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PATOGENICIDAD Y VIRULENCIA DEL AISLADO DE LA CEPA NATIVA DE Isaria spp.
Y DOS HONGOS ENTOMOPATOGENOS COMERCIALES'

José A Lezcano B? ; Edwilcar Saldana®; Ronal Ruiz3; Sindy Caballero*

RESUMEN

Los hongos entomopatogenos han demostrado ser una alternativa promisoria para el
control de la broca del café. En este estudio se evalud la patogenicidad y virulencia de un
aislado de la cepa nativa de Isaria spp., y dos aislados de cepas comerciales de Beauveria
bassiana y Metarhizium anisopliae, sobre adultos de broca del café. Los bioensayos
de dosis-mortalidad se realizaron con suspensiones de esporas (1,92x10% a 1,12x10"
UFC.ml"). Se evalué la mortalidad de adultos de Hypothenemus hampei y se calculd la
concentracion letal media (CL,,) para el aislado de /saria spp. A los siete dias, la mortalidad
de adultos de la broca estuvo entre 80,5% y 100% en los rangos de concentracién de
4,48x10°a 1,12x10"° UFC.ml"". La muerte de la broca se presentoé entre 1,91y 6,5 dias, en
concentraciones de 2,22x10° a 3,64x10° UFC.ml". La CL, de /saria fue de 0,11x109 UFC.
ml'. Los aislados de las cepas comerciales de B. bassiana y M. anisopliae, mostraron una
baja mortalidad de brocas. El aislado de la cepa nativa de Isaria demostré ser patogénica y
altamente virulenta sobre la broca del café bajo condiciones de laboratorio.
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PATHOGENICITY AND VIRULENCE OF THE NATIVE ISOLATED STRAIN OF /saria spp.
AND TWO ENTOMOPATHOGENIC COMMERCIAL OF FUNGI

ABSTRACT

Entomopathogenic fungi have been shown to be a promising alternative to control the coffee
berry borer. This study evaluated the pathogenicity and virulence of an isolate native strain
was evaluated /saria spp., And two isolates of commercial strains of Beauveria bassiana
and Metarhizium anisopliae on CBB adults. The dose-mortality bioassays were performed
with spore suspensions (1,92x108 to 1,12x10'° CFU.mI"). Adult mortality of Hypothenemus
hampei was evaluated and the medial lethal concentration (LC, ) was calculated for the
isolate Isaria spp. After seven days, adult mortality of the coffe bery was between 80,5
and 100%. For the concentration ranges of 4,48x10° to 1,12x10" CFU.ml"'. The death
of the coffee berry borer ranged from 1,91 to 6,5 days, for concentrations of 2,22x108 to
3,64x10° CFU.mlI". The LC,, of Isaria was 0,11x10° CFU.ml". Isolates of B. bassiana
and M. anisopliae commercial strains, showed low mortality. The isolated native strain
Isaria proved pathogenicity on CBB and virulencet the coffee berry borer under laboratory
conditions.

KEY WORDS: Biological control, bioassay, Hypothenemus hampei, coffee berry borer.

INTRODUCCION En muchos de los Centros de
En Panama la broca del café investigacion del mundo se han dedicado
Hypothenemus hampei Ferrari, se ha esfuerzos relacionados a estudios sobre
convertido junto con Hemileia vastatrix, la biologia y patogenicidad de hongos
en las principales plagas de la caficultura, entomopatéogenos  como  Beauveria
debido a los graves dafos que causa en bassiana y Metarhizium anisopliae, los
los frutos, disminuyendo el rendimiento cuales han mostrado gran potencial para
y calidad del grano, ocasionando una el control de insectos plaga en cultivos de
reduccion en el volumen de café para importancia econémica (Delgado et al.
exportar y un aumento en el costo 2001).
de produccion, causando pérdidas
econdémicas al caficultor, debido a la Estudios realizados por
inversiébn que se debe realizar en las Castellanos 1997, Patersen et al. 1994,
labores de control de estas plagas. Smith et al. 1981, St. Leger et al. 1986,

Zimmermann 1993, Gonzalez et al. 2001,
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coinciden sobre entomopatdgenos que
atacan al insecto a través de la cuticula,
donde germinan las esporas, produciendo
hifas invasoras que penetran los tejidos
del hospedante. Las hifas se ramifican,
colonizan y llegan hasta la cavidad
hemocélica, donde se produce una masa
micelial, debido al crecimiento del hongo
y se liberan toxinas que estan implicadas
en el proceso de bloquear el desarrollo

fisioldgico del insecto.

