causaron la muerte de las brocas en
un menor tiempo. El aislamiento PLHT fue el que mas tard6é en causar mortalidad
(Tabla 4 y Anexo G). El TPMB es fundamental al momento de realizar una

> MOOURHOUSE et al. Laboratory selection of Metarhizium spp isolates for control of vine weevil larvae
(O. sulcatus) En: Journal of Invertebrate Pathology. Vol. 62 No. 1. 1993. p. 15- 21.



seleccién por patogenicidad ya que si este tiempo es menor, mayor es su
potencial y eficiencia como agente de control (Padilla, 1998).

Ademas de que la variable de seleccion propuesta era el porcentaje de mortalidad
en broca, se puede apreciar que los aislamientos PL9301 y el Comercial
presentan el menor tiempo promedio de mortalidad. De mejor forma se expresa la
mortalidad causada por el patdégeno principal o que permite una mayor exactitud
en la evaluacién en campo.

Tabla 4. Mortalidad de adultos de la broca del café y tiempo de mortalidad
causada por diferentes aislamientos de Paecilomyces. lilacinus en
laboratorio. (Datos corregidos en relacion con el testigo)

Tiempo Promedio de

Mortalidad de broca mortalidad de broca

Aislamiento Prom. C. V. Prom. C. V.
(%) (%) Dias (%)

PL9301 90,0 A 3,91 55B 17.49

Comercial 833 A 412 50B 25.59

PL9601 70,0B 3,92 55B 30.29

PLHT 65,0 B 4,00 72A 12.15

Promedios con letras no comunes implican diferencias estadisticas segun comparador de Tukey al
5% = (10). Prom. = Promedio. C.V. = Coeficiente de Variacién

Con los resultados obtenidos en las pruebas de laboratorio, se seleccionaron los
aislamientos PL9301 y el Comercial para realizar las evaluaciones en campo.

3.2 FASE DE CAMPO

En esta etapa se utilizaron los aislamientos PL9301 y el Comercial, seleccionados
en la etapa de laboratorio por el tiempo promedio y la mortalidad de broca
obtenida y al igual que en la etapa de laboratorio, para las dos fases de campo, se
determiné la mortalidad total por aislamiento, ya que algunas brocas presentaron



esporulaciones de P. lilacinus junto con esporulaciones de B. bassiana, M.
anisopliae y en otros casos de los tres hongos a la vez.

3.2.1 Etapa 1. Evaluacion de la patogenicidad del aislamiento PL9301 y
Comercial en tres dosis diferentes. Cuando se aplicaron los hongos en tres
dosis diferentes, el analisis de varianza para el porcentaje de mortalidad total de
broca mostré diferencias entre tratamientos (Anexo H) y la prueba de Dunnett al
5% corroboro la diferencia estadistica de los promedios de todos los tratamientos
frente al testigo (Tabla 5 y Anexo I).

Tabla 5. Mortalidad total y mortalidad total corregida de la broca del café
causada por los aislamientos de Paecilomyces lilacinus: PL9301 y el
Comercial aplicados en tres dosis.

Mortalidad total de broca Mortalidad total corregida de

) broca
Aislamiento (ezgzrsb) Prom. C.V. Prom. C.V.
(%) (%) (%) (%)
PL9301 1x10° 19,8 A 30.60 15,1 42,72
PL9301 5x10° 20,9 A 20,14 16,2 27,57
PL9301 1x10° 27,6 A 29,74 23,3 37,37
Comercial ~ 1x10° 19,9 A 26,06 15,1 36,37
Comercial  5x10° 20,8 A 31,52 16,1 43,20
Comercial 1x10° 21,8 A 30,79 17,1 41,53
Testigo SA 56B 35,69 - -

Promedios con letras no comunes implican diferencias estadisticas segin comparador de Dunnett
al 5% = (10). (esp/éarb) = esporas/arbol. Prom. = Promedio SA = Sin Aplicacion. C.V. = Coeficiente
de Variacion.

Con el fin de determinar el efecto real de los tratamientos evaluados, los
porcentajes de mortalidad total se corrigieron por el testigo obteniendo asi la
variable de porcentaje de mortalidad de broca total corregida (Tabla 5). El analisis
varianza para esta variable no mostro efecto de la interaccion aislamiento x dosis,
ni del factor aislamiento ni de las dosis por separado (Anexo J). El analisis de
varianza de los porcentajes de infestacion artificial con broca tampoco mostré
diferencias entre los tratamientos (Anexo K).



