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Beauveria bassiana 'y Metarhizium anisopliae para el control de broca
del café en frutos del suelo

Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae mix to control the coffee berry borer in soil fruits

JORGE L. JARAMILLO!, ESTHER C. MONTOYA??, PABLO BENAVIDES?**y CARMENZA E. GONGORA B 2

Resumen: Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae son usados para controlar la broca del café. Estudios
previos demostraron que una mezcla de cepas diferentes genéticamente de B. bassiana era mas virulenta que las cepas
individuales. Para validar el efecto de esta mezcla y su combinacion con M. anisopliae, se evalu6 primero la virulencia
en laboratorio y el efecto sobre la oviposicion del insecto; los tratamientos fueron: —mezcla Cenicafé (Bb9001, Bb9024,
BbI119), —M. anisopliae Ma9236, —mezcla Cenicafé mas Ma9236 y —agua (testigo). Posteriormente, se establecieron
tres parcelas en un cultivo comercial de café y en cada parcela se asignaron los cuatro tratamientos en grupos de
50 arboles. Cada 20 dias, durante cuatro meses, se colocaron cuatro frutos brocados sobre el suelo de los arboles y
luego fueron asperjados con los tratamientos. Dieciocho dias después de cada aplicacion, se evaluo la infestacion y la
poblacion de brocas en los frutos infestados de los arboles. En laboratorio, las cepas y mezclas causaron mortalidades
sobre la broca entre el 91% y el 94% y la mezcla Cenicafé afecto la capacidad de oviposicion del insecto hasta en un
87%. En campo, todos los tratamientos redujeron la infestacion en los arboles entre el 18% y 47% respecto al testigo;
se obtuvo maximo control con la mezcla Cenicafé mas M. anisopliae; con porcentajes de broca inferiores al 6,6%,
disminuyendo la poblacion en los frutos infestados en un 40%. Las aplicaciones perioddicas de las cepas sobre frutos del
suelo controlan la broca y disminuyen la progenie en los granos infestados.
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Abstract: Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae are used to control the coffee berry borer (CBB). Previous
work revealed that a mixture of genetically different B. bassiana strains was more virulent than the single strains.
To evaluate the effect of the mix of B. bassiana and its combination with M. anisopliae for controlling the CBB, we
evaluated the virulence in lab and the effect on insect oviposition. The treatments applied were: —Cenicafé mix (Bb9001,
Bb9024, Bb9119), —M. anisopliae Ma9236, —Cenicafé mix with Ma9236 and —water (control). Then, three plots were
established in a commercial coffee plantation, the four treatments were randomly assigned into groups with 50 trees
in each plot. Every 20 days for four months, four infested berries per tree were left onto the ground and later sprayed
with the treatments. Eighteen days after applications, the infestation per tree and the population inside the infested
berries were evaluated. Under lab conditions, the strains and mixtures revealed mortality rates against the coffee berry
borer ranged between 91% and 94% nd, Cenicafé mixture affected the insect oviposition ability up to 87%. In the field,
treatment applications reduced infestation in trees ranged between 18% and 47% compared with the control; getting
maximum control with the combination of Cenicafé mixture and M. anisopliae; this mixture, kept the insect levels in
the crop under 6.6% and decreased the insect population in infested berries by 40%. Periodic applications of the fungi
strains over infested berries on the ground, control the borer and decrease the progeny inside new infested fruits.
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Introduccion

La broca del café, Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleop-
tera: Scolytinae), es el principal problema entomoldgico que
afecta la caficultura en muchos paises del mundo, debido a
que ataca los frutos directamente reduciendo su valor comer-
cial y en muchos casos, ocasiona la caida prematura de los
mismos (Bustillo 2008a; Benavides et al. 2012).

Estudios sobre la dispersion de la broca han demostra-
do que los frutos infestados que se encuentran en el suelo y
que caen como consecuencia del ataque del insecto o de las
actividades agronomicas del cultivo, se convierten en reser-
vorio de poblaciones y son el principal foco de dispersion
del insecto. Moreno et al. (2001) demostraron que durante
la cosecha se retiran del lote y se lleva al beneficio entre el
66% y el 74% de los estados de broca viva que hay en el lote
y que entre el 4,6% y el 12,4% de esta poblacion se queda en
el suelo de los arboles al finalizar la cosecha. Ademas de esto,

Castaio ef al. (2005) estudiaron la dispersion de la broca en
cafetales zoqueados y encontraron que después de la elimi-
nacion del cafetal, se dejaron en el lote de 7 a 10 millones de
brocas por hectdrea; estas brocas infestaron ramas de arboles
distanciados hasta 30 metros del lote zoqueado y se estimo
que después de realizada esta actividad, volaron entre 2 a 3,5
millones de adultos de broca por hectarea, indicando que esta
practica favorece la dispersion del insecto. Por otra parte,
en Cenicafé¢ (2010), se evalud el impacto de las brocas que
emergen de los frutos brocados caidos al suelo en las futuras
infestaciones de los frutos de la parte aérea de los arboles
considerando la temperatura, la altitud y el evento climati-
co que se presente en campo (Constantino 2010; Benavides
2012). Los resultados mostraron que un solo fruto brocado
caido en el suelo de un cafetal ubicado a 1.218 metros de alti-
tud puede infestar en un arbol en produccion hasta 150 frutos
en una época de La Nifia, 590 en un periodo normal y hasta
959 en El Niflo.
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El control de la broca del café no ha sido una tarea facil
debido a que gran parte de su ciclo de vida transcurre en el
interior de los granos, donde los productos quimicos no pue-
den actuar; por esta razon, Cenicafé ha planteado diferentes
estrategias de manejo integrado para disminuir las pobla-
ciones del insecto que emergen de los frutos infestados del
suelo y mantener los niveles de plaga por debajo del umbral
de dafo econdmico (Bustillo 2008b; Benavides et al. 2012).
Dentro de estas estrategias, el control biolégico con hongos
entomopatdgenos ha sido una herramienta apropiada, debi-
do a que las conidias pueden permanecer viables sobre la
superficie de los granos o del suelo ¢ infectar a los insectos
una vez emergen. Las especies Beauveria bassiana (Bal-
samo) Vuillemin y Metarhizium anisopliae (Metschnikoff)
Sorokin (Ascomycota: Hypocreales), son hongos patégenos
naturales de la broca presentes en casi todas las regiones de
Colombia donde se ha dispersado y su uso es recomendado
por Cenicafé (Bustillo ez al. 1998; Bustillo 2004; Gongora et
al. 2009; Goéngora 2011).

