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identificacion de Beauveria bassiana en
partamento de Narino, Colombia. Cenicafé (Colombia).

A partir de muestras de cerezas de café brocadas
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ABSTRACT

From samples of cherries show
hampei- originating in the Ancuy the fungus  Beawveria bassiana
(Balsamo) Vuillemin, was isolated. This was characterised in the luh()rulmy and ficld using
laboratory cultures and pahtogenicity against Araccarus fasciculats De Geer (Order Coleoptera)
and H. hampei. This fungus, B. bassiana presentin the first focus of coffee be rry borer recorded in
Colombia, shows promise in biological ¢

', S ! ontrol of this cconomically important pest of coffee, with
characteristics particulary suited 1o this ceological zone.
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Un aspccto importante ¢n ¢l control de
inscectos mediante ¢l uso de organismos ento-
mopatogenos, ¢s ¢l reconocimicento previo de
los patogenos existentes bajo condiciones
naturales cn las poblaciones de inscctos pla-

gas. (13).

Las investigaciones en patologia de insec-
tos ¢n varios paiscs, s¢ oricntan hacia la utili-
zacion de los hongos pertenccientes a las
clases Hyphomycecetos, Zygomycetos y algunas
especies de Chytridiomycectos. (10, 13).

Actualmente existen abundantes especics
de Hyphomycctos patogenos de inscctos,
algunos multiplicados y producidos comer-
cialmente como ¢l Boverin, cuyo componente
¢s Beauveria bassiana, usado en Rusia para cl
control de Leptinotarsa decemlineata Say y
Laspeyresia pommonella L. (10). Verticillium
lecanii (Zimmerman) Viégas ¢s un pardsito
de muchas especices de insectos de los ordences
Homoptera, Colcoptera y Lepidoptera. Ticne
una distribucion cosmopolita y actualmente
existen formulaciones comerciales de éste,
para controlar dfidos y moscas blancas. En
Colombia se¢ han obscervado epizootias del
hongo  sobre  Trialeurodes vaporarionim
(Westwood) en cultivos de frijol cn Rionegro
(5). Dc igual mancra, c¢n La Fl()ric‘iu (EE.
UU.) se ha usado una preparacion biologica
del'hongo Hirsutella thompsonii cncl control
del dcaro Phyllocoptruta oleivora'y los cstu-
dios de campo han demostrado que la aspcr-
sion del hongo en los cultivos de cf[rxcqs, [’w.nc
posibilidades précticas para cl control bioldgico
del acaro. (10).

Las especies del género Beauveria son prin-
cipalmente patdgenas de inscclos. Dos espe-
cies, B. bassiana y B. tenella, son [Z‘lS mas
importantcs. B. bassiana ¢s muy C()'n(ﬁ(,:ldil [)f)r
suamplio rango de hospedantes ydistribucion
geografica. Su patogenicidad sc ha probado

contra mas especices de insectos que cualquicr

otro hongo. En ¢l tropico se ha encontrado a
B. bassiana cn Leptinotarsa undecemlineata,
especic que afecta solandceas, lo cual sugicere
la posibilidad de utilizarla en el control de esta
plaga. B. bassiana sc¢ ha encontrado atacando
a la broca dcl fruto del caf¢, Hypothenemus
hampei, cn Guatemala. (2).

Numcrosos hongos entomopatdgenos en-
contrados en Ecuador y Brasil durante los
anos 1974 a 1979, fucron identificados como
especics del género Beauveria y alcanzaron
proporciones cpizooticas. Una especice fue
registrada en larvas de Arctiidac v la otra
especie, en adultos de Coleoptera. (14). Villa-
corta (15), registré la presencia de Beauveria
sp. infectando la broca del café H. hampei
(Ferrari) (Coleoptera: Scolytidae) en el c¢s-
tado de Parand, Brasil.

En Colombia s¢ ha aislado ¢l hongo B.
bassiana de 22 especics de insectos pertenccien-
tes en su mayoria a Lepidopteros y Coledpteros.
Su presencia es mds frecuente en cultivos de
palma africana ¢n donde ataca los Lepiddpteros
Brassolis sophorae, Sibine sp., Opsiphanes sp.
y Stenoma cecropia Mcyrick. En arroz sc ha
encontrado cn la zona de Urabd atacando a
Spodoptera frugiperda 'y en cacao sobre Mo-
naloniwm sp. En maracuyd infccta ocasio-
nalmente larvas de Agraulis juno Cramer, ¢n
lulo sobre adultos de L. undecemlineata Staly
en plitano sobre ¢l picudo Metamasius he-

mipterus (Olivier). (5).