De acuerdo con los resultados obtenidos los aislamientos PL9301 y el Comercial
causaron una mortalidad inferior al 30% bajo las condiciones ideales de aplicacion.

En este caso, podria afirmarse que la mortalidad de las brocas no dependi6 del
aumento de las dosis en los rangos evaluados, si no de la exposicién de estas a
las esporas del hongo, puesto que en trabajos realizados por Arrubla, et al.*®, se
afirma que son alrededor de 40 - 70 esporas las que recibe el insecto y que una
sola tiene la capacidad de penetrar y causarle la muerte.

Al no encontrarse diferencias de las mortalidades causadas por los tratamientos y
no ser posible seleccionar uno para la etapa 2, se utilizaron los aislamientos
PL9301 y el Comercial en una dosis mayor (1 x 10 esp/arb), con el fin de
aumentar las mortalidades de las poblaciones de broca. Estos aislamientos fueron
aplicados en cuatro momentos de aspersion del hongo con respecto a la
infestacion artificial.

3.2.2 Etapa 2. Evaluacién de cuatro tiempos de aplicacion de los
aislamientos PL9301 y Comercial. El andlisis de varianza para los porcentajes
de mortalidad de broca mostré diferencias entre los tiempos de aplicacion
evaluados (Anexo L) siendo el testigo el unico tratamiento diferente de los demas
segun la prueba de Dunnett, al 5%. (Tabla 6 y Anexo M).

Por lo anterior y con el fin de determinar el efecto real de los tratamientos
evaluados, los porcentajes de mortalidad total se corrigieron por el testigo
obteniendo asi la variable Porcentaje de mortalidad total corregida de broca (Tabla
6). El andlisis de varianza para esta variable no mostré efecto de la interaccion
aislamiento x tiempos de aplicaciéon del hongo ni del factor aislamiento por
separado pero si del factor tiempos de aplicacion del hongo (Anexo N). La mayor
mortalidad de broca se presento a las dos horas después de la infestacion, segun
prueba de Tukey al 5%, indicando que la mortalidad de la broca en el campo a
causa de los momentos de aplicacion del hongo, dependi6 de la vulnerabilidad de
las brocas al estar a una mayor exposicion a las esporas del hongo (Tabla 7 y
Anexo N), corroborando asi lo afirmado por Bustillo, et al., (1998) donde muestran
una mayor vulnerabilidad de las brocas cuando se encuentran a mayor exposicion
a las esporas del hongo, es decir, en el orificio 0 en el canal de penetracion del
fruto de café (posiciones Ay B) (Figura 14).

® ARRUBLA et al. Adherencia sobre la broca del café de las esporas de Beauveria bassiana formuladas en
polvoy en liquido. En: CONGRESO DE LA SOCIEDAD COLOMBIANA DE ENTOMOLOGIA. (7° : 2000
: Medellin). Resumen del VIl Congreso de la Sociedad Colombiana de Entomologia. Medellin : SOCOLEN,
2000. p. 9- 10.



De igual manera, en trabajos anteriores realizados por Arrubla, et al., (2000), se
demuestra que se obtiene una mayor mortalidad de broca cuando esta es
sometida a caminar sobre las esporas de B. bassiana, por tanto, es factible que se
haya obtenido una mayor mortalidad de este insecto a las dos horas después y
antes de la aplicacion del hongo, puesto que esta tuvo un mayor y mas rapido
contacto con las esporas del hongo.

También es probable que se hayan obtenido menores mortalidades a los tres dias
antes y después de la aplicacion del hongo, ya que si las esporas de estos no
encuentran un medio adecuado para su establecimiento, en este caso, las brocas
adultas, mueren a causa de deshidratacion y por ende no afecta a la broca del
cafe.