Existe una posible relacion entre la
actividad enzimatica de estos hongos y su
patogenicidad al insecto sobre el cual se
dirige el control. Estudios ultraestructurales
e histoquimicos sugieren que en el
proceso infectivo del hongo hacia el
insecto existe degradacion de la cuticula
donde se encuentran implicadas varias
enzimas (fenoloxidasa, proteasa, lipasa,
quitinasa y N-acetilglucosaminidasa o
nagasa). Algunas partes de la cuticula
del

ataque enzimatico producido por

insecto son mas susceptibles al
los
entomopatogenos, siendo importante,
no solo por su actividad catalitica del
complejo enzimatico producido sino por
el sitio especifico de la accion de las
enzimas sobre la cuticula (Castellanos

1997, Patersen et al. 1994).

El integumento de los insectos,
1979,
la epidermis y la cuticula, tiene gran

segun Andersen formado por

importancia en relacién con su defensa
y proteccion, al crear barreras contra la
desecacion y enfermedades. Ademas
de proteinas y quitina, contiene otros
compuestos menores como precursores
fendlicos de quinonas, acidos grasos,
esteres de alcaloides y alcoholes grasos.
El estudio es importante para entender los
mecanismos de virulencia de los distintos
hongos entomopatdégenos (Willis 1987,
Khachatourians 1991). La composicion
del integumento de los insectos se ha
explorado como fuente de nutricion de
algunos hongos (Smith y Grula 1981),
por ejemplo Isaria spp. puede germinar,
penetrar la cuticula e invadir el hemocelo
de muchos

insectos, lo que sugiere

que las condiciones necesarias para
estos procesos estan presentes en los
insectos susceptibles 1981,

Khachatourians 1991).

(Ferrén

La produccion a escala y la
obtencion de wuna formulacion eficaz
de hongos entomopatégenos como B.
bassiana, M. anisopliae o Isaria spp.
como agentes de control bioldgico,
requiere profundizar en el conocimiento
de aspectos genéticos, bioquimicos,
fisiologicos, factores de virulencia vy

estudios ecoambientales donde los

entomopatogenos ejercen su espectro de
accion (Delgado et al. 2001).
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Estudios realizados por Delgado
et al. (2001) se evaluaron aislamientos
de B. bassiana y M. anisopliae para
cuantificar la actividad catalitica de cinco
enzimas y determinar su relacion con la
patogenicidad sobre la broca del café.
Castellanos (1997) y Smith et al. (1981)
sefalan que es necesario cuantificar
la actividad catalitica de las enzimas
producidas por B. bassiana, M. anisopliae
O Isaria spp. patogénicos a H. hampei y
relacionarla con la patogenicidad como
uno de los parametros a evaluar dentro
de los mecanismos de infeccion de Isaria
spp., B. bassiana y M. anisopliae sobre
insectos plaga.

Para el control de H. hampei dentro
de un esquema de manejo integrado se
ha recomendado el uso de B. bassiana
1998), el cual se ha
convertido en un importante factor de

(Bustillo et al.

mortalidad en los cafetales (Ruiz 1996).
En Panama, a partir del 2011, aparece un
aislamiento efectivo contra la broca del
café, lo que representa una alternativa
bioldgica y disponible para los caficultores
(Lezcano 2014).

El control biolégico de insectos
plaga mediante hongos entomopatdgenos
ofrece un método alternativo para el
control de las poblaciones de H. hampei
del
café, siendo una estrategia integrada

en los sistemas agroforestales

satisfactoriamente en los programas de
manejo integrados de la broca del café
(Ruiz et al. 2013, Kim et al. 2008).

Los hongos entomopatdégenos,
Isaria farinosa y Isaria fumosorosea
(Wise) Brown y Smith (Hypocreales:
Clavicipitaceae) eran conocidos como
Paecilomyces farinosus y Paecilomyces
fumosoroseus, durante mas de 30 arios
(Zimmermann 2008). Ambos hongos
tienen una distribucion mundial y una
relativa amplia gama de huéspedes,
mientras que [. farinosa es de menor
importancia en la investigacion y como
agente de biocontrol, I. fumosorosea
es considerado como un complejo de
especies, y varias cepas se utilizan con
exito para el biocontrol de algunas plagas
de

blancas, de los cuales se han publicado

insectos, principalmente moscas
numerosos articulos cientificos en ambas
especies de hongos, durante los ultimos
40 afios, que cubren diversas areas de

investigacion.