La catcgoria de patdgenos facultativos
incluye un nimero de especies, las cuales sc
desarrollan facilmente en los cultivos debido
a sus simples requerimientos nutricionales; y
las cspecices de este grupo tienen un extenso
rango de huéspedes. Tal es cl caso de ciertos
Hyphomycetcs, como Metarrhizium ani-
sopliae (Mctsch.) Sor., cl cual afecta mas de
200 especics de inscctos, y B. bassiana (Bals.)
Vuill,, para ¢l que s¢ conocen cerca de 500
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especies hospedantes. Sinembargo, en M. ani-
sopliae y B. bassiana se han demostrado nu-
merosos patotipos, estrechamente ligados a
sus hospedantes respectivos y los cuales no
muestran ninguna patogenicidad hacia otras
especies de insectos. (9).

Jiménez (11) en Inglaterra, prob6 varias
cepas de B. bassiana, aisladas de diversos
hospedantes, respecto a su patogenicidad a la
broca del café, H. hampei. En su estudio
encontré diferencias en patogenicidad de B.
bassiana hacia H. hampei y scleccion6 fi-
nalmente 16 cepas activas contra este insecto.

Por las razones planteadas en los dos parrafos
anteriores, cobra mucha importancia el aisla
miento de B. bassiana de diferentes insectos,
con miras a una futura caracterizacion de las
cepas de acuerdo a su rango de hospedantes.

El presente trabajo tiene como objetivos:
contribuir al registro de hongos ento-
mopatOgenos existentes en el pais, mediante
la descripcion de un aislamiento de B. ba-
ssiana que ataca un hospedante de importan-
cia econdmica, como es el caso especifico de
la broca del café Hypothenemus hampei; ca-
racterizar dicho aislamiento teniendo en cuenta
algunos aspectos culturales, y realizar pruebas
de patogenicidad en otros insectos del orden
Coleoptera, Araecerus fasciculatus De Geer y
en la broca del café, H. hampei (Ferrari).

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se llev6 a cabo en el laboratorio
de Fitopatologia del Centro Nacional de In-
vestigaciones de Café, Chinchina, Caldas,
Colombia.

Muestras de cerezas brocadas y adultos
muertos de broca procedentes de Ancuya,
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Narino, se llevaron al laboratorio con la siguiente
sintomatologia:

- Insectos muertos: Momificacion y cubri-
miento de la superficie corporal del insecto
por un micelio blanco algodonoso.

- Cerezas brocadas: Micelio blanco algodo-
noso en el disco o corona del fruto, lugar
por ¢l cual la hembra perfora con sus
mandibulas la cereza (3).

Para cfectuar la correcta identificacion del
patégeno, fue indispensable aislarlo en mj’
dios de cultivo artificiales como Sabouray

. - agar

dextrosa agar (SDA) y Papa-dextrosa ’ig_n
. e Si
(PDA). Ambos medios se utilizaron con 'y 9[

.. e : to

adicion de 4cido ldctico al 44%, con el obje
. . .epectiva-
de aislar hongos y bacterias, respect!
mente.
. P ara

Para la preparacion de las mucs[r'dS.P‘[O'

insectos muertos se sigui6 este procedimicnio:
. . agua
- Se sumergieron durante 5 minutos € d%)r::
. »
destilada con el detergente “teepol” (nom
comercial).
. re-
- Se lavaron en el chorro de agua pard
mover ¢l detergente.
. ; en
- Se sumergieron durante 2 minutos
hipoclorito de sodio al 2%.

- Se elimin6 el exceso de humedad, depo-
sitandolos en toallas de papel.

- Se sembraron en SDA y en PDA cony St
acido lactico al 44%.

- Seincubaron a 22-25°C hasta obtener algun
tipo de crecimiento.

da
Para cerezas brocadas, una vez corta
una parte representativa que albergue el hon




go, se someticron las cerczas al mismo
procedimicnto utilizado para los insectos

mucrtos.

Identificacion de las cepas. El proceso de
identificacion se hizo mediante el empleo de
claves taxondmicas basadas en caracteristicas
culturales y morfol6gicas y envio a centros de
referencia especializados.