Tabla 6. Mortalidad total y mortalidad total corregida de la broca del café
causada por los aislamientos de Paecilomyces lilacinus: PL9301 y el
Comercial en cuatro tiempos de aplicaciéon y a una dosis de 1 x 10%
esp/arbol

Mortalidad total Mortalidad total

corregida
Tiempos
Aislamiento de Prom. C.V. Prom. C.V.
aplicacion
(%) (%) (%) (%)
PL9301 TDAI 245 A 11,98 17,9 17,86
PL9301 DHAI 254 A 27,77 18,8 40,73
PL9301 DHDI 349 A 19,78 29,2 25,73
PL9301 TDDI 345A 14,92 28,7 19,49
Comercial TDAI 272 A 16,91 20,8 24,04
Comercial DHAI 30,2 A 22,68 24,0 30,96
Comercial DHDI 36,2 A 11,97 30,5 15,41
Comercial TDDI 342 A 14,21 28,4 18,60
Testigo SA 8,1B 12,40 - -

Promedios con letras no comunes implican diferencias estadisticas segiin comparador de Dunnett
al 5% = (10). TDAI = Tres Dias Antes de Infestacion. DHAI = Dos Horas Antes de Infestacion.
DHDI = Dos Horas Después de Infestacién. TDDI = Tres Dias después de Infestacién. SA = Sin
Aplicacion. Prom. = Promedio. C.V. = Coeficiente de Variacion.



Es probable que también se haya obtenido una mayor mortalidad durante estos
tiempos debido al efecto potencial del indculo del hongo presente en los insectos
afectados y su distribucion a otras poblaciones de broca, es decir, el insecto por si
mismo constituye una fuente de indculo del hongo para dispersion de este agente
bioldgico.

En general, comparando los resultados de campo con los obtenidos en laboratorio,
se observa que la patogenicidad en campo se ve reducida debido a que los
hongos reducen su persistencia en el follaje de los arboles a consecuencia de las
condiciones ambientales.

Tabla 7. Mortalidad total de broca corregida causada por los aislamientos de
Paecilomyces lilacinus: PL9301 y el Comercial para el factor tiempos de
aplicacion por separado

Mortalidad

Tiempo de aplicacién del hongo
Promedio (%)

Dos Horas Después de Infestacion 299 A
Dos Horas Antes de Infestacion 28,6 A
Tres Dias Después de Infestacion 2148B
Tres Dias Antes de Infestacién 19,3B

Promedios con letras no comunes implican diferencias estadisticas segun comparador de Tukey al
5% = (5). (%) = Porcentaje.

Por otra parte, los aislamientos PL9301 y el Comercial presentaron porcentajes de
mortalidad similares en cada una de las etapas de campo por separado. También
se observa un aumento en la mortalidad de la broca al aumentar 10 veces la dosis
de los aislamientos aplicados, indicando que al aplicar 1 x 10'° esporas/arbol del
hongo a los tres dias después de realizada la infestacion artificial, las mortalidades
aumentaron en un 6% con respecto a las mortalidades obtenidas en el mismo
tiempo con la dosis 1 x 10 ° esporas/arbol.

El Analisis de varianza de los porcentajes de infestacion con broca en mangas
entomoldgicas para los tiempos de aplicacién del hongo por separado mostré
diferencias entre los tratamientos (Anexo O). EI menor porcentaje de infestacion



se presentd en los tratamientos que incluian aplicaciones del hongo dos horas
antes de la infestacion con broca segun la prueba de Tukey al 5% (Tabla 8 y
Anexo P), lo que supone un posible efecto de alguna repelencia del hongo sobre
la broca cuando es aplicado antes de la llegada de esta al fruto.

Debido a lo anterior y a que el producto comercial estd compuesto por una mezcla
de los hongos P. lilacinus, B. bassianay M anisopliae, se planteé la evaluacion de
la repelencia de estos tres hongos a nivelde campo.

Tabla 8. Promedios y coeficiente de variacibn para los porcentajes
infestacion con broca para el factor tiempos de aplicaciéon por separado

Infestacion
Tiempos de aplicacion del hongo Prom. C.V.
(%) (%)
Dos Horas Después de Infestacion 99,2 A 1,04
Tres Dias Después de Infestacion 95,2 AB 6,20
Tres Dias Antes de Infestacién 91,1 BC 4,97
Dos Horas Antes de Infestacion 68,2 C 13,07

Promedios con letras no comunes implican diferencias estadisticas segin comparador de Tukey al
5% = (5). Prom. = Promedio. C.V. = Coeficiente de variacion.

3.3 EVALUACION DE LA REPELENCIA DE Paecilomyces lilacinus,
Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana HACIA LA BROCA DEL CAFE

El analisis de varianza mostro para el porcentaje de infestacion, diferencias entre
tratamientos (Anexo Q). Los menores porcentajes de infestacion se obtuvieron con
los aislamientos PL9301 y Ma9236 segun la prueba de comparacion de Tukey al
5% (Tabla9 y Anexo R).