Dentro de las especies de hongos
entomopatogenos mas virulentas, Ruiz et
al. (2013) mencionan a [I. fumosorosea,
considerada una de las especies mas
promisorias para el control biolégico de
Bemisia tabaci y otros insectos plaga.

Entre los acaros e insectos plaga

sobre los cuales se ha desarrollado
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exitosamente un control  bioldgico
utilizando /. fumosorosea estan Plutella
xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) (Ali
et al. 2010), Trialeurodes vaporariorum
(Hemiptera:
et al. 2004), Tetranychus urticae
(Acari:Tetranychidae) (Kim et al. 2008)
y B. tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae)

(Cabanillas y Jones 2009).

Aleyrodidae) (Avery

En este estudio se propuso como
objetivo determinar la patogenicidad y
virulencia del aislado de la cepa nativa de
Isaria spp. y dos cepas comerciales de
hongos entomopatdgenos.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizd6 en los
laboratorios de biocontroladores ubicado
en Rio Sereno, distrito de Renacimiento
con las coordenadas de latitud norte
08°49'21,5” y longitud oeste 082°50°'45,4”
y en el laboratorio de parasitologia del
IDIAP, en el distrito de Boquete con las
coordenada de latitud Norte 8°43'14,5” y
longitud Oeste 82°26°18”, de la provincia
de Chiriqui. El experimento se realiz6 en
el periodo comprendido de 4 de febrero de

2011 al 25 de septiembre de 2014.

Aislamientos y medio de cultivo:
Se de
la cepa nativa de [Isaria spp. (antes

utilizaron aislamientos

Paecilomyces spp.), proveniente de la
coleccion de cepas nativas del laboratorio

de biocontroladores del IDIAP, ubicado
en Rio Sereno, Renacimiento, provincia
de Chiriqui y cepas comerciales de B.
bassiana y M. anisopliae provenientes
de un laboratorio ubicado en el distrito
de Boquete. Los aislamientos de las
cepas comerciales de B. bassiana y M.
anisopliae y el aislamiento de la cepa
nativa de Isaria spp. se reactivaron sobre
adultos de broca del café y se colocaron
en medio Papa Dextrosa Agar (PDA)
(Vélez et al. 1997). Se deben hacer pases
sobre el insecto cada veinte dias para
mantener la patogenicidad del hongo
(Gonzalez et al. 1993). El medio con los
adultos inoculados y con los aislamientos,
se incubaron a temperatura ambiente.
Finalmente, cuando el hongo alcanzé su
maximo crecimiento y esporulacién en el
medio, se inicié la producciéon masiva, a
partir de este aislamiento (Figura 1).

Figura 1. Adultos de broca del café, con
el hongo Isaria spp. esporulada en medio
PDA. Boquete, 2012.
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Produccioén de Isaria spp.:

Una vez activado el hongo en
medio PDA, se procedid a preparar
una suspension de conidias y micelio
del hongo para la produccion masiva,
utilizando como sustrato arroz entero.

El procedimiento que se utilizé fue
el siguiente: Se inicié con 2,27 kg de arroz,
que se lavd con agua hasta eliminarle
la semolina, se esterilizé con hipoclorito
de sodio comercial (6,15%) al 0,5% por
30 min, y se lavd con agua limpia, para
remover el exceso de hipoclorito de sodio.
Para escurrirlo, se colocd sobre una malla
en bastidor, entre 30 min a 60 min. Una vez

escurrido, se tomaron 200 g de arroz y se
colocaron en un envase de polipropileno
de 500 cc con tapa, en cuyo centro se
perford un orificio y se cerré con algodon.

El sustrato de arroz se esterilizd
en autoclave por 15 min, a 121°C y
101325 Pa de presion. Transcurrido este
proceso, se inoculé con 20 cc por envase
de la suspension del hongo previamente
preparado, girando el envase para
distribuir lo mas uniforme la suspension
sobre el arroz. El sustrato inoculado fue
colocado en un cuarto de incubacién por

20 dias (Figura 2).