Con el fin de obtener una mayor eficacia de estos ento-
mopatdgenos, se ha profundizado en el conocimiento de los
mecanismos genéticos que les dan sus caracteristicas de pa-
togenicidad y virulencia (Mantilla et al. 2012); esta informa-
cion ha sido 1til en el desarrollo de mezclas de cepas, que
no solo incrementan el espectro de accion, sino que también
aseguran su accion bajo diferentes condiciones ambientales
(Gongora 2008). Al respecto, Cruz et al. (2006) caracteriza-
ron genéticamente mediante ITS, secuencias de f-tubulina y
AFLPs, varias cepas del hongo B. bassiana, agrupando los
aislamientos en tres grupos. Las pruebas de virulencia de
los aislamientos sobre la broca empleando concentraciones
de 1 x 10° conidias/ml mostraron que la mortalidad sobre
el insecto para cada cepa fluctud entre 57,5% y 89,1%. Al
mezclar cepas de virulencia superior al 82% y diferentes
genéticamente, se obtuvieron mortalidades significativa-
mente bajas (57%), mientras que al mezclar cepas con viru-
lencia inferior al 80% y diferentes genéticamente (Bb9001,
Bb9119, Bb9024), se obtuvieron los mayores porcentajes
de mortalidad, siendo promisoria esta ultima combinacién
como alternativa para evaluar en campo. Cardenas et al.
(2007) corroboraron que la mezcla de cepas de baja virulen-
cia (Bb9001, Bb9119, Bb9024) causd una alta mortalidad
(100%) sobre la broca del café en pruebas de laboratorio y
en pruebas de campo, luego de realizar infestaciones arti-
ficiales con el insecto a ramas de arboles, se observo una
mortalidad de 66,6%, indicando que es posible incrementar
la eficacia del entomopatogeno. El uso de mezclas se eviden-
ci6 como una alternativa en vez de la utilizacion de una sola
cepa para el control del insecto y se abri6 el campo para el
desarrollo futuro de formulaciones compuestas.

Los estudios realizados por Vera ef al. (2011), determi-
naron que la mezcla promisoria de cepas de B. bassiana
(mezcla Cenicafé) aplicada al suelo sobre granos infestados
en condiciones controladas, afecta las brocas que emergen
de estos frutos al ocasionar mortalidades cercanas al 40%,
disminuyendo los porcentajes de infestacion en los arboles
entre el 30 y el 50% con respecto al testigo (sin aplicacion
de hongos) y afecta los individuos que alcanzan a infestar
los frutos sanos del arbol, de tal forma que disminuye signi-
ficativamente la progenie de estas brocas. Sin embargo, estos
resultados no han sido validados en campo.

En cuanto al uso de M. anisopliae, Milner y Lutton (1976)
reportaron que este hongo estd mejor adaptado a condiciones

del suelo que B. bassiana, se emplea ampliamente en el con-
trol de plagas a nivel de la rizosfera, mientras que B. bassiana
estd mas asociada a plagas de la parte aérea de las plantas.
Por lo tanto a nivel de control de poblaciones de la broca en
frutos caidos, M. anisopliae podria ser un buen controlador,
pero atn se desconoce el efecto de una combinacion entre
las cepas de B. bassiana y M. anisopliae aplicada al suelo.
Por lo tanto, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar y
validar, en condiciones de campo, el efecto de las mezclas de
cepas de los hongos B. bassiana 'y M. anisopliae en el control
de las poblaciones de broca que vuelan de frutos infestados
del suelo y su impacto en las futuras infestaciones de la parte
aérea de los arboles. Se parte de la hipdtesis que al menos una
mezcla de cepas de hongos entomopatdgenos redujera en al
menos 45% el porcentaje de infestacion de broca en el campo
y redujera en mas de 85% la capacidad de oviposicion de la
broca.

Materiales y métodos

El experimento se realiz6 en tres fases: I. Produccion de los
hongos y evaluacion de su virulencia (Shapiro et al. 2005)
en condiciones de laboratorio. II. Aplicacion de los hongos
en mezclas en condiciones de campo III. Determinacion del
efecto de las mezclas de entomopatégenos sobre la oviposi-
cion de la broca del café en condiciones de laboratorio.

Descripcion del area de estudio. Las aplicaciones de
hongos se realizaron en la estacion experimental La Catalina
de Cenicafé, ubicada en el municipio de Pereira, Risaralda,
Colombia a 1.321 metros de altitud, con una temperatura pro-
medio de 21,9 °C y una humedad relativa del 82%; en una
plantacion comercial de café variedad castillo con arboles de
tres afios de edad después de zoqueo, sembrados a una distan-
cia de 2 x 1 con dos tallos por sitio.

Ensayos de laboratorio. Los ensayos de laboratorio se
mantuvieron en el cuarto de incubacion de hongos de la Dis-
ciplina de Entomologia de Cenicafé con condiciones contro-
ladas de temperatura a 25 °C, humedad relativa del 70% y
fotoperiodo de 12 h.

Fase 1. Produccion de los hongos y evaluacion de la viru-
lencia de las mezclas de cepas de B. bassiana y M. aniso-
pliae sobre la broca en condiciones de laboratorio. Para
la produccion de los hongos, se tomaron conidias de los ais-
lamientos Bb9001, Bb9024, Bb9119 y Ma9236 conservados
en viales criogénicos con Luria Broth (LB) y glicerol al 15%
a -80 °C; se sembraron en PDA y se incubaron por 15 dias a
25 °C hasta obtener conidias a partir de las cuales se multi-
plicaron masivamente las cepas en medio de cultivo solido a
base de arroz.

Para la multiplicaciéon masiva se prepar6é un medio liqui-
do compuesto por soya (15 gr/L), azhcar blanca (10 gr/L)
(Incauca®), cloruro de sodio (sal comin Refisal®) (5 gr/L),
carbonato de calcio (2 gr/L) (Omya S.A.S.) y cloranfenicol
(0,05 gr/L) (Sigma®), mezclados homogéneamente en agua
destilada. 200 ml del medio se esterilizaron en frascos de vi-
drio con capacidad para 400 ml durante 15 minutos a 120 °C
y 15 psi. Se hicieron suspensiones de conidias de las diferen-
tes cepas con concentraciones de 2,6 x 107 conidias por ml,
se inocularon 10 ml de la solucién por cada 200 ml de medio
liquido y se dejaron en agitacion durante tres dias a 27 °C y
110 revoluciones por minuto. Posteriormente se distribuyé de
manera uniforme el medio liquido sobre 350 gramos de arroz
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comun (Roa®) estéril en bandejas de aluminio de 35 x 56 cm
las cuales se cubrieron con pelicula extensible (cristaflex)
y se dejaron en incubacion a 25 °C y fotoperiodo regulado
de 10 horas luz/dia durante 15 dias. Finalmente se tamizo el
arroz en una serie de tamices (No 20, 40,60 y 80) y se colec-
taron las conidias puras, las cuales fueron almacenadas por
tiempo maximo de 15 dias a una temperatura de 4 °C hasta
su uso y con las cuales se realizaron las aspersiones en cam-
po. Una vez que se obtuvieron las cepas, se determinaron los
porcentajes de germinacion de las conidias de todas las cepas
evaluadas. Cuando los hongos presentaron un valor minimo
de germinacion del 90% se procedid a realizar las pruebas
de virulencia en condiciones de laboratorio. Tanto para la
prueba de germinacion como de virulencia, se siguieron los
métodos reportados por Marin y Bustillo (2002).