Pruebas de patogenicidad (Laboratorio y
Campo). Con suspensiones conidiales de cada
una de las cepas se asperjaron gorgojos del
calé Araecerus fasciculatus (De Geer) (Co-
lcoptera: Anthribidac), utilizando 25 especi-
menes por tratamicnto, de la siguicnte ma-
nera:

- 107 conidias/ml : 25 adultos asperjados

- 10° conidias/ml : 25 adultos asperjados
- Agua destilada estéril (Testigo): 25 adultos
asperjados

Los insectos se distribuyeron en frascos de
boca ancha con granos de café pergamino
seco y se dejaron en oscuridad a 22-25°C. Se
registro diariamente el namero de insectos
afectados. La aspersion se realizo con un

aplicador manual.

plicacion de la
en el campo,
oca regis-

Posteriormente se hizo a
cepa aislada de Ancuya,
especificamente en otro foco de br
trado en el Departamento del Valle, Mx{-
nicipio de Ansermanuevo. La cepa fue culti-
vada en medios naturales (extracto de t.allos
tiernos de café). Paralas aplicacionesse ajusto
a 2 litros la suspensién de esporas € extracto
de tallos tiernos (300 g/L en erlenmeyer de
1.000 ml mas gorgojo muerto macerado),
mediante adicion de triton X-45 al 0,05%,
para una concentraci6n final de 3,8 X 107
conidias/ml.

Para la aplicacion se utilizo el equipo Cali-
max Leo Cafetera, con una boquilla HC3, la
cual tiene un flujo de 200 cm?/min a 40 PSI,
para un volumen total de 200 cm® por arbol. Se
hicieron evaluaciones quincenales del proceso
de infeccion del hongo en los granos broca-
dos, con el siguiente esquema de evaluacion
teniendo en cuenta aplicaciones dirigidas al
arbol: se tomaron 5 drboles seleccionando al
azar 6 ramas por arbol. En cada rama se
considerd: nimero total de frutos, nimero de
frutos brocadosy frutos consintoma de ataque
por B. bassiana. Parte de las muestras con
crecimiento fingico se examinaron en el labo-
ratorio de patologfa de insectos para la con-
firmacion de su identificacion (6).

RESULTADOS Y DISCUSION

Dicz dias después del procesamiento de las
muestras se¢ obtuvo un micelio blanco
pulvurulento, bordeando las colonias de otros
hongos presentes en las muestras (Trichoderma,
Mucor, y Pestalotia).

Mediante la técnica de microcultivo se lleg6
a la identificacién de Género por las siguien-
tes caracteristicas que describen la clasifica-

cién taxonomica del hongo:

Colonias de crecimiento lento que no ex-
ceden de 2 cm de didmetro en 10 dias a
20°C, lanosas, al principio blancas que cam-
bian luego a color amarillo o rosado.

. Células conidiégenas solas, en espirales de
hifas vegetativas o mds cominmente en
agrupaciones de células con tallos prominen-

tes.

Células conididgenas diferenciadas en
vientres subglobosos a elipsoidales o cilindri-
cos y un raquis filiforme, en zig zag, den-
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£0, s¢ somecticron las cerczas al mismo
procedimicnto utilizado para los insectos

muertos.

Identificacion de las cepas. El proceso de
identificacion se hizo mediante el empleo de
claves taxondmicas basadas en caracteristicas
culturales y morfologicas y envio a centros de
referencia especializados.

Pruebas de patogenicidad (Laboratorio y
Campo). Con suspensiones conidiales de cada
una de las cepas se asperjaron gorgojos del
caf¢ Araecerus fasciculatus (De Geer) (Co-
leoptera: Anthribidac), utilizando 25 especi-
mences por tratamicnto, de la siguiente ma-
nera:

- 107 conidias/ml : 25 adultos asperjados

- 10° conidias/ml : 25 adultos asperjados
- Agua destilada estéril (Testigo): 25 adultos
asperjados

Los inscctos se distribuyeron en frascos de
boca ancha con granos de café pergamino
seco y se dejaron en oscuridad a 22—2_5°C. Se
registro diariamente el namero de insectos
afectados. La aspersion se realizO con un

aplicador manual.

Posteriormente se hizo aplicacion de la
cepa aislada de Ancuya, en el campo,
especificamente en otro foco de broca regis-
trado en el Departamento del Valle, Mt}-
nicipio de Ansermanuevo. La cepa fue culti-
vada en medios naturales (extracto de t.allo,s
tiernos de café). Para las aplicaciones se ajusto
a 2 litros la suspension de esporas €n extracto
de tallos tiernos (300 g/L en erlenmeyer de
1.000 ml mas gorgojo muerto macerado),
mediante adicién de triton X-45 al 0,05%,
para una concentracién final de 3,8 x 107
conidias/ml.

