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RESUMEN

TOBARH., S.P.; VELEZ A., P.E.; MONTOYAR., E.C. Seleccion en laboratorio de aislamientos de
Beauveria bassiangMetarhizium anisopliagor resistencia a la luz ultravioleta. Cenicafé 50(4): 327-
337. 1999.

Se evalud el efecto de la LUV sobre la viabilidad (UFC/mI) y la tasa de crecimiento (BBadeeria

bassianay Metarhizium anisopliag/ se determind la actividad enzimatica y la patogenicidad de los
aislamientosirradiados sobre labroca del café. Se encontraron diferencias entre tratamientos (P=0,05) paralos
aislamientos noirradiados, en lavariable UFC/ml, a fadr derisopliaec9303 y d8. bassian@002, 9012,
9212,9218y 9205. Todos los aislamientos irradiados presentaron reducciones en su viabilidad mayores del
90%, independientemente del tiempo de exposicién al efecto. La tasa diaria de CD mostr6 diferencias entre los
aislamientos no irradiados a favorMeanisopliae9303, 92189233 y deB. bassian®002, 9012, 9021,

9027, 9212, 9218. Cuando los aislamientos fueron sometidos a la LUV, en general, no presentaron CD, a
excepcion de los aislamientls anisopliaed303 yB. bassianéd218. La evaluacion enzimatica de los
aislamientos irradiados mostré una mayor actividad en lamayor parte de los sustratos evaluados, especialmente
enlos aislamientd8a 9303 yBb9218. Asi mismo, los aislamientos irradiados presentaron una reduccién en

el porcentaje de mortalidad de broca, el cual pasé de un 80% a un 40%. Se concluye que aun cuando la LUV
(254nm) es letal para la viabilidad de estos hongos, el método empleado permitié seleccionar una poblacion
de propagulosresistentes al efecto de la LUV, los cuales incrementaron su actividad enzimatica como respuesta
al agente mutagénico.

Palabrasclaves: Luz ultravioleta, Beauveria bassianaVetarhizium anisopliagresistencia,
Hypothenemus hampei

ABSTRACT

The effect of UV light on the viability (UFC/mI) and diametral colony growth (D@ eé&uveria bassiana
andMetarhizium anisopliag/as evaluated, and enzymatic activity and pathogenicity on coffee berry borer

of irradiated isolates was determined. There were differences among treatments (P=0.05) for the non-
irradiated treatments in variable CFU/mlin favdvioénisopliaed303 an8.bassian&002,9012,9212,9218,

and 9205. All irradiated isolates showed reductions over 90% in their viability, independent from the
exposition time. Daily rate of DG showed differences among the non-irradiated isolates in fislvor of
anisopliaed303, 9218, 9233, aBhassian®002,9012,9021,9027,9212,9218. Whenisolates were subjected

to UV light, in general, they did not show DG, except for isolstesisopliae9303 andB.bassian®218.
Enzymatic evaluation of irradiated isolates showed a higher activity in the majority of the substrates
evaluated, especially inisolates Ma9303 and Bb 9218. Likewise, irradiated isolates showed areductionin the
percentage of coffee berry borer mortality, from 80% to 40%. Even though UV light (254nm) is lethal for these
fungi, the method used allowed selection of resistant propagules to UV light, which increased their enzymatic
activity as a response to the mutagenic agent.

Keywords: Ultraviolet light, Beauveria bassianaetarhizium anisopliaeresistanceHypothenemus
hampei
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La broca del cafdHypothenemus hampei Paralelamente, De Duve (5), afirma que la
(Ferrari) es el insecto mas dafiino que afecta lz ultravioleta es uno mas de los mdltiples
caficultura en Colombia; su dafio se refleja en lagentes que pueden alterar el ADN al igual que
destruccion y caida de frutos verdes y madurodos rayos X, las emisiones radiactivas, los radi-
Los frutos brocados que quedan en el arbol noales libres, los productos quimicos, ciertas
sélo reducen el rendimiento sino que demerita®nzimas y errores en la replicacion. Es asi como
la calidad del café (4). el ADN se halla expuesto a diferentes tipos de