Los tratamientos en condiciones de laboratorio fueron:
a. la mezcla de cepas de B. bassiana Cenicafé (Bb9001,
Bb9024, Bb9119), b. la cepa de M. anisopliae Ma9236, c. la
mezcla Cenicafé junto con Ma9236 y d. un testigo con agua.

Para las pruebas de virulencia, se prepararon 10 ml de una
suspension de conidias de cada una de las cepas de B. bas-
siana: Bb9001, Bb9024 y Bb9119 y M. anisopliae Ma9236 a
una concentracion de 1 x 10° conidias por ml. Para la prepa-
racion de la mezcla Cenicafé se tomaron 3,33 ml de cada sus-
pension de las tres cepas de B. bassiana para un total de 10
ml. Para la preparacion de la mezcla de cepas Cenicafé mas
M. anisopliae 9236 se tomaron 2,5 ml de cada suspension de
las tres cepas de B. bassiana y de la cepa de M. anisopliae
para un total de 10 ml.

Brocas adultas, recién emergidas, se desinfectaron en una
solucion de hipoclorito de sodio al 1% de su formulacion co-
mercial (NaClO 5,25%) durante 10 minutos y fueron lavadas
con agua destilada estéril, posteriormente se inocularon por
inmersion en la suspension de los respectivos tratamientos.
Las brocas se individualizaron en viales con un rodete de
papel himedo. Cada cepa se evalud con cuatro unidades de
muestreo, donde cada una de ellas estaba conformada por 15
adultos de broca. Por cada cepa y unidad de muestreo, se re-
gistrd diariamente, durante nueve dias, el numero de brocas
vivas y muertas y el crecimiento del hongo sobre éstas (espo-
rulacion), utilizando el estereoscopio.

Con la informacién obtenida se determinoé el porcentaje y
el tiempo medio de mortalidad, para obtener los valores mini-
mos y maximos observados y el promedio de la prueba de la-
boratorio. Cuando los hongos presentaron un valor promedio
de mortalidad en laboratorio sobre la broca de 88% (Gongora
et al. 2009), se llevaron a campo para su validacion.

Fase II. Aplicaciéon de los hongos y evaluacion del efecto
de la mezclas de hongos entomopatégenos B. bassiana y
M. anisopliae en las poblaciones de broca que emergen
de frutos infestados del suelo. Con el fin de validar los re-
sultados obtenidos en la fase de laboratorio, se selecciond un
lote comercial de café, este se dividid en tres parcelas y en
cada parcela se seleccionaron cuatro grupos de 50 arboles
cada uno (unidades de trabajo). A cada arbol se le retiraron
los frutos maduros y los frutos perforados por broca, tanto
en la parte aérea como en el suelo. Sobre los platos de estos
arboles (suelo de cada uno) se colocaron cuatro frutos previa-
mente infestados con brocas, aproximadamente 40 dias antes,
en una relacion de cuatro brocas por fruto. Doce horas des-
pués de colocados los frutos, se realizé la aplicacion de los
tratamientos; asignados aleatoriamente en cada parcela, estas

aplicaciones se hicieron sobre los frutos dejados en el suelo y
en las ramas productivas de los arboles.

Los tratamientos consistieron en la aplicacion de: a. la
mezcla de cepas de B. bassiana Cenicafé (Bb9001, Bb9024,
Bb9119), b. la cepa de M. anisopliae Ma9236, c. la mezcla
Cenicafé¢ junto con Ma9236 y d. un testigo con agua. Cada 20
dias, durante cuatro meses, se repitid este procedimiento, de-
jando los frutos infestados en el suelo y haciendo las aplica-
ciones de los tratamientos empleando equipos Matabi Supe-
ragro 20® con boquilla TX3. Los equipos fueron previamente
calibrados, con el fin de asegurar una dosis de 50cc de cada
tratamiento en el suelo y en las ramas productivas del arbol.
Cada tratamiento se asperjo a una dosis de 1x10° conidias,
sobre los frutos brocados dejados en el suelo de cada arbol y
en las ramas productivas y como testigo se aplicd unicamente
agua.

La preparacion de las mezclas se hizo de la siguiente ma-
nera: para la mezcla de cepas Cenicafé se peso la cantidad de
hongo que se requiere para preparar 5 litros de cada una de
las cepas Bb9001, Bb9024, Bb9119 a una concentracion de
2x10' conidias por litro de agua y se mezclaron para obtener
un volumen total de 15 litros. Para la preparacion de la cepa
de M. anisopliae Ma9236 se peso la cantidad de hongo que se
requiere para preparar 15 litros de la cepa a una concentracion
de 2x10'° conidias por litro. Para la preparacion de la mezcla
de cepas Cenicafé junto con M. anisopliae Ma9236, se peso la
cantidad de hongo que se requiere para preparar 3,75 litros de
cada una de las cepas Bb9001, Bb9024, Bb9119 y Ma9236 a
una concentracion de 2 x 10'° conidias por litro de agua, y se
combinaron para obtener un volumen total de 15 litros.

A los 18 dias de aplicados los tratamientos (fechas de
muestreo: 18 oct, 9 nov, 29 nov y 14 dic de 2011), se selec-
cionaron 40 arboles por unidad de trabajo (unidades de obser-
vacion), en los cuales se registrd: en la rama mas productiva
del estrato medio y bajo de cada arbol, el nimero total de
frutos por rama y de estos el nimero de frutos brocados. La
variable de interés, fue el porcentaje de infestacion por broca
en el arbol.