Para la aplicacion se utilizé el equipo Cali-
max Leo Cafetera, con una boquilla HC3, la
cual tiene un flujo de 200 cm?/min a 40 PSI,
paraunvolumen total de 200 cm? por arbol. Se
hicieron evaluaciones quincenales del proceso
de infeccion del hongo en los granos broca-
dos, con el siguiente esquema de evaluacion
teniendo en cuenta aplicaciones dirigidas al
arbol: se tomaron 5 arboles seleccionando al
azar 6 ramas por arbol. En cada rama se
consideré: nimero total de frutos, nimero de
frutosbrocadosyfrutos consintomade ataque
por B. bassiana. Parte de las muestras con
crecimiento fingico se examinaron en el labo-
ratorio de patologia de insectos para la con-
firmacion de su identificacion (6).

RESULTADOS Y DISCUSION

Diez dias después del procesamiento de las
muestras s¢ obtuvo un micelio blanco
pulvurulento, bordeando las colonias de otros
hongos presentes en las muestras (Trchoderma,
Mucor, y Pestalotia).

Mediante la técnica de microcultivo se llegd
a la identificacién de Género por las siguien-
tes caracteristicas que describen la clasifica-

ci6n taxondmica del hongo:

- Colonias de crecimiento lento que no ex-
ceden de 2 cm de didmetro en 10 dias a
20°C, lanosas, al principio blancas que cam-
bian luego a color amarillo o rosado.

Células conidiogenas solas, en espirales de
hifas vegetativas o méis cominmente en
agrupaciones de células con tallos prominen-

tes.

Células conidiogenas diferenciadas en
vientres subglobosos a elipsoidales o cilindri-
cos y un raquis filiforme, en zig zag, den-
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ticulado, surgiendo por elongacion simpo-
dial.

- Conidias hialinas, globosas o ¢clipsoidales,
con una basc redondeada o levemente pun-
tual (7).

Clave para especies. Conidias globosas o
subglobosas (raramente anchas, clipsoidalcs):
B. bassiana (7).

Sc hizo aislamiento de 2 cepas de Beauveria,
una provenicnte de adultos mucertos y otra
proveniente de cerezas de café brocadas. Las
cepas se incluyeron en la codificacion exis-
tente enla Disciplina de Fitopatologia, con la
denominacion Cenicafé 069 para la ccpa ais-
lada dc adultos muertos y Cenicafé 001 parala
cepa aislada de cerezas brocadas.

Por las caracteristicas culturales y mor-
fologicas de las cepas, se identifico la especie
B. bassiana cn ¢l laboratorio de CENICAFE;
pero conclfinde obtener laidentificacion por
parte de centros de referencia autorizados, se
enviaron muestras de los cultivos puros cn
SDA inclinado al servicio de identificacion del
CAB International Mycological Institute, ¢n
Inglaterra, cuyos especialistas confirmaron
quc las dos cepas enviadas correspondian a B.
bassiana. (Tabla 1).

En los aislamientos del hongo puro ¢n
SDA, sc¢ encontraron estructuras largas cn
forma de tallos o grupos de conididforos unidos
cn la base y en parte de su recorrido hacia cl
extremo, ¢l cual presentaba ramificacioncs,
con formacion de conidias en las terminaciones
de las ramas. Dichas estructuras presentaban
un color amarillo palido a naranja palido. Un
cxamen histologico de los cortes de la estruc-
tura completa confirmé 1a identificacion de
sinemas o coremios en este tipo de fructifica-

ci6n. En algunos sinemas ¢l pic ¢s largo en -

comparacion con el extremo ramificado, dc

S4 Cenicafé, 41(2): 50-57. 1990
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TABLA 1. Informe de identificacion de cepas de B.

bassiana, presentado por el CAB International

Mycological Institute. Inglaterra.

Caodigo Namero Identificacion

Cenicafé Instituto

Micolégico

(001) 337418 Beauveria bassiana
(Balsamo) Vuill.
Identificacion
provisional confirmada

(069) 337419 Beawveria bassiana

(Balsamo) Vuill.
Identificacion
provisional confirmada

modo que ¢l cuerpo fructifero parcce un
plumero con cabo largo; caracteristica que
presentan los sinemas registrados en lus'dos‘
cepas de B. bassiana aisladas (1, 4, 8) (Figu-
ras 1y2).