Los hongos Paecilomyces lilacinus y Metarhizium anisopliae redujeron bajo
condiciones de laboratorio la infestacion de los frutos de café en un 15% Y 19,2%
respectivamente, con respecto al promedio de infestacion de los tratamientos
testigos (91,8%)



Estos resultados son similares a los obtenidos por Rath, A. C. y Tidbury, C. A%,
donde encontraron efecto de repelencia de Metarhizium anisopliae hacia
Coptotermes acinaciformis (Isoptera: Rhinotermitidae) y por Haimanot®’, donde
demostraron el efecto de repelencia obtenido con los hongos Beauveria bassiana
y Metarhizium anisopliae hacia Macrotermes subhyalis (Isoptera: Termitidae). Por
otra parte, existe un registro de la repelencia de las sustancias volatiles
(alcoholes): Z3-hexenol y 3-metylciclohex-2-1-ol hacia la broca del café®®. Este
efecto posiblemente se debe a que las esporas de estos hongos emiten quimicos
gue repelen a las brocas adultas provocando un efecto negativo en la orientacion
de un organismo, haciéndoles que prefieran buscar frutos limpios o no
permitiéndoles atacar el fruto

% RATH, A. C.y TIDBURY, C. A. Susceptibility of Coptotermes acinaciformis (Isoptera: Rhinotermitidae)
and Nasutitermes exitiosus (Isoptera: Termitidae) to two commercial isolates of Metarhizium anisopliae. En :
Sociobiology. (On line) Australia, 1996. [Citado 3 de Noviembre de 2003]. Vol. 28 No. 1. p. 67-72.
Disponible en Internet: http://pest.cabweb.org/Archive/Spotlight/SPOTON.HTM 1996.

> HAIMANOT, A. M. Potential of entomopathogenic fungi for the control of Macrotermes subhyalinus
(Isoptera: Termitidae). [On ling]. Etiopia. sf. [Citado 27 de Octubre de 2003]. Disponible en Internet:
http://edok01.tib.uni-hannover.de/edoks/e01dh03/35938918XI.pdf 2002.

8 BORBON et al. Proyecto de trampas, atrayentesy repelentes para el control de labrocadel fruto del cafeto,
Hypothenemus hampei. L (Coleoptera: Scolytidae). En : SEMINARIO LATINOAMERICANO DE
CAFICULTURA. (1° : 2000 : San José). Memorias del | Seminario Latinoamericano de Caficultura. San José
: ICAFE - PROMECAFE, 2000. p. 331 - 348.



Tabla 9. Infestacion promedia de la broca del café en frutos confinados en
unajaula entomolégica

Infestacion

Tratamiento Prom. C.V.
(%) (%)

Testigo 924 A 6.19
Carrier 91.2 A 474
Bb9205 904 A 5.56
Ma9236 76.6 B 8.88
PL9301 72.6 B 5.38

Promedios con letras no comunes implican diferencias estadisticas segin comparador de Tukey al
5% = (10). Prom. = Promedio. C.V. = Coeficiente de Variacion.



4. CONCLUSIONES

Los aislamientos PL9301 y el Comercial fueron los mas patogénicos a nivel de
laboratorio, causando mortalidades promedio de 90 y 83,3% respectivamente.

Bajo condiciones de campo, el efecto de Paecilomyces lilacinus es menor en un
67% con respecto a las condiciones en laboratorio

Aunque no se presentd efecto de dosis con los aislamientos PL9301 y el
Comercial, estos aislamientos fueron patogénicos a la broca del café en
condiciones de campo, en los frutos del arbol causando una mortalidad promedio
de 19,2%

Cuando los aislamientos PL9301 y el Comercial se aplicaron dos horas antes y
dos horas después de la infestacion artificial con broca, se obtuvieron las mas
altas mortalidades, las cuales estuvieron entre un 28,6% y 29,9% respectivamente

Los hongos Paecilomyces lilacinus y Metarhizium anisopliae redujeron bajo
condiciones de laboratorio la infestacion de los frutos de café en un 15,2% vy
19,2% respectivamente, con respecto al promedio de infestacion de los
tratamientos testigos (91,8%), por tanto, estos hongos ejercen algo de repelencia
cuando se asperjan previamente a la infestacion de los frutos de café por la broca.



5. RECOMENDACIONES

Evaluar el efecto del hongo P. lilacinus sobre insectos benéficos y sobre
controladores bioldgicos utilizados en el manejo de la broca del café.