lesion, las hebras pueden romperse o las bases

Actualmente el control de la broca se realizgoerderse por hidrélisis, alterarse quimicamen-
através de un programa de Manejo Integrado diee, emparejarse mal o unirse por enlaces
plagas (MIP), el cual involucra diferentes tiposcovalentes; de una manera directa el principal
de control. Dentro de ellos se encuentra eéfecto producido porla LUV es la dimerizacién
control biol6gico mediante el uso de los hongosle la timina, uniendo dos residuos adyacentes
entomopatégendeauveria bassiangMetar-  de ésta en una cadena de ADN sencillo, por
hizium anisopliag1). medio de un anillo ciclobutilo, originando

sobrecruzamientos, de modo que las sustancias

Con relacion al uso del hond® bassiana intercaladoras pueden deslizarse entre los pares
como agente de control biolégico, no es frecuende bases adyacentes y dislocar la hélice del
te observar altos porcentajes de infeccion defADN.
hongo sobre la broca del café en condiciones de
campo, lo cual puede atribuirse a factores de Aunque las células tienen mecanismos de
tipo exdgeno presentes en el ecosistema cafetereparacion, en la mayoria de los casos las lesio-
como la alta temperatura, la humedad y lanes resultan irreversibles. Sin embargo, es pro-
radiacion solar que incluye rayos ultra violetabable que ninguna de las lesiones inducidas por
(UV). El componente UV de la luz solar puedela luz ultravioleta sea mutagénica, lo cual indica
inactivar los hongos entomopatdgenos redueue el efecto mutacional de la LUV tiene lugar
ciendo su persistencia en el campo. Dicha acdurante la reparacion del ADN y no como
cién se realiza en forma directa a través d@rimera consecuencia de la radiacion (3).
delecciones, uniones cruzadas, ruptura de ban-
das y formacion de sitios labiles en la molécula Con el fin de inducir mutaciones como una
de ADN, debido a que los acidos nucleicostécnica para el mejoramiento de microor-
absorben la luz ultravioleta, que se localiza poganismos, se ha utilizado ampliamente la luz
debajo de la luz visible (210nm y 400nm). ultravioleta en la investigacién, ya que es de

facil manipulacion y es un agente cuantificable

En forma indirecta, esta radiacion puede(3, 11).
formar radicales altamente reactivos, de mane-
ra que la poblacion tolerante a estos efectos Actualmente existen en el cepario del labo-
puede presentar mutaciones en cuanto a latorio de patologia de insectos de Cenicafé 92
resistencia a los bacteri6fagos, capacidad daislamientos deB. bassiana (Bb)y 52 aisla-
fermentacion o capacidad de sintetizar una susnientos déVl. anisopliae (Maprovenientes de
tancia, etc., lo que generalmente la hace difediferentes regiones geograficas e insectos hos-
rente de la poblacién original porque surgerpedantes, los cuales representan genotipos
modificaciones en su fisiologia y genética pro-promisorios para el control bioldgico de plagas
duciendo mutantes que generalmente difieredle importancia econdmica, no sélo en el café
de la poblacion original (2, 7). sino en otros cultivos. En estos aislamientos no
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se hallevado a cabo una seleccién en laboratoriGenicafé por Gonzaleet al (6). Estos aisla-
por resistencia a la luz ultravioleta, factor demientos reactivados en broca de café se conser-
tipo abidtico que limita el crecimiento y desa-varon en Glicerol al 10% con una concentracién
rrollo de estos hongos en el campo. Por tatle 1x16 esporas/mly un volumen de 1ml, a una
razon, el presente trabajo tuvo como objetivaemperatura de -25°C. Los aislamientos eva-
principal seleccionar en laboratorio aislamien-luados fueronBb 9002 Bb 9012, BI9021, Bb
tos deBby Ma resistentes a diferentes tiempos9027, Bb 9204, Bb 9205, Bb 9212, Bb 9218 y Bb
de exposicion a la luz ultravioleta, con una9301y Ma 9201, Ma 92189, Ma 9233, Ma 9236
buena actividad enzimatica y un alto porcentajey Ma 9303
de patogenicidad a la broca del café, para ser
utilizados en programas de manejo integrado Dichos aislamientos provienen de hospe-
del insecto. dantes variables, los cuales se relacionan en la
Tabla 1, asi como su mortalidad expresada en
porcentajes de patogenicidad sobre la broca del
MATERIALES Y METODOS café superior al 79%.
Reactivacion de los aislamiento?ara obviar
Eltrabajo experimental se llevé a cabo en loda pérdida de patogenicidad de los aislamientos
laboratorios de la Disciplina de Entomologia,de Bb y Maa través de los subcultivos se
en el Centro Nacional de Investigaciones deaeactivaron en brocas adultas recién emergidas
Café, Cenicafé. Los aislamientos utilizados erprovenientes de la Unidad de cria de Cenicafé,
el presente estudio provenian de diferentes 6icon el fin de potenciar su patogenicidad al
denes de insectos y se seleccionaron segun ssecto. Para este propoésito se utilizé el
alta capacidad biocontroladora sobre la brocanétodo estandarizado por Gonzaletz al.
demostrada en estudios previos realizados ef6).