Ademas, cada 15 dias se cosecharon en cada parcela por
tratamiento, los frutos maduros, de los cuales se tomd una
muestra de 1.000 g por parcela, para registrar el nimero total
de frutos y el nimero de ellos perforados por broca. Al fina-
lizar el experimento, de los frutos brocados se seleccionaron
50, para disecarlos y registrar la posicion de la broca y el
numero de estados bioldgicos presentes, con el fin de deter-
minar el nimero de estados por fruto (huevos, larvas, pupas y
adultos). De los frutos cosechados restantes, se beneficiaron
10 kg, para determinar la relacidon cereza/pergamino seco y
el porcentaje de infestacion de broca en pergamino segun el
protocolo usado por la Cooperativa de Caficultores (variables
complementarias).

Con la variable de interés y las variables complemen-
tarias, se estimo, por tratamiento y tiempo de muestreo, el
promedio con su respectivo intervalo con un coeficiente de
confianza del 95%. Para cada variable se realiz6 un analisis
de varianza de una via al 5% y prueba de Duncan al 5%. Para
la variable estados de broca al interior de los frutos cosecha-
dos se realizd una prueba t al 5%. La hipdtesis de trabajo se
corroboré mediante la diferencia estadistica entre tratamien-
tos para el porcentaje de infestacion en campo y la diferencia
entre el promedio de al menos un tratamiento con mezcla de
cepas de entomopatdgenos y el testigo, que mostrara una re-
duccion mayor del 45% a favor del ultimo.
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Los analisis estadisticos se realizaron usando el software
SAS.

Fase III. Efecto de las mezclas de los hongos entomopato-
genos B. bassiana y B. bassiana mas M. anisopliae sobre
la oviposicion de la broca del café. Con el fin de explicar
el efecto de la aplicacion de las mezclas de los hongos ento-
mopatdgenos en campo sobre las nuevas generaciones de la
broca, se evaluaron en laboratorio, los mismos tratamientos
validados en campo: a. la mezcla de cepas de B. bassiana
Cenicafé (Bb9001, Bb9024, Bbo119), b. la cepa de M. aniso-
pliae Ma9236, c. la mezcla Cenicafé junto con Ma9236 y d.
un testigo con agua.

Brocas adultas recién emergidas se infectaron por inmer-
sion durante dos minutos con las suspensiones de los trata-
mientos en concentracion de 1 x 107 conidias/ml y en el testi-
g0 con agua, siguiendo los métodos del ensayo de virulencia
(Marin y Bustillo 2002). Las brocas se individualizaron en
viales que contenian un grano de café pergamino con una hu-
medad del 45%, previamente desinfectados por exposicion
directa a luz UV-C (< 280 nm) en camara de flujo laminar
durante 45 minutos. Por cada tratamiento se tuvieron 120
unidades de observacion, que se incubaron en oscuridad a 25
°Cy 70% de HR, durante 20 dias.

A los 10 y 20 dias de aplicados los tratamientos (tiem-
po de muestreo), se tomaron aleatoriamente, 60 unidades de
observacion por tratamiento, se disecaron y se registro el nu-
mero de brocas adultas muertas y el numero de estados de
broca presentes (variables de interés). Se realizé una evalua-
cion adicional en la cual se evaluaron los tratamientos sobre
30 unidades experimentales a los 45 dias después de haber
infectado las brocas con los hongos. Se queria observar el
posible efecto de los tratamientos sobre la progenie de las
brocas inicialmente infectadas, pasados 30 dias, se deberian
observar en los controles la progenie en estado adulto.

Por cada tiempo de muestreo y tratamiento, se estimo el
promedio de las variables de interés con su respectivo inter-
valo con un coeficiente de confianza del 95%. Para cada va-
riable se realizd un analisis de varianza de una via al 5% y
prueba de Duncan al 5%. La hipotesis de trabajo se corrobor6
mediante la diferencia estadistica entre tratamientos para la
variable numero de estados de broca presentes y la diferencia
entre el promedio de al menos un tratamiento con mezcla de
cepas de hongos entomopatdgenos y el testigo, que mostrara
una reduccién mayor del 85% a favor del Gltimo.

Resultados y discusion

Fase 1. Produccion de los hongos y evaluacion de la vi-
rulencia de las mezclas de cepas de B. bassiana y M. ani-
sopliae sobre la broca en condiciones de laboratorio. Las
cepas de B. bassiana Bb9001, Bb9024, Bb9119 y la cepa de
M. anisopliae Ma9236 empleadas en las cuatro aplicacio-
nes cumplieron con los porcentajes de germinacion estable-
cidos en las pruebas de calidad microbiologicas (> 90%);
estas pruebas se realizaron de manera individual para cada
aislamiento previo a la conformacion de las mezclas (trata-
mientos).

Con respecto a la virulencia de la mezcla de cepas Ce-
nicafé¢ (Bb9001, Bb9024 y Bb9119), la cepa M. anisopliae
9236 y la combinacion de cepas Cenicafé (Bb9001, Bb9024
y Bb9119) mas M. anisopliae Ma9236 sobre brocas recién
emergidas, se observd que a una concentracion de 1 x 10°
conidias/ml, todos los tratamientos causaron mortalidad su-
perior al 88%, ocasionando la muerte de los insectos en un
periodo estimado entre los 4,54 y los 6,36 dias, tiempo a
partir del cual comenz6 el desarrollo micelial de los hongos
sobre los individuos. Los valores de mortalidad fueron simi-
lares entre si para los tres tratamientos en la mayoria de las
evaluaciones y diferentes con respecto al testigo (Tabla 1);

Tabla 1. Mortalidad de adultos de H. hampei en laboratorio causado por las cepas y mezclas de entomopatdgenos (1 x 10° conidias/ml) empleadas

en campo.
. Mortalidad hongo Tiempo medio de

Fecha Tratamiento (%) IC mortalidad (dias) IC

Testigo 0 0 0 0
Mezcla Cenicafé (Bb9001, Bb9024, Bb9o119) 95 3,26 4,54 0,31

29 Sep 2011

Cepa M. anisopliae 9236 88,3 13,5 53 0,35
Mezcla Cenicafé mas M. anisopliae 9236 91,6 9,8 4,74 0,33

Testigo 0 0 0 0
20 Oct 2011 Mezcla Cenicafé (Bb9001, Bb9024, Bb9119) 93,3 53 6,36 0,36
Cepa M. anisopliae 9236 93,3 7,54 5,34 0,42
Mezcla Cenicafé mas M. anisopliae 9236 93,3 5,3 5,42 0,44

Testigo 0 0 0 0

15 Nov 2011 Mezcla Cenicafé (Bb9001, Bb9024, Bb9119) 93,3 53 5,8 0,4
Cepa M. anisopliae 9236 91,6 6,25 5,73 0,35
Mezcla Cenicafé mas M. anisopliae 9236 91,6 8,2 6,1 0,41

Testigo 0 0 0 0
02 Dic 2011 Mezcla Cenicafé (Bb9001, Bb9024, Bb9119) 95 3,3 4,67 0,28
Cepa M. anisopliae 9236 91,6 33 4,62 0,34
Mezcla Cenicafé mas M. anisopliae 9236 90 6,5 5 0,45

IC: intervalo de confianza.
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Tabla 2. Mortalidad promedio en laboratorio sobre adultos de H. hampei, de las cepas y mezclas (1 x 10°conidias/ml).