Evaluar la patogenicidad de més aislamientos de P. lilacinus sobre la broca del
café.

Establecer estudios en parcelas comerciales que permitan establecer el efecto del
hongo dentro de un programa de manejo integrado de la broca del café.

Es necesario realizar estudios donde se evalle la sobrevivencia a través del
tiempo del hongo P. lilacinus en cafetales.
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ANEXOS



Anexo A. Ficha Técnica Micosplaga
NOMBRE COMERCIAL: MICOSPLAGa
CASA COMERCIAL: Orius Biotecnologia

COMPOSICION EN UNIDAD FORMADORA DE COLONIA POR GRAMO DE
PRODUCTO COMERCIAL:

Paecilomyces lilacinus:

10%
Metarhizium anisopliae: 5%
Beauveria bassiana:
5%
Talco estéril:
80%

CONTENIDO: 100 gramos equivalentes a 4 x 10° esporas de hongos
entomopatdgenos.

DOSIS RECOMENDADA: 100 a 300 gramos por hectéarea.



Anexo B. Analisis de varianza para la germinacion de los aislamientos
evaluados

FdeV G. L. S. C. C. M. Fc Pr>F
Modelo 3 20.00 6.66 9.51 ** 0.0008
Error 16 11.21 0.70
Total 19 31.22

C.V.=0,86%



Anexo C. Prueba de Tukey (5%) para la germinacién de los aislamientos
evaluados

Tratamiento Promedio (%) Grupo
PLHT 98.68 A
Comercial 96.53 B
PL9601 96.50 B
PL9301 96.16 B

Promedios con letras no comunes implican diferencias estadisticas segin comparador de Tukey al
5% = (2).



Anexo D. Andlisis de varianza para la mortalidad de broca causados por los
aislamientos evaluados

FdeV G. L. S. C. C. M. Fc Pr>F
Modelo 3 1608.33 536.11 18.68 ** 0.0001
Error 12 344.44 28.70
Total 15 1952.77

C.V.=6,95%



Anexo E. Prueba de Tukey (5%) para la mortalidad de broca causados por los
aislamientos evaluados

Tratamiento Promedio (%) Grupo
PL9301 90,00 A
Comercial 83,30 A
PL9601 70.00 B
PLHT 65.00 B

Promedios con letras no comunes implican diferencias estadisticas segun comparador de Tukey al
5% = (10).



Anexo F. Analisis de varianza para los tiempos promedios de mortalidad de

broca causados por los aislamientos evaluados

FdeV G. L. S. C. C. M. Fc Pr>F
Modelo 4 1774.64 443.66 364.82 ** 0.0001
Error 295 358.75 1.21
Total 299 2133.39

C. V.=23,78%



Anexo G. Prueba de Tukey (5%) para los tiempos promedios de mortalidad
de broca causados por los aislamientos evaluados

Tratamiento Promedio (Dias) Grupo
PLHT 7.18 A
Comercial 5.51 B
PL9601 5.45 B
PL9301 5.03 B
Testigo 0.00 C

Promedios con letras no comunes implican diferencias estadisticas segin comparador de Tukey al
5% = (2).



Anexo H. Analisis de varianza para la mortalidad total de broca causados por
los aislamientos PL9301 y el Comercial en tres dosis diferentes

FdeV G. L. S. C. C. M. Fc Pr>F
Modelo 6 2139.64 356.60 10.34 ** 0.0001
Error 49 1689.44 34.47
Total 55 3829.08

C. V. =30,10%



Anexo |. Prueba de Dunnett (5%) para la mortalidad total de broca causados
por los aislamientos PL9301 y Comercial en tres dosis diferentes

Tratamientos Mortalidad (%) Limites de confianza
T3 21.97 14.17 29.78 i
T6 16.16 8.36 23.97 ok
T2 15.28 7.47 23.08 ikl
T5 15.21 7.40 23.01 il
T4 14.24 6.43 22.05 i
T1 14.23 6.42 22.03 i

Promedios seguidos con *** presentan diferencias significativas con el testigo segun comparador
de Dunnett al 5% = (10)



Anexo J. Analisis de varianza para la mortalidad de broca total corregida
causados por los aislamientos PL9301 y el Comercial

en tres dosis

diferentes
FdeV G.L S.C. C. M. Fc Pr>F
Aislamiento 1 51.52 51.52 1.16 NS 0.2876
Dosis 2 233.79 116.89 2.63 ** 0.0838
Aislamiento * Dosis 2 100.16 50.08 1.13 NS 0.3334
Error 42 1865.38 4441
Total 47 2250.87