TABLA 1. Relacion de aislamientos 8eauveria bassiang Metarhizium anisopliaseleccionados para el estudio, con

porcentajes de patogenicidad sobre la broca del café superiores al 79%.

AISLAMIENTO PATOGENICIDAD HOSPEDANTE

%

GENERO ESPECIE ORDEN FAMILIA

Bb 9301 93,3 Rhynchoporus  palmarum COLEOPTERA CURCULIONIDAE
Bb 9012 91,7 Hypothenemus  hampei COLEOPTERA  SCOLITYDAE
Bb 9021 91,7 Hypothenemus  hampei COLEOPTERA  SCOLITYDAE
Bb 9205 90,0 Diatraea saccharalis LEPIDOPTERA PYRALIDAE
Bb 9027 90,0 Nilaparvata lugens HOMOPTERA  DELPHACIDAE
Bb 9204 90,0 Antaeotricha sp LEPIDOPTERA STENOMIDAE
Bb 9212 86,7 Hypothenemus  hampei COLEOPTERA  SCOLITYDAE
Bb 9002 83,3 Hypothenemus  hampei COLEOPTERA  SCOLITYDAE
Bb 9218 81,7 Cosmopolites sordidus COLEOPTERA CURCULIONIDAE
Ma 9201 92,5 Nemocestes incomptus COLEOPTERA CURCULIONIDAE
Ma 9236 87,5 Desconocido
Ma 9218 85,0 Teleogryllus comodus ORTHOPTERA GRYLLIDSE
Ma 9233 80,0 Saltahojas HOMOPTERA  CICADELLIDAE
Ma 9303 92,5 Hypothenemus  hampei COLEOPTERA  SCOLITYDAE
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Exposicioén ala luz ultravioleta.A partirde los  Actividad enzimatica. A los aislamientos que
aislamientos reactivados en broca cultivados eluego de ser sometidos a diferentes tiempos de
SDA durante aproximadamente 10 dias, incuexposicion ala LUV presentaron una poblacion
bados a21-25°C, se prepararon suspensiones de propagulos tolerantes a este efecto, se les
conidias en Glicerol al 10% para cada uno de logdeterminé su actividad enzimatica utilizando el
aislamientos, para lo cual se realizaron diluciosistema comercial ApiZym, el cual consiste en
nes sucesivas (1102 y10°%). A partir de la microcapsulas que contienen sustratos
dilucion 10° se realizaron seis recuentos encromégenos de enzimas deshidratadas y tam-
camara de Neubauer y una vez obtenida |lpon. Estos sustratos permiten la deteccion de 19
concentracion, a partir del promedio de lasenzimas: fosfatasa alcalina, esterasa (C1),
lecturas realizadas, se procedid a obtener lassterasa lipasa (C8), lipasa (C14), leucina
suspensiones de concentracién Bxd€poras/ arilamidasa, valina arilamidasa, cistina
ml (10). Con una pipeta esterilizada se colocé@rilamidasa, tripsina, alfa quimotripsina,
1ml de la suspension en 3 beakers esterilizaddssfatasa acida, naftol-A-S-Bl-fosfohidrolasa,
de 50ml los cuales fueron irradiados en unalfa galactosidasa, beta galactosidasa, beta
camara de flujo laminar con una lampara de lugylucoronidasa, alfa glucosidasa, beta
ultravioleta de 15watt de potencia, cuya emi-glucosidasa, N-acetil-B-glucosaminidasa, alfa
sion fue de 254nm y a una distancia de 25cmmanosidasa y alfa fucosidasa.
Dicha exposicién se realiz6 en tres tiempos: 10,
30 y 60 minutos. De igual manera se tuvo un La actividad enzimatica de estos hongos
tratamiento testigo sin exposicion. resistentes al efecto de la LUV se evalu6 luego
de haberlos cultivado en agar agua y agar-
Unavez concluido el proceso de irradiacionsaboureaud, bajo los mismos parametros de
se procedié a inocular 0,1mly 5 microlitros deinoculacién, comparandolos con los patrones
esta suspension en cajas de petri con SDAnzimaticos de los aislamientos que no fueron
con el fin de evaluar las variables UFC/ml ysometidos al efecto de la LUV, los cuales se
Crecimiento diametral (CD) en milime- utilizaron como testigos. Para la inoculacion se