Samson y Evans (14), registran cn B. amor-
pha la formacion de sinemas como una ca-
racteristica esencial para una cficiente dis-
persion de esporas, pero no es consistente,
pucsto que este tipo de estructuras son rara-
mente formadas en cultivo.

Para las ccpas 069 y 001 sc ha encontrado
consistencia en ¢l desarrollo de sinemas ¢n
mcdios de cultivo semisintéticos: Sabouraud-
dextrosa-agar (SDA), caldo-papa-dextrosa
(CPD) y naturales (arroz cocido), a través
del tiempo, razon por la cual se atribuye
Como caracteristica inherente de las cepas.
Otras cepas de B. bassiana existentes en cl
laboratorio, provenicentes de otros inscclos
hospedantes, no presentan los sinemas de las
cepas aisladas de Ancuya.




Figura 1. Desarrollo de sinemas de B. bassiana (069 y
001) en medio de arroz cocido. Se observa pigmento
amarillo pilido a naranja pahdo en los grupos de
conidioforos compactos y ramificaciones terminales.

de B.

Figura 2. Desarrollo incipiente de sinemas
bassiana en Caldo Papa Dextrosa (CPD).

Un pigmento  rojo, bibenzoquinona,
oosporeina, con propicdades antifiingicas y
los pigmentos amarillos tenellin y bassianin,
se han encontrado en B. bassiana (7). Ambas
cepas (069 y 001) desarrollaron un pigmento
amarillo claro en el reverso de la colonia,
cuando se cultivaron en medios SDA y PDA;
y un pigmento rojizo a purpura, cuando
fucron cultivadas en arroz. Tales pigmen-
tos presentaron mayor intensidad cuando
los cultivos se incubaron a 22-25° en luz
constante y se eliminaron con pases sucesivos
de las cepas en SDA. La variacion en produc-
ci6n de pigmentos y en morfologia del cultivo,
indica la diversidad metabdlica en hongos del
género Beauveria (12).

Respecto a la prucba de patogenicidad
realizada en laboratorio, asperjando suspen-
siones conidiales del hongo al gorgojo de café,
se obtuvo al cabo de 7 dias mortalidad total en
los inscctos sometidos a la accion del hongo,
para las 2 concentraciones probadas, con re-
lacion al testigo en el cual permanecicron

vivos los 1nsectos.

En la prucba de campo sc¢ manifesto
la infcccion causada por B. bassiana en
todos los arboles y su incidencia cn la
poblacion de  granos brocados varié en-
tre 282 y 47,1%, para un promedio del

36%.

Los resultados obtenidos permitieron con-
cluir que bajo las condiciones en las cuales se
aplico el hongo, s¢ puede llegar a desarrollar
una cpizootia. Reaislamientos de B. bassiana
a partir dc muestras traidas al laborato-
rio y procedentes de la zona dcl Municipio
de Anscrmanucvo, €n la cual se realizaron
las aspersiones, confirmaron las mismas
caracteristicas de la cepa Cenicafé 069
aplicada: formacion de sincmas de color
amarillo palido y aspecto pulvurulento de la

colonia.
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Con c¢l aislamicnto de B. bassiana de los
inscctos afectados (gorgojo y broca), sc con-
firman postulados de Koch, para
demostrar la  causalidad de un agente in-

los
feecioso.

Actualmente se tienen las cepas ¢n forma
liofilizada y en Nitrogeno liquido (-196°C); y
para obviar la pérdida de patogenicidad regis-
trada por pascs sucesivos cn medios sintéticos
o semisintéticos (11) se estan haciendo trans-
ferencias sucesivas a medios, con macerado
de insectos muertos (gorgojo y broca) cn
agar-agua al 27%.

Aunque la codificacion realizada para las
cepas incluye dos denominaciones diferentes
(069 y001), dc acuerdo a la fuente, se cree que
pucde tratarse de una misma cepa debido ala
uniformidad ¢n sus caracteristicas culturales
(tipo dc crecimicnto pulvurulento 'y de-
sarrollo de sinemas).

Las cepas aisladas constituyen cepas nati-
vas que ya tienen probablemente una adap-
tacion ccolbgica al ambicnte en el cual sc
cstableci6é por primera vez la broca en Co-
lombia.
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