C.V.=243%



Anexo K. Andlisis de varianza para la infestacion artificial con broca para la
evaluacion de los aislamientos PL9301 y el Comercial en tres dosis
diferentes

FdeV G.L. S.C. C. M. Fc Pr>F
Modelo 6 6.43 1.07 0.70 NS 0.6485
Error 49 74.68 1.52
Total 55 81.12

C.V.=1.24%



Anexo L. Analisis de varianza para la mortalidad total de broca causados por
los aislamientos PL9301y el Comercial en cuatro tiempos de aplicacion

FdeV G. L. S. C. C. M. Fc Pr>F
Modelo 8 3078.81 384.85 14.19 ** 0.0001
Error 36 976.47 27.12
Total 44 4055.28

C. V. =18,36%



Anexo M. Prueba de Dunnett (5%) para la mortalidad total de broca causados
por los aislamientos PL9301 y el Comercial en cuatro tiempos de aplicacion

Tratamientos Mortalidad (%) Limites de confianza
T7 28.10 18.91 37.28 i
T3 26.88 17.70 36.06 ok
T4 26.38 17.20 35.56 ikl
T8 26.13 16.94 35.31 il
T6 22.11 12.92 31.29 i
T5 19.14 9.95 28.32 i
T2 17.30 8.11 26.4 ok
T1 16.45 7.26 25.63 il

Promedios seguidos con *** presentan diferencias estadisticas con el testigo segiin comparador de
Dunnett al 5% = (10)



Anexo N. Andlisis de varianza para la mortalidad total de broca corregidos
causados por los aislamientos PL9301 y el Comercial en cuatro tiempos de
aplicacion

FdeV G. L. S.C. C. M. Fc Pr>F
Aislamiento 1 52.97 52.97 1.47 NS 0.2338
Tiempo 3 811.76 270.58 7.52 ** 0.0006
Aislamiento * Tiempo 3 41.43 13.81 0.38 NS 0.7652
Error 32 1150.82 35.96
Total 39 2057.00

C.V.=19,7%



Anexo N. Prueba de Tukey (5%) para la mortalidad total de broca corregidos
para los tiempos de aplicacion causados por los aislamientos PL9301 y el
Comercial

Tratamiento Promedio (%) Grupo
Dos Horas Después de Infestacion 29.90 A
Dos Horas Antes de Infestacion 28.56 A
Tres dias Después de Infestacion 21.43 B
Tres Dias Antes de la Infestacion 19.35 B

Promedios con letras no comunes implican diferencias estadisticas segin comparador de Tukey al
5% = (5).



Anexo O. Andlisis de varianza para la infestacion artificial con broca en los
tiempos de aplicacién del aislamiento PL9301 y el Comercial

FdeV G. L. S.C. C. M. Fc Pr>F
Aislamiento 1 7.225 7.225 0.23 NS 0.6375
Tiempo 3 5782.075 1927.3583  60.37 ** 0.0001
Aislamiento*Tiempo 3 194.875 64.9583 2.03 NS 0.1287
Error 32 1021.6 31.925
Total 39 7005.775

C.V.=252%



Anexo P. Prueba de Tukey (5%) para la infestacién artificial con broca en los
tiempos de aplicacion del aislamiento PL9301 y el Comercial

Tratamiento Promedio (%) Grupo
Dos Horas Después de Infestacion 99,20 A
Tres Dias Después de Infestacion 95,20 AB
Tres Dias Antes de Infestacion 91,10 BC
Dos Horas Antes de Infestacién 68,20 C

Promedios con letras no comunes implican diferencias estadisticas segun comparador de Tukey al
5% = (5).



Anexo Q. Analisis de varianza para la infestacion con broca en la jaula
entomoldgica

FdeV G. L. S. C. C. M. Fc Pr>F
Modelo 4 1730.16 432.54 15.63 ** 0.0001
Error 20 553.60 27.68
Total 24 2283.76

C.V.=6,21%



Anexo R. Prueba de Tukey (5%) para la infestacion con broca en la jaula
entomoldgica

Tratamiento Promedio (%) Grupo
Testigo 92.40 A
Carrier 91.20 A
Bb9205 90.40 A
Ma9236 76.60 B
PL9301 72.60 B

Promedios con letras no comunes implican diferencias estadisticas segiin comparador de Tukey al
5% = (10).