tros, a los 29 dias de la siembra, respectivatomaron 65 microlitros de la suspension del
mente. hongoirradiado con una concentracion de $x10
esporas/ml y se depositaron en las camaras de
Disefio experimental.El efecto de los aisla- inoculacion donde se incubaron durante cuatro
mientos se estimd bajo un modelo de andlisifioras a 37°C; transcurrido este tiempo se adi-
completamente aleatorizado para las variablesioné una gota de reactivo zym Ay una gota de
UFC/ml y CD. Para la variable UFC/ml se zym B en cada microcapsula, segun las especi-
utilizaron 10 repeticiones por cada aislamientdicaciones de la prueba. La lectura de lareaccion
partiendo del mismo medio de cultivo inicial se realiz6 mediante una escala de 0 a 5 definida
con el aislamiento esporulado de cada uno de Iasegun la intensidad del color, donde 0 equivale
hongos, donde la unidad experimental fue laa una reaccion negativa, 1, reaccién débilmente
caja de Petri. Para la variable CD se utilizarorpositiva, 2,3 y 4 a una reaccién moderadamente
10 repeticiones partiendo del mismo medio depositivay 5 a unareaccion fuertemente positiva.
cultivo inicial. La tasa diaria de crecimiento
diametral se estim6 para cada una de las unida- Para la evaluacion se realizaron dos lectu-
des experimentales de acuerdo con un model@s, una a los 30 minutos y otra a las 16 horas de
de regresion lineal simple, con coeficientes déniciada la reaccién, segin el método estandari-
determinacion mayores del 80%. zado por Valdégt al (9).
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Bioensayo de patogenicidadPara la evalua- variable tasa de reduccién de UFC/ml de los
cion de la patogenicidad sobre la broca del café@gislamientos, luego de ser irradiados, se presen-
se cultivaron los aislamientos irradiados entaron reducciones superiores al 98% (Tabla 2),
SDA, durante 30 dias y, a partir de alli, se tomd@on respecto al los no irradiados e independien-
el inéculo. Por cada aislamiento se utilizaron &emente de los tiempos de exposicion evalua-
unidades experimentales que contenia cada undgs. Entre los aislamientos que presentaron una
15 brocas con cuatro repeticiones, segun ehenor tasa de reduccién de UFC/ml se desta-
método estandarizado por Gonzaédzal.(6).  can:Bb 9218 yMa 9303.
Como testigos se tuvieron un tratamiento con-
formado por adultos de broca que no estuvieron
en contacto con el hongo y un testigo tratado coifecto de la luz ultravioleta sobre el creci-
los aislamientos no irradiados. miento diametral (CD).El andlisis de varianza
para la tasa diaria de crecimiento de los hongos
no sometidos a la luz ultravioleta mostré dife-
RESULTADOS Y DISCUSION rencias significativas entre éstos a favor de los
aislamiento$1a9303Ma 9218 yMa 9233y de
los aislamientoBb9002Bb9012Bb9021Bb
Efecto de la luz ultravioleta sobre la viabili- 9027, Bb 9212 yBb 9218. La mayoria de los
dad de los aislamiento<£| andlisis de varianza aislamientos sometidos al efecto de la luz
de los aislamientos no sometidos al efecto de laltravioleta no presentaron crecimiento, a ex-
luz ultravioleta, mostrd diferencias estadisticaepcion de los aislamientbt 9303 yBb 9218
entre ellos; el aislamient®via 9303 present6 (Tabla 3).
una menor tasa de reduccion de UFC/ml (Figura
1), seguido de los aislamientd@b 9002, Bb Al evaluar larespuesta de estas dos variables
9012, Bb 9218 y Bb 9205. En cuanto a la se puede concluir que la luz ultravioleta ejerce