Tratamiento Mortalidad (%) IC dempo medio IC
Testigo 0 0 0 0
Mezcla Cenicafé (Bb9001, Bb9024, Bb9119) 94,1 0,96 5,34 0,87
Cepa M. anisopliae 9236 91,3 2,2 5,25 0,45
Mezcla Cenicafé mas M. anisopliae 9236 91,8 1,34 5,31 0,59

IC: intervalo de confianza (95%).

sin embargo, la mezcla de cepas Cenicafé causé en promedio
mortalidades superiores (Tabla 2).

Los resultados obtenidos en laboratorio con la mezcla
Cenicafé mas M. anisopliae Ma9236 mostraron un porcen-
taje de mortalidad inferior en comparacion con la mezcla de
cepas de B. bassiana Cenicafé (Tabla 2); sin embargo, este
promedio (91,8% + 1,34) fue similar al valor de mortali-
dad obtenido por Cruz et al. (2006) con la mezcla Cenicafé
(93%), indicando que el efecto sinérgico inicial reportado en-
tre las cepas de B. bassiana de la mezcla (Bb9001, Bb9024 y
Bb9119), no se afectd cuando ésta fue combinada con la cepa
Ma9236. El seguimiento del proceso de infeccion, permitio
observar la presencia de micelio y conidiacion de los hongos
como evidencia de que la muerte de la broca fue causada por
los entomopatdgenos. Sin embargo, no se cuantificé cuales
insectos presentaban micelio de B. bassiana y/o micelio de
M. anisopliae.

Vera et al. (2011) corroboraron que la mezcla de cepas
Cenicafé ocasionaba en condiciones de laboratorio las mayo-
res mortalidades siendo estas superiores al 96%; pero hasta
el momento, no se habia evaluado el efecto de una cepa adi-
cional, como M. anisopliae Ma9236, adaptada a condiciones
del suelo. Los resultados mostraron que la mortalidad de la
mezcla Cenicafé sobre la broca, se mantuvo con la adicion
de Ma9236 y que era necesario validar, en condiciones de
campo, esta combinacion asperjada sobre las poblaciones de
broca que emergen de frutos infestados del suelo. Esta com-
binacion de cepas de B. bassiana y M. anisopliae tendria la
ventaja de que podria ser efectiva bajo diversas condiciones
ambientales, tales como suelo o parte aérea de la planta.

Fase II. Aplicaciéon de los hongos y evaluacion del efecto
de la mezclas de hongos entomopatégenos B. bassiana y
M. anisopliae en las poblaciones de broca que emergen de
frutos infestados del suelo. Las evaluaciones de infestacion
realizadas entre septiembre y diciembre de 2011 mostraron
un incremento acumulado en el nivel de infestacion de broca

Tabla 3. Porcentaje de infestacion promedio por broca en el lote comer-
cial de caf¢ en La Catalina.

Porcentaje de infestacion (%)

Tratamiento _
X
Testigo 12,54 a*
Mezcla Cenicafé (Bb9001, Bb9024, Bb9119) 10,3 b
Cepa M. anisopliae 9236 8,33 ¢
Mezcla Cenicafé mas M. anisopliae 9236 6,62d

* Promedios con letras iguales no son significativamente diferentes segun la prueba de
rangos multiples de Duncan (P = 0,05).

en los arboles a través del tiempo, posiblemente como con-
secuencia de la emergencia de adultos desde el interior de
los frutos dejados en el suelo previo a las aspersiones con
hongos; sin embargo, al comparar el incremento de las pobla-
ciones de broca después de aplicar los tratamientos se obser-
v6 que al comienzo de las evaluaciones no hubo diferencias
significativas (F = 2,70; P = 0,0451 y F = 1,80; P = 0,1458)
entre ellos; durante este periodo se dio la cosecha principal de
frutos, sin embargo, en los meses de noviembre y diciembre
(F=28,55;P<0,0001 yF=17,13; P<0,0001) es evidente el
mayor crecimiento en la poblacion del testigo sobre el cual
fue aplicado solo agua, mientras que todos los tratamientos
con hongos fueron efectivos manteniendo la infestacion en
niveles significativamente inferiores a los del testigo (Fig. 1).
Mientras que en los ensayos de laboratorio, las cepas y mez-
clas evaluadas mostraron porcentajes de mortalidad simila-
res, entre el 91,3% y el 94,1%, las aplicaciones en campo
causaron diferencias en los niveles de infestacion. Previa-
mente, De La Rosa ef al. (2000) reportaron que las cepas mas
eficientes en laboratorio no siempre son las mas eficientes en
campo.

Al final del experimento, el promedio de la infestacion
mostro diferencias significativas entre los tratamientos (Ta-
bla 3); seglin la prueba de rangos multiples de Duncan (P =
0,05), se obtuvo un mayor control sobre las poblaciones de
broca que emergieron de los frutos del suelo, con la mezcla
Cenicafé mas M. anisopliae Ma9236 con la cual se observo
un 6,6% de infestacion, seguido por M. anisopliae Ma9236 y
la mezcla Cenicafé.

Las diferencias presentadas entre los tratamientos y el
testigo en cuanto al porcentaje de broca, indicaron que la
aplicacion frecuente de la mezcla Cenicafé y M. anisopliae
Ma9236 reduce hasta en un 18% y un 34%, respectivamente,

—B— Testigo —&— M. Cenicafé
—e— Cepa Ma9236 —X— M. Cenicafé + Ma9236
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Figura 1. Porcentaje de infestacion por broca en los tratamientos del
lote comercial de café en La Catalina a través del tiempo.
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la cantidad de frutos perforados y que la combinacion de es-
tos dos tratamientos redujo en un 47% la infestacion, por lo
cual se corrobora la primera parte de la hipdtesis al encontrar
una reduccion en infestacion superior al 45% en condiciones
de campo para el tratamiento mezcla Cenicafé mas M. ani-
sopliae Ma9236. Vera et al. (2011) al evaluar en condiciones
experimentales la mezcla de cepas Cenicafé bajo un disefio
diferente y en una evaluacion puntual luego de 30 dias, ob-
tuvieron una disminucion en la infestacion entre 30% y 50%
con respecto al testigo en dos sitios de evaluacion, mostrando
la variacion que se puede presentar en el control debido a las
condiciones climaticas en diferentes zonas.