Figura 2. Pasos en la produccion de hongos sobre sustrato de arroz: Dilucion del medio
que contiene el hongo esporulado (a); inoculacion del sustrato (b); incubaciéon del sustrato
inoculado (c); sustrato después de los 20 dias de incubacion (d).
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Concentracion de esporas:

Lacuantificaciéndelaconcentracion
de esporas permitio determinar el numero
de unidades infectivas por unidad de peso
o0 volumen existente en la suspension
madre o diluciones y sirvi6 de base para
establecer la dosificacién de un producto
(Vélez et al. 1997).

Se prepararon  suspensiones
madre de [saria spp., B. bassiana y M.
anisopliae en 500 ml de agua destilada
estéril y Tween 80 al 0,1%. Se realizaron
diluciones seriadas, se tomaron cuatro
submuestras de 1 ml y se depositaron
en tubos de 9 ml de agua destilada
estéril (ADE), quedando preparada una
dilucién 107; se repitio este procedimiento
llevando 1 ml de esta soluciéon (10") a
tubos con 9 ml de ADE para obtener una
dilucion de 102, y asi sucesivamente
hasta obtener una dilucion de 10%, o la
dilucion que permitiera el conteo para
estimar el numero de esporas por mililitro
de la suspension.

Para el recuento de esporas o
conidias se utilizé la camara de Neubauer
o Hematocimetro. La concentracion se
estimo: C = N x Diluciéon empleada x Factor
de camara (10%), donde N es el nimero
promedio de esporas por cuadrante.

Bioensayos de patogenicidad:

La prueba de patogenicidad se
diseAd para proporcionar condiciones
ideales en el momento de la exposicion
al patégeno, para que ocurra la
germinacion e invasion del hospedante
y la conidiogénesis (desarrollo de las
conidias), para favorecer la esporulacion
del hongo sobre el insecto muerto y poder
confirmar que la mortalidad se debié al
tratamiento con el hongo (Vélez et al.
1997).

Para esta prueba se utilizdé la
metodologia propuesta por Vélez et
al. (1997); Gonzalez et al. (1993), que
consistio en la seleccién de adultos de
la broca del café de menos de ocho dias
de edad provenientes de una cria libre de
patdgenos. Se desinfectaron previamente
con una solucion de hipoclorito de sodio
comercial (6,15%) al 0,5% durante un
minuto y se lavaron en ADE usando
mallas de tul esterilizadas, que sirvieron
de colador. De estas brocas se prefirieron
las que mostraron mayor actividad.

Se realizd una prueba de
patogenicidad con los aislamientos de
las cepas de los tres entomopatdgenos,
se prepararon suspensiones madres,
de concentracion 1,41x10° UFC.ml"
(M. anisopliae), 9,58x10® UFC.ml"’
(B. bassiana) y 1,12x1010 UFC.ml"’
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(Isaria spp.). De estas suspensiones se
prepararon las diluciones (Cuadro 1).
Para la evaluacion de cada hongo se
tomaron 20 brocas al azar por tratamiento

y tres repeticiones, donde la unidad

experimental fue la caja de Petri. En cada
evaluacion se utilizé un testigo compuesto
de adultos de broca que no entraron en
contacto con los hongos.

CUADRO 1. TRATAMIENTOS UTILIZADOS EN LA PRUEBA DE PATOGENICIDAD DE /saria
spp., B. bassiana 'y M. anisopliae. BOQUETE.

Concentracion UFC.ml"

% de
Tratamientos dilucién M. anisopliae B. bassiana Isaria spp.
1 100 1,41E+09 9,58E+08 1,12E+10
2 80 1,13E+09 7,66E+08 8,96E+09
3 60 8,46E+08 5,75E+08 6,72E+09
4 40 5,64E+08 3,83E+08 4,48E+09
5 20 2,82E+08 1,92E+08 2,24E+09

A la cepa de [saria spp., se le
realizaron dos pruebas de patogenicidad,
en la primera, se prepard una suspension
de 3,64x10° UFC.mlI', de la cual se
realizaron diluciones con las siguientes

concentraciones:  2,93x10°,  2,0x10°,

1,30x10° UFC.ml". En la segunda prueba
de patogenicidad la suspensiéon presentd
una concentracion de 5,51x10° UFC.ml", de
la cual se realizaron diluciones de 1,87x10°,
2,85x10°% 3,81x10° 5,34x10° UFC.ml"
(Cuadro 2).