TIEMPOS EXPOSICION LUV (Ma 9303)

Figura 1.
Unidades
formadoras de
coloniade un
aislamientode
Metarhizium
anisopliae
sometido a la luz
ultravioleta
durante diferentes
tiemposde
exposicion.
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TABLA 2. Promedio de unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/ml) y Tasa relativa de reduccion en la viabilidad
de los diferentes aislamiento8B#@auveria bassianaMetarhizium anisopliasometidos a diferentes tiempos de
exposicion a laluz ultravioleta, con respecto a los aislamientos no irradiados.

AISLAMIENTO TIEMPO DE EXPOSICION
CODIGO UFC/ml 10 minutos 30 minutos 60 minutos
Tasa (%) Tasa (%) Tasa (%)
Bb 9002 186437,67b* 99,76a 99,75bc 99,99a
Bb 9012 145085,00b 99,99a 100e 100e
Bb 9021 16630,00bcd 99,80a 100e 100e
Bb 9027 84474,13bc 99,99a 99,99a 100e
Bb 9204 24509,53bcd 100e 100e 100e
Bb 9205 133778,67bc 99,99a 100e 100e
Bb 9212 89878,47bc 99,74a 99,96a 100e
Bb 9218 134436,00bc 98,55b 99,75ac 99,94ac
Bb 9301 75490,44bcd 100e 100e 100e
Ma 9201 71479,03bcd 100e 100e 100e
Ma 9218 14396,57bcd 99,99a 100e 100e
Ma 9233 62234,43bcd 99,99a 100e 100e
Ma 9236 21748,20bcd 100e 100e 100e
Ma 9303 268252,63a 98,11b 99,63b 99,89bc

* Promedios seguidos por letras diferentes, en la misma columna, difieren estadisticamente segn prueba de Tukey al 5%.

TABLA3. Tasa diaria de crecimiento diametral (CD) de aislamient@edaveria bassiang Metarhizium anisopliae
sometidos a diferentes tiempos de exposicion a la luz ultravioleta.

TIEMPO O Min 10 Min 30 Min 60 Min
AISLAMIENTO X (mm) X(mm) X(mm) X(mm)
Bb 9002 0,18518b* 0,028a 0,015a 0,00a
Bb 9012 0,24885a 0,082a 0,015a 0,00a
Bb 9021 0,29473a 0,050a 0,00b 0,00a
Bb 9027 0,29473a 0,046a 0,00b 0,00a
Bb 9204 0,15252b 0,00b 0,00b 0,00a
Bb 9205 0,18236b 0,00b 0,00b 0,00a
Bb 9212 0,24528a 0,034a 0,011a 0,00a
Bb 9218 0,27136a 0,053a 0,039a 0,015a
Bb 9301 0,26979a 0,00b 0,00b 0,00a
Ma 9201 0,23929b 0,00b 0,00b 0,00a
Ma 9218 0,20468b 0,016a 0,00b 0,00a
Ma 9233 0,19567b 0,035a 0,00b 0,00a
Ma 9236 0,18860b 0,00b 0,00b 0,00a
Ma 9303 0,20982b 0,039a 0,018a 0,017a