Los hongos se manifiestan en forma diferente con res-
pecto a la infeccion y accion de control en las areas donde
han sido asperjados debido a la influencia de las condicio-
nes ambientales sobre su desarrollo. La eficacia del hongo
va a depender entre otras del tipo de suelo y su compatibi-
lidad en relacién con otros microorganismos sinergistas o
antagonistas presentes en el suelo y factores abidticos. En
campo, condiciones adicionales como intensidad de luz UV,
humedad, temperatura, microbiota, afectan el desempefio de
los entomopatogenos (Cruz et al. 2006); para el caso de La
Catalina, el efecto de la mezcla Cenicafé sobre la broca no
se habia evaluado antes, no se cuenta con datos previos, sin
embargo los resultados muestran que bajo estas condiciones
(medio ambiente y suelo) la combinacion de la mezcla Ce-
nicafé mas M. anisopliae Ma9236, causa los mayores por-
centajes de control de la broca del café. Esta combinacion de
cepas (Bb9001, Bb9024, Bb9119 y Ma9236) no habia sido
evaluada y muestra el potencial que puede tener controlando
la broca en las zonas donde las cepas de B. bassiana ya han
sido probadas con buenos resultados.

Evaluaciones de campo en condiciones controladas con
la cepa de B. bassiana Bb9205 y M. anisopliae Ma9236
aplicadas a frutos del suelo en la subestacion de Maracay
- Montenegro - Quindio, demostraron que B. bassiana fue
mas eficiente que M. anisopliae infectando las brocas que
lograron llegar a los frutos en la parte aérea de los arbo-
les (Bustillo et al. 1999); sin embargo, la incidencia de los
hongos fue obtenida mediante la cuantificacion de la infec-
cion sobre adultos de broca que se encontraban presentes en
los arboles, indicando que una parte de la poblacion pudo
no haber sido cuantificada, correspondiendo ésta, a la po-
blacién que pudo morir antes de alcanzar nuevos frutos ya
que los datos de porcentajes de infestacion en los arboles
se desconocen. La medida de infestacion registrada en el
presente experimento en La Catalina - Pereira, Risaralda,
muestra el efecto que tienen los hongos evaluados sobre las
brocas antes de la colonizacion y, en este caso, la cepa de

M. anisopliae Ma9236 logré que una menor poblacion de
broca llegara a establecerse en los arboles en comparacion
con el tratamiento de la mezcla de cepas de B. bassiana y al
combinar estos tratamientos el efecto fue mayor. A pesar del
control promisorio de esta combinacion sobre la broca en
los frutos del suelo, no se puede concluir que el efecto de M.
anisopliae es superior al de B. bassiana porque no se ha eva-
luado el comportamiento de M. anisopliae en aplicaciones
sobre los frutos brocados de la parte aérea de los arboles y
al respecto deben realizarse mas evaluaciones. La infeccion
o micosis de los hongos sobre los adultos de broca, debe ir
acompanada de otras variables tales como los porcentajes
de infestacion en el arbol, para demostrar la eficacia de los
entomopatdgenos en un programa de manejo integrado y las
evaluaciones deben realizarse en diferentes sitios con con-
diciones contrastantes, con el fin de observar el efecto de
condiciones climaticas distintas.

Los hongos entomopatdgenos tienen un mecanismo de
accion general en el cual las esporas en contacto con la su-
perficie del insecto, penetran el exoesqueleto por accién fi-
sica y enzimatica degradando la cuticula; la caracterizacion
molecular del tipo de enzimas que producen estos hongos,
muestra que en M. anisopliae existe una gran cantidad de
proteasas diferentes a las reportadas en B. bassiana (St. Le-
ger et al. 1992; Gao et al. 2011). Una vez que los hongos
entran al hemocele producen otro juego de enzimas, ademas
de micotoxinas las cuales ocasionan la muerte del insecto. En
algunos casos la importancia de las toxinas en los procesos de
patogenicidad no ha sido clara (Gillespie y Claydon 1989).
Sin embargo, para el caso de M. anisopliae, 1a produccion
y la concentracion de la toxina “destruxina”, un ciclodepsi-
péptido, en algunas cepas estd relacionada con los procesos
de virulencia del hongo (Kershaw ef al. 1999). La toxina es
responsable de afectar varias organelas celulares, causando
paralisis (Roberts 1969), y por ende disfuncion de los érga-
nos de Malpighi, hemocitos y tejido muscular. Otra toxina re-
portada corresponde al cyclohexadepsipéptido beauvericina
(BEA) producida por B. bassiana, la cual se ha encontrado
relacionada con mortalidad de larvas de H. hampei (Arboleda
et al. 2004), en el caso particular de las cepas que forman la
mezcla, los resultados en los niveles de produccion muestran
que beauvericina es producida en gran cantidad por la cepa
Bb9024 mientras que la cepa Bb9001 produce muy bajas
cantidades (Arboleda et al. 2011).

Estudios recientes, sobre la interaccion entomopatdge-
no-insecto utilizando microarreglos y extensos grupos de
secuencias de genes, indican que M. anisopliae es capaz de
infectar un amplio grupo de insectos (Freimoser ef al. 2005).
Los patrones de expresion de genes en respuesta al creci-

Tabla 4. Promedio de la sumatoria de estados de broca encontrados en los frutos cosechados por parcela en cada

uno de los tratamientos.

Tratamiento Poblac.ié.n .de EE Poblacién de EE
broca inicial broca final
Testigo 153 A* 55,3 446,6 B 342
Mezcla Cenicafé (Bb9001, Bb9024, Bb9119) 423 A 207,3 244,6 A 80,3
M. anisopliae Ma9236 303,6 A 129,7 449 A 110,2
Cenicafé + Ma9236 430,3 A 78,3 289,3 A 13,2

EE: Error estandar. * Promedios con letras no comunes con respecto a la poblacion inicial y final de cada tratamiento implica diferencia,

segun prueba T al 5%.
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Figura 2. Promedio de la sumatoria por parcela de estados de broca
encontrados en frutos de café cereza cosechados a través del tiempo en
el lote comercial de La Catalina.

miento en la cuticula de otros tipos de insectos, tales como
cucarachas (Blaberus giganteus L.) y coleopteros (Popillia
Jjaponica Newman), es diferente a la observada con los le-
pidopteros, lo que indica que el entomopatdogeno responde
de una forma especifica y precisa ante cada insecto y con-
dicion ambiental, con un amplio grupo de genes. El efecto
presentado por la mezcla de cepas Cenicafé mas M. aniso-
pliae Ma9236 pudo haber sido incrementado por la influencia
del conjunto de proteinas y enzimas diferentes que produce
el hongo M. anisopliae, ademas de las micotoxinas; a pesar
de esto, el papel especifico de estas enzimas y toxinas sobre
algunas funciones de la broca se desconocen. Hasta ahora se
esta empezando a entender la interaccion entre B. bassiana 'y
la broca y los genes y metabolitos asociados en estos proce-
sos (Mantilla et al. 2012) y el desconocimiento es ain mayor
para el caso de la interaccion M. anisopliae y la broca.