CUADRO 2. CONCENTRACIONES EVALUADAS EN LA PRUEBA DE
PATOGENICIDAD DE /Isaria spp. SOBRE LA BROCA DEL CAFE,

2011-2013.

No.

Concentracion
(UFC.ml")

0 N O O b~ WO DN -

1,30 x 10°
1,87 x 10°
2,00 x 10°
2,85x 10°
2,93 x 10°
3,64 x 10°
3,81x10°
5,34 x 10°
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Se utilizd la técnica de inmersion
de las brocas en la dilucién del hongo
durante 30 segundos, la cual se mantiene
en agitaciéon manual. Luego, se colocaron
las brocas tratadas en plato de Petri
que contenian un disco de papel toalla
previamente humedecido con ADE vy
antibiotico. Cumplidas las 24 horas se
adicion6 como sustrato a cada plato,
granos de café en pergamino seco (45%
de humedad), es decir, sin ningun proceso
de secado mecanico.

Diariamente y durante 10 dias se
evaluo la mortalidad causada por el hongo
en estudio, se observaron al estereoscopio
los sintomas y signos de enfermedad en
las brocas.

Las brocas vivas o muertas
se debieron mantener confinadas en
los platos de Petri, para evitar que se
interrumpiera el desarrollo normal del
hongo en el insecto. Con una jeringa
desechable diariamente se adiciono
ADE, hasta humedecer el disco de papel
evitando la presencia de agua libre. La
humedad puede ser considerada como el
factor mas importante en el desarrollo de
una micosis en las etapas de germinacion

de las esporas y conidio génesis.

Se
mortalidad para cada aislamiento de

registr6  diariamente la

los hongos estudiados, y para el caso

del
el ciclo del hongo sobre la broca. Se

hongo [Isaria spp. se establecid
estimo el porcentaje de mortalidad y el
promedio del tiempo de mortalidad, lo
que se constituyeron en otros criterios
de importancia en la calidad biologica
de los hongos en estudio. El tiempo
de evaluacién varié para cada hongo
entomopatogeno estudiado, dependiendo
del ciclo biolégico del hongo en el insecto
y de la sobrevivencia del insecto sin
tratar bajo condiciones del ensayo. Los
productos comerciales deben causar
una mortalidad superior al 80% en esta
prueba.

Variables evaluadas: Mortalidad,
numero de dias a la mortalidad,
crecimiento micelial, esporulacion, CL50 y

sus Limites de Confianza al 95%, CL,.

Anadlisis estadistico:

Los datos de mortalidad debido al
hongo (patogenicidad) se transformaron
con raiz cuadrada de X+0,5 y se
sometieron a un analisis de varianza y las
medias a la prueba de rangos de Tukey
(P=0,05).

Los datos de mortalidad de las
ocho concentraciones de esporas de
Isaria se sometieron a un analisis Probit,
(Camacho 1990), se obtuvo la CL,; y su

limite de confianza al 95%; y la CL,.
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Los datos de los tres bioensayos
de
sometieron a la prueba de Chi cuadrado

la prueba de patogenicidad, se
(X?) para obtener la bondad de ajuste
con los valores obtenidos, se estimo el
coeficiente de determinacion (r?), y la
probabilidad de ocurrencia del evento, a
través de una regresion lineal, obteniendo
la ecuacion de prediccion de la forma
y =a+bx

RESULTADOS Y DISCUSION
El
después

numero de adultos muertos
de de
concentraciones, con cubrimiento de

la aplicaciéon las
micelio y esporulado, indican que hubo

diferencias altamente significativas
(P<0,01) entre las concentraciones para

esta variables (Cuadro 3).

CUADRO 3. CUADRADO MEDIO DE DIAS A MUERTE, CUBRIMIENTO DE MICELIO Y
ESPORULACION; NUMERO DE ADULTOS MUERTOS, CON CUBRIMIENTO DE
MICELIO Y ESPORULACION, BOQUETE.