* Promedios seguidos por letras diferentes, en la misma columna, difieren estadisticamente segun prueba de Tukey al 5%.
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una accién letal sobre estos hongos, sin embamiento irradiado y fueron negativas en el testi-
go, el método empleado en laboratorio permitiégo. El aislamientdMa 9218 present6 un incre-
seleccionar una poblacion de individuos tole-mento en la actividad de las enzimas fosfatasa
rantes al efecto de la luz ultravioleta, los cualesicida, naftol A-S-Bl fosfohidrolasa y alfa
se utilizaron en evaluaciones posteriores. galactosidasa, en funcién del tiempo de exposi-
cion. En el aislamientdvia 9233 se presento
Efecto de la luz ultravioleta sobre la activi- disminucion de la actividad enzimatica con
dad enziméatica.Con relacién a los sustratos enrespecto al aislamiento no irradiado, a medida
los cuales se realiz6 la evaluacién enzimatica dgue aumento el tiempo de exposicion para las
los aislamientos se pudo observar una mayoenzimas fosfatasa alcalina, esterasa, esterasa
reaccién enzimatica cuando fueron cultivadodipasa, leucina, beta glucosidasa y N- acetil beta
en el sustrato agar-agua (Tablas 4 y 6), coglucosidasa (Figura 3).
relacién al sustrato SDA (Tablas 5y 7). Por
dicha razén sélo se referiran los resultado€fecto de la luz ultravioleta sobre la patoge-
obtenidos en el sustrato agar-agua. En generaljcidad del hongoB. bassianasobre la broca
parala mayoria de los aislamientos evaluados s#el café.Esta variable se evalud en los aisla-
presenté un incremento de la actividad en lanientos seleccionados en laboratorio por su
mayor parte de las enzimas después de la irraesistencia a periodos de exposicién a la luz
diacion, especialmente en los aislamieMias  ultravioleta de 30 y 60 minutos (Tabla 8). En
9303 yBb 9218, los cuales presentaron mayoregeneral, se observdé que la patogenicidad se
reacciones colorimétricas en la pruebaredujo de un 80 a un 40%, en los aislamientos
enzimatica. Es el caso del aislamieBb®218, irradiados.
en el que las enzimas fosfatasa acida y naftol A-
S-Bl fosfohidrolasa, aumentaron su reaccion en  Se destacan los aislamientbta 9303 con
funcion del tiempo de exposicién, con relaciénun porcentaje de patogenicidad del 608k,
a los aislamientos no irradiados. El aislamientaaislamientdb 9218 con un porcentaje de pato-
Bb 9002 presentd igual respuesta para lagenicidad del 55% el aislamient@b9002 con
enzimas fosfatasa acida y naftol A-S-Blun porcentaje de patogenicidad del 42,5%, lue-
fosfohidrolasa y los aislamientB® 9027 yBb  go de 60 minutos de exposicién a la luz
9212 presentaron reaccidon en las enzimasltravioleta.
fosfatasa &cida, naftol A-S-BI fosfohidrolasa,
fosfatasa alcalina y beta glucosidasa, al ser Se concluye que la luz ultravioleta ejerce
sometidos a la luz ultravioleta, mientras queuna accion letal sobre los honddshassiany
el aislamiento no irradiado no presento acti-M. anisopliae sin embargo, el método emplea-
vidad en las enzimas mencionadas (Figuralo permitié seleccionar una poblacién de indi-
2). viduos tolerantes a este efecto, los cuales a pesar
de presentar reducciones en su viabilidad y
Con respecto #. anisopliag el aislamien-  patogenicidad sobre la broca del café, mostra-
to Ma 9303 presento6 un incremento en la activon un incremento en la actividad enzimatica.
vidad de las enzimas fosfatasa acida, naftol ATal respuesta se podria atribuir al efecto directo
S-Bl fosfohidrolasa, alfa galactosidasa, betade la luz ultravioleta sobre el ADN de estos
glucosidasa, N- acetil beta glucosidasa, luegagentes bioldgicos, de modo que se modifica su
de la irradiacion, con respecto al aislamiento nactividad enzimética como respuesta a la accion
irradiado. Adicionalmente, las enzimas betadel mutageno, quizas como un mecanismo de
galactosidasa, beta glucoronidasa y alfaadaptacion de estos microorganismos a las con-
fucosidasa sélo se evidenciaron en este aislaticiones adversas del medio.
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TABLAG6. Caracterizacion enzimatica de aislamientos patogéniBeadeeria bassian@sistentes alaexposiciénalaluz
ultravioleta, por el sistema comercial Api-zym, en el sustrato agar agua. Lectura alos 30 miny 16 h de reaccién.