Al evaluar la broca en los diferentes tratamientos en café
cereza cosechado y en café pergamino seco se observo que el
promedio de infestacion de estas dos variables a lo largo del
experimento no mostré diferencias significativas con respec-
to al testigo seguin la prueba de rangos multiples de Duncan
(P=0,05).

Aunque los rendimientos obtenidos en el presente experi-
mento estuvieron dentro de los niveles comiinmente reporta-
dos para Colombia los cuales se estiman entre 4,7 y 5,3 (Al-
varez 1995), los porcentajes promedio de broca presentados
por los tratamientos en café cereza y en café pergamino seco
superaron el umbral de dafio econdmico debido a la presion
de la broca proveniente de las liberaciones artificiales com-
binado con la infestacion de brocas provenientes de lotes ve-
cinos. El porcentaje de broca establecido por La Federacion
Nacional de Cafeteros al momento de la venta del grano, es
del 2% en pergamino. Montoya (1999) encontr6 una relacion

lineal positiva en la infestacion por broca en las diferentes
etapas del grano, indicando que, cuando hay mayor porcen-
taje de frutos perforados por broca en el arbol, mayor es el
porcentaje de frutos perforados por broca en café cereza re-
colectado, lo cual incide en una mayor proporcion de café
pergamino seco y almendra perforados; ademas se estimé
que durante la cosecha principal en zona cafetera central (oc-
tubre) el porcentaje de infestacion en el café pergamino seco
y en almendra corresponden al 66% y 64% de la infestacion
en café cereza, respectivamente.

Los resultados de estas variables complementarias no lo-
graron explicar el efecto de las aplicaciones de los hongos
sobre la calidad final del café; posiblemente, el nimero de
arboles tomado para estimar dichas variables fue muy peque-
flo, ademas del efecto causado por las liberaciones de frutos
brocados antes de las aspersiones; por lo tanto se recomienda
que estas variables se estimen cuando el experimento se rea-
lice sobre poblaciones naturales de broca y en lotes donde se
muestree un mayor nimero de arboles.

Con respecto a la variable nimero de estados de broca
presentes en los frutos cosechados, se esperaba encontrar al
comienzo de las evaluaciones una poblacion similar entre los
tratamientos debido a la extraccion de frutos brocados en las
ramas y en el suelo de los arboles antes de comenzar el experi-
mento; sin embargo, se observé que el nimero de individuos
en cada parcela fue variable encontrandose en promedio una
menor cantidad de broca en el testigo (Fig. 2). La poblacion
inicial pudo haber sido afectada por la dispersion del insecto
desde lotes cercanos hacia el interior de las parcelas sobre las
cuales se realizaron las aplicaciones. De manera descriptiva
la figura 2 muestra las fluctuaciones poblacionales a través
del tiempo en los tratamientos y se observa un crecimiento de
las poblaciones de broca en los frutos del testigo.

El analisis en el que se cuantifico el promedio de la suma-
toria de estados de broca encontrados en los frutos cosecha-
dos por parcela en cada uno de los tratamientos, comparando
la poblacion inicial y la poblacion final de individuos, segin
la prueba de T al 5%, mostr6 diferencias significativas para
el testigo (F = 20,33; P = 0,0107) en el cual se observo un
incremento tres veces mayor en las poblaciones al final del
experimento, mientras que las aplicaciones con hongos sobre
los frutos infestados del suelo, redujeron casi a la mitad o
mantuvieron constantes el nimero de estados bioldgicos en
los frutos de la parte aérea de arboles (Tabla 4). Al cuantificar
el promedio de estados de broca encontrados por fruto cose-
chado por parcela, se encontrd que en el testigo, la poblacion
de brocas por fruto permanece constante mientras que en los
tratamientos se observa una disminucion de las poblaciones
de broca, siendo esta disminucion significativa y de alrededor
del 40% con la mezcla de cepas Cenicafé seguido por la mez-
cla Cenicafé mas M. anisopliae Ma9236 (Tabla 5).

Tabla 5. Promedio de estados de broca encontrados por fruto cosechados por parcela en cada uno de los tratamientos.

Poblacion de broca

Poblacion de broca

Tratamiento inicial/ fruto EE final/ fruto EE
Testigo 10,5 A* 1.4 10,2 A 1
Mezcla Cenicafé (Bb9001, Bb9024, Bb9119) 154 A 1,7 6,5B 1,2
M. anisopliae Ma9236 143A 2,1 11A 1,1
Cenicafé + Ma9236 134A 0,1 7,1 B 0,3

EE: Error Estandar. * Promedios con letras no comunes con respecto a la poblacion inicial y final de cada tratamiento implica diferencia, seglin prueba T al 5%.
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Figura 3. Evaluacion de unidades experimentales. A) Adulto de broca muerto al inicio de la galeria. B) Oviposicién de brocas

infectadas. C) Oviposicion de brocas sanas.

Estos resultados confirman los hallazgos de Vera et al.
(2011) con respecto a los estados bioldgicos en evaluacio-
nes realizadas en las estaciones experimentales Paraguaicito
y Naranjal, puesto que las aplicaciones de hongos al suelo
causaron disminucién en la siguiente generacion de brocas
que infestaron nuevos frutos en las ramas de los arboles: esta
disminucion fue mas efectiva para la mezcla de cepas de B.
bassiana Cenicafé y estuvo entre el 55 y el 75% en las condi-
ciones de campo evaluadas.

Los resultados de esta fase sugieren que la mezcla de tres
cepas de B. bassiana y una de M. anisopliae puede ser efecti-
va para el control de la broca del café. Es necesario continuar
con las evaluaciones de estas mezclas con el fin de explorar
su potencial en diferentes zonas productivas donde las con-
diciones ambientales pueden favorecer mayores niveles de
expresion de los hongos.