Dias Numero de adultos
FdeV gl Muerte Cubrimiento Esporulacion Muertos Cubrimiento Esporulacion
de micelio
Error 30 0,4093 1,1677 4,0388 3,1333 6,0722 1,9777
Conc. 14 3,2538** 6,6097* 25,4388** 58,6285** 41,3388** 52,088**
R? 0,7876  0,7253 0,7461 0,8972 0,7605 0,9247
CV (%) 13,58 26,92 47,34 13,01 28,46 30,42

***=Se refiere a diferencias estadisticas al 1% y 5%, respectivamente.

Al
descrito

adulto de H. hampei, se
ha
concentraciones superiores de 1,0x10°
UFC.ml"

al. 1998). En este estudio, los dias a

como susceptible a
de B. bassiana (Bustillo et

esporulacién del hongo sobre el cuerpo
de la broca del café en el aislado de /saria

spp. se presentd un rango entre 2,5y 2,8
dias; mientras que las concentraciones
de B. bassiana, se mostraron en un rango
entre 5,0 y 5,3 dias. Para M. anisopliae,
el rango fue amplio de 1,7 a 8,7 dias
(Cuadro 4).
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CUADRO 4. MEDIAS DEL EFECTO DE LA APLICACION DE CONCENTRACIONES DE Isaria
spp., M. anisopliae Y B. bassiana SOBRE ADULTOS DE H. hampei EN DIAS A
MUERTE, A CUBRIMIENTO DE MICELIO Y A ESPORULACION, BOQUETE.

Dias

Concentracion

Cubrimiento de

Aislamiento UFC.ml" Muerte micelio Esporulaciéon
Isaria spp. 2,24X10° 6,5 2,2 2,7
Isaria spp. 8,96X10° 6,0 2,5 2,5
Isaria spp. 6,72X10° 6,0 2,2 2,5
B. bassiana 9,58X10¢8 57 3,8 8,0
Isaria spp. 4,48X10° 55 2,2 2,5
B. bassiana 7,66X108 5,1 55 53
Isaria spp. 1,12X10" 50 2,2 2,8
B. bassiana 3,83X10¢8 4,5 6,4 5,8
B. bassiana 1,92X108 4,3 55 0,0
M. anisopliae 1,13X10° 3,9 51 6,5
B. bassiana 5,75X108 3,9 55 0,0
M. anisopliae 8,46X108 3,7 4,1 8,0
M. anisopliae 1,41X10° 3,5 4,9 6,7
M. anisopliae 2,82X108 3,5 3,7 8,7
M. anisopliae 5,64X108 3.4 4,3 1,7

La muerte de H. hampei, utilizando
hongo entomopatdégenos se dié entre 3,4
y 6,5 dias, se presentd en el aislado de
Isaria un rango de 5,0 a 6,5 dias, a pesar
de estos resultados, las concentraciones
de este hongo mostraron un rango bajo
de cubrimiento del micelio de 2,2 dias
(Cuadro 5).

Los valores del numero de adultos
de broca muertos, con crecimiento de
micelio y esporulados, que se presentan
en el Cuadro 5, indican alta virulencia

del aislado de Isaria, el cual presento el
mayor valor de adultos muertos de 8 a
11 adultos, estos valores se observan
en la columna de adultos esporulados.
También, M. anisopliae presentdé de 2
a 4 adultos muertos con la presencia
del hongo esporulado, seguido de B.
bassiana, 1 a 2 adultos. Bustillo 2006,
indica que el hongo pierde gran parte
de su virulencia cuando pasa de tres
generaciones en medios artificiales, por
lo cual es necesario reactivarlo mediante
inoculaciones en brocas.
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CUADRO 5. MEDIA DEL EFECTO DE LA APLICACION DE CONCENTRACIONES DE Isaria spp.
M. anisopliae Y B. bassiana SOBRE ADULTOS DE H. hampei PARA EL NUMERO
DE ADULTOS MUERTOS, CON CUBRIMIENTO DE MICELIO Y ESPORULACION.

BOQUETE.