Aislamiento Enzima Fosfa Lipasas Proteasas Fosfatasas Galact Gluco
Fosfa Ester  Ester Lipa Leuci Valin Alfa Fosfat Na-A- beta Beta
Tiempo Alcali C1 Lipa C14  arilam Arila Quim &cida S-Bl- galac Gluco
9002 Omin 0-0 0-1 0-1 0-0 0-1 0-1 0-0 0-1 0-1 0-0 0-1
10min 0-0 1-1 0-1 0-1 0-1 0-0 0-0 1-2 1-2 0-0 0-0
30mn 0-0 1-2 1-1 0-1 0-1 0-0 0-0 2-3 0-0 O0-0 O0-0
60min 0-0 2-2 0-1 0-1 0-1 0-1 0-0 3-4 3-4 0-0 0-0
9012 Omin 0-0 0-1 0-1 0-0 0-0 0-1 0-0 0-1 1-1 0-0 o0-1
10min 0-0 0-0 1-2 0-0 0-0 1-2 0-0 2-2 1-2 0-0 1-2
9021 Omin 0-0 1-1 0-1 0-0 0-0 0-1 0-0 1-1 1-1 0-0 o0-1
10min 0-0 2-2 1-2 0-0 0-0 0-1 0-0 2-2 2-2 0-0 0-1
9027 Omn 0-0 1-1 1-1 0-0 0-0 0-1 0-0 ©0-0 1-1 0-0 0-0
10min 0-0 2-3 1-2 0-0 0-1 0-1 0-0 5-5 1-2 0-0 0-0
30mn 0-0 1-2 1-1 0-0 0-0 0-0 0-0 4-5 4-5 0-0 0-1
9205 Omin 0-0 1-1 1-1 0-0 0-0 0-1 0-0 2-2 2-2 0-0 0-1
10min 0-0 2-2 1-2 0-0 0-0 1-2 0-0 2-2 1-2 0-0 1-2
9212 Omn 0-0 O0-1 0-1 0-0 0-0 0-1 0-0 0-0 0-1 0-0 0-0
10min 1-1 1-1 1-1 0-0 0-1 0-2 0-0 5-5 5-5 0-0 1-2
30mn 0-1 1-1 1-1 0-1 0-2 0-2 0-0 5-5 5-5 0-0 1-2
9218 Omin 0-0 1-1 1-1 0-0 0-0 0-1 0-0 1-1 1-1 0-0 0-0
10min 0-1 2-3 1-2 0-0 1-1 0-1 0-0 2-3 2-3 0-1 1-1
30min 0-0 1-1 1-1 0-0 0-1 0-1 0-0 2-3 2-3 0-0 0-0
60mn 0-1 2-3 1-2 0-0 0-2 0-2 0-0 3-4 3-4 0-0 0-1

TABLA7. Caracterizacién enzimaticade aislamientos patogéniBesdeeria bassian@sistentes a diferentes tiempos de
exposicionalaluz ultravioleta, por el sistema comercial Api-zym, en el sustrato Saboureaud- dextrosa-agar. Lectura
alos 30 miny 16 h de reaccion.

Aislam.  Enzima Fosfa Lipasas Proteasas Fosfatasas Galact