Fase II1. Efecto de las mezclas de los hongos entomopato-
genos B. bassiana y B. bassiana mas M. anisopliae sobre la
oviposicion de la broca del café. Al evaluar el efecto de los
tratamientos sobre la oviposicion de la broca cuando ésta es
infectada por los hongos, se observo que todos los tratamien-
tos ejercieron control sobre los insectos durante el proceso
de penetracion en los granos (Fig. 3A) causando entre 75%
y 91,67% de mortalidad, 10 dias después de la inoculacion
de los insectos con los hongos y entre 86,67% y 93,3% de
mortalidad en la evaluacion realizada 20 dias después. Se
presentaron para cada tiempo de muestreo, diferencias signi-

ficativas (F =70,11; P <0,0001 y F = 67,99; P <0,0001) con
respecto al testigo, donde la mortalidad por factores externos
al hongo fue la menor observada (Tabla 6); sin embargo, tam-
bién se observo que algunos insectos infectados con el hongo
alcanzaron a ingresar al fruto y ovipositaron antes de morir
(Fig. 3B), presentandose un efecto significativo no solo en la
mortalidad de los adultos, sino también sobre la progenie de
brocas que infestaron los granos (F = 17,89; P < 0,0001 y F
=35,35; P<0,0001), este efecto fue mayor en el tratamiento
con la mezcla de cepas Cenicafé donde se observaron los va-
lores mas altos de mortalidad (Tabla 6).

Con respecto al numero de estados encontrados en los
frutos (Tabla 6), para el testigo infestado con brocas sanas, el
nimero promedio de estados al interior de los frutos al cabo
de 10 dias es de 9,7 estados bioldgicos (huevos y larvas).
Sin embargo, cuando una broca es infectada por accion de
la mezcla de cepas Cenicafé al cabo del mismo tiempo, esta
deposita en promedio inicamente 1,4 estados bioldgicos por
grano, mientras que las brocas tratadas con la cepa de M. ani-
sopliae Ma9236 y la combinacion de la mezcla Cenicafé mas
M. anisopliae Ma9236 dejaron en los granos entre 3,6 y 4,0
individuos respectivamente. Al cabo de 20 dias la poblacion
en el testigo continuo su desarrollo alcanzando en promedio
16 estados, mientras que con el tratamiento de la mezcla Ce-
nicafé y M. anisopliae alcanzaron entre 2 y 4 nuevos estados
cuando se inocularon las brocas adultas y con la combinacion
de la mezcla Cenicafé mas M. anisopliae la poblacién fue la
misma que a los 10 dias. Segun la prueba de rangos multiples

Tabla 6. Mortalidad (%) de las cepas y mezclas, sobre adultos de broca en laboratorio y su efecto en el numero de

nuevos estados biologicos.

Dia L. Tratamiento Mortalidad Total de estados Promedio de
evaluacion (%) estados /grano

Testigo 11,67 c* 585 9,75+2,16
Mezcla Cenicafé (Bb9001, Bb9024, 91,67 a 84 1,4 +0,88
Bb9119)

10
Cepa Ma9236 883 a 221 3,68+ 1,6
Cenicafé + Ma9236 75b 245 4,08 +1,78
Testigo 20b 928 15,47+ 2,92
Mezcla Cenicafé (Bb9001, Bb9024, 93,3 a 121 2,01 +1,2

20 Bb9119)
Cepa Ma9236 86,67 a 255 425+2,1
Cenicafé + Ma9236 90 a 242 4,03 + 1,46

* Valores con las mismas letras no son estadisticamente diferentes segun la prueba de rangos multiples de Duncan (P = 0,05).
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Tabla 7. Mortalidad de las cepas y mezclas sobre adultos de broca y su efecto en el nimero de nuevos estados

biologicos, 45 dias después de la inoculacion.

Tratamiento Mm;ff/l:;dad de:g::(gos e::;(;gs (/i;(:'::o
Testigo 37,7b 818 15,6 +5,6
Mezcla Cenicafé (Bb9001, 92,99 a 83 22+2,6
Bb9024, Bb9o119)

Cepa Ma9236 90 a 119 3,37+43
Cenicafé + Ma9236 79,2 a 312 8,3+6,8

* Valores con las mismas letras no son estadisticamente diferentes segun la prueba de rangos multiples de Duncan (P = 0,05).

de Duncan (P = 0,05) las diferencias significativas entre las
cepas y mezclas evaluadas con respecto al testigo mostraron
que todos los tratamientos fueron efectivos controlando las
poblaciones de brocas adultas y disminuyeron entre el 73 y
el 87% los nuevos estados bioldgicos en los granos al final
del experimento (Fig. 4). Las brocas infectadas muestran una
disminucion de su tasa de oviposicion, de tal forma que se
observa un efecto sobre la F1 y en general en la tasa intrinse-
ca de crecimiento de la poblacion. Se corrobora la hipdtesis
de trabajo dado que la reduccion en estados de broca presen-
tes en los tratamientos superd el 85% con respecto al testigo.
La observacion adicional a los 45 dias después de la inocula-
ci6n, mostrd diferencias en la mortalidad de los tratamientos
con respecto al testigo (ANOVA F = 16,01; P < 0,0001). Al
igual que en las fechas anteriores, se encontré que un menor
nimero de adultos, pudieron ovipositar en los tratamientos
con hongos y que la cantidad de nuevos estados en el tes-
tigo fue significativamente mayor (ANOVA F = 5,73; P =
0.0011). El porcentaje de reduccion en el namero de estados
bioldgicos para los tratamientos, fluctud entre el 47% y el
86%, siendo la mezcla Cenicafé el tratamiento mas efectivo
para reducir las nuevas progenies de broca en condiciones de
laboratorio (Tabla 7).

Los estudios de laboratorio corroboraron las observacio-
nes de campo con respecto a la poblacion de broca encontra-
da al interior de los frutos de cada tratamiento, lo que sugiere
que las aplicaciones de hongos sobre frutos infestados del
suelo ademas de causar mortalidad sobre las brocas que vola-
ron en busca de nuevos granos para infestar, causan disminu-
cion de la progenie de las broca infectadas que logran colo-
nizar un fruto sano. Estos resultados muestran la importancia
de las aplicaciones periddicas de hongos entomopatdgenos

M Testigo M M. Cenicafé Cenicafé+Ma9236

20
18

B Cepa Ma9236

Numero de estados
biologicos
=

Dias de evaluacion

Figura 4. Numero promedio de estados de broca por fruto y por trata-
miento en condiciones de laboratorio. Promedios con las mismas letras
no son estadisticamente diferentes segiin la prueba de rangos multiples
de Duncan (P = 0,05).

dirigidas a frutos de café infestados del suelo como parte de
un programa de manejo integrado que busque mantener o re-
ducir los niveles de la plaga en el cultivo.
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