Numero de adultos

Concentracion

Cubrimiento de

Aislamiento UFC.ml" Muertos micelio Esporulacion
Isaria spp. 2,24X10° 12 11 1"
Isaria spp. 8,96X10° 10 10 10
Isaria spp. 6,72X10° 1 10 10
B. bassiana 9,58X10¢8 13 6 2
Isaria spp. 4,48X10° 1 10 10
B. bassiana 7,66X108 11 4 1
Isaria spp. 1,12X10" 8 8 8
B. bassiana 3,83X10¢8 10 4 1
B. bassiana 1,92X108 12 2 0
M. anisopliae 1,13X10° 19 10 4
B. bassiana 5,75X108 8 4 0
M. anisopliae 8,46X10°8 20 13 2
M. anisopliae 1,41X10° 19 10 3
M. anisopliae 2,82X108 19 12 4
M. anisopliae 5,64X10°8 20 15 2

En otra prueba de patogenicidad
dirigida al aislado de Isaria spp. (Cuadro 6),
se encontraron variaciones con respecto
a la prueba anterior. En esta oportunidad,
se ensay6 con algunas concentraciones
entre 1,3 x10° y 3,64 x10° UFC.ml". Los
dias a muerte de la broca se mostraron
entre 1,91y 2,39y los dias a esporulacion
entre 5,19 y 5,82. La patogenicidad se
present6 entre 84%, 74% y 91,09%, con
un promedio de 87,51%.

En Panama este es primer informe
de mortalidad de broca por Isaria spp.; es
otros insectos plaga, Scorsetti ef al. 2008,
informoé la presencia de Isaria infectando
especies de Bemisia tabaci y Trialeurodes

vaporarioum.

La ultima prueba de patogenicidad
al aislado de [saria spp. se realizé en
el 2013 (Cuadro 7), se encontr6 una
suspension madre que contenia 5,51x10°
UFC.ml", aesta concentracién se encontro

un 100% de patogenicidad sobre la
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CUADRO 6. MEDIA DEL EFECTO DE LAAPLICACION DE CONCENTRACIONES DE Isaria spp.,
SOBRE ADULTO DE LA BROCA DEL FRUTO DEL CAFE, EN LA PATOGENICIDAD
Y VIRULENCIA. BOQUETE, MAYO-ABRIL, 2011.

Dias

Micelio

Esporas

Concentracion Muerte Crecimiento Cubrimiento Formacién Esporulacion Patogenicidad

(UFC.ml") (%)

1,3 x10° 2,39 2,33 3,34 4,16 5,31 85,55
2,0x10° 2,22 2,39 3,21 3,97 5,19 91,09
2,9x10° 2,19 2,10 3,58 4,27 5,39 88,69

3,64 x 10° 1,91 2,59 3,78 4,11 5,82 84,74
Promedio 87,51
poblacion de broca tratada. Las diluciones producidas en medios artificiales

de esta suspension, se presentaron en
concentraciones entre 1,87x10°y 5,34x10°
UFC.ml", con una patogenicidad que estuvo
entre 84,91% y 98,14%.

Estos resultados confirman
la patogenicidad de /saria spp. bajo

condiciones de Ilaboratorio sobre H.

hampei; mientras que los resultados
obtenidos utilizando dos cepas
comerciales, se pueden explicar por

un excesivo numero de generaciones

utilizados por el laboratorio comercial,
que da como resultado una disminucion

significativa en la virulencia del hongo.

La concentracion letal media (CL )
del aislado de Isaria spp. se considera
que los valores son significativamente
diferentes cuando no se traslapan los
intervalos de confianza (Cabanillas y
Jones 2009). El aislado de [saria spp.
es de mayor patogenicidad al obtener
una CL., menor con 0,11x10° UFC.ml"’
(Cuadro 8).

CUADRO 7. MEDIA DEL EFECTO DE LAAPLICACION DE CONCENTRACIONES DE /saria spp.,
SOBRE ADULTO DE LA BROCA DEL FRUTO DEL CAFE, EN LA PATOGENICIDAD
Y VIRULENCIA. BOQUETE, SEPTIEMBRE, 2013.

Dilucién Concentracion Patogenicidad
(%) (UFC.ml") (%)
0 5,561 x10° 100,00 a
80 5,34 x 10° 98,14 a
60 3,81 x10° 95,00 ab
40 2,85 x 10° 92,96 ab
20 1,87 x 10° 84,91b

CV (%) = 5,29

r’=0,6320
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CUADRO 8.VALOR DE LA CONCENTRACION LETAL MEDIA (CL,), SUS LIMITES DE
CONFIANZA AL 95% Y CL,, DEL AISLADO DE Isaria spp. SOBRE H. hampei.
BOQUETE, 2014.

Limites Fiduciales al 95%

Aislamiento CL,, Inferior Superior CL,,
Isaria spp. 0,11 X 10° (0,000020 - 0,413) 5,94 X 10°
Las pruebas de patogenicidad que los datos se ajustaron (Cuadro 9).
realizadas al aislado de Isaria spp., se Presentando una ecuacion de prediccion
ajustaron al obtener una X2? calculada cuya forma es y= 5,89 + 0,9669x

menor que la tabulada, lo que indico

CUADRO 9. VALOR DE CHI CUADRADA, COEFICIENTE DE DETERMINACION Y LAECUACION
DE PREDICCION, PARA LA EVALUACION DE LA PATOGENICIDAD DEL AISLADO
DE LA CEPA NATIVA DE Isaria spp. SOBRE ADULTOS DE BROCA DEL CAFE.
BOQUETE, 2013.

Aislamiento ) & r gl Pr>F Ecuacion de prediccion
Isaria spp. 0,14808 0,5238 6 0,0659 y = 5,89 + 0,9669 x

Hernandez y Garza (1994), informa las fases patogénica y saprofita del hongo
que Isaria fumosorosea es utilizada en el (Figura 3). La fase patogénica va desde
control de Bemisiatabaci, presentando una la inoculacion del insecto con las esporas
CL,,de 4,3 x10%conidios.ml", mientras que del hongo hasta su muerte, esto ocurre en
Vidal et al. (1997) encontraron una CL%° promedio de 45 dias. La fase saprofita,
en rangos de 2,6 x104 a 2,3x10° conidios. contempla cuatro etapa de desarrollo
ml' de /. fumosorosea sobre ninfas de B. del hongo, inicia con un crecimiento del
tabaci. Zimmermann (2008); Kim et al. micelio del hongo que se presenta en
(2008) y Ruiz et al. 2013, mencionan que promedio a 1,1 dias después de la muerte
I. fumosorosea es un hongo con mayor de la broca, un cubrimiento de micelio
especificidad hacia B. tabaci, ya que los sobre el insecto a los dos dias después de
valores obtenidos de CL,, son menores la muerte de la broca, luego la formacion
comparados con las CL, de otros hongos de esporas se presenta un dias después
entomopatégenos u otras especies de del cubrimiento de micelio y dos dias
Isaria. después la esporulacion. La fase saprofita

en promedio se da en 6,1 dias después de
Los datos obtenidos utilizando una la muerte de la broca.
concentracién de esporas de Isaria spp.
de 1,12x10" UFC.ml", permitié identificar
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2.0 dias

Inoculacién

¢ Fase Saprogenica
Formacién de esporas

Fase Patogénica
1.0 dias

Isaria spp. 4.5 dias

4

Cubrimiento de micelio
2.0 dias

Muerte

Inicio de cubrimiento Ll elen

de micelio

Figura 3. Fases: patogénica y saprofita del aislamiento de la cepa nativa de Isaria spp. sobre
H. hampei, obtenido en las pruebas de patogenicidad.

CONCLUSIONES introducidas de otras regiones vy

El aislado de la cepa de Isaria spp. en
todas las pruebas de patogenicidad
realizadas resulté con wuna alta
virulencia, también se demostrdé ser
patogénico sobre adultos hembras de
la broca del café procedentes de las
tierras altas de Chiriqui.

La cepa nativa de Isaria spp. confirmo
ser de mayor virulencia que aquellas

potencialmente candidata para el
desarrollo de bioplaguicida a base de
hongo entomopatogeno para el control
de H. hampei en la region cafetalera
de la provincia de Chiriqui.

RECOMENDACIONES
Continuar pruebas similares con
adultos de broca procedentes de
regiones donde se produce la especie
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Coffea canephora, para validar el
efecto sobre individuos procedentes

de alturas menores a 1000 msnm.

Estudiar su eficacia biolégica en parcelas
de café bajo condiciones de campo, en
dos sistemas de siembra, sombra y a
pleno sol, para verificar su potencial de
control bajo condiciones diferentes.

Validar estos resultados en
parcelas de café en las areas de
produccion de café de los distritos de
Renacimiento, Bugaba y Boquete; y
probar metodologias de formulacion
liquida y en polvo, que permitan un
acceso rapido de la tecnologia para
productores.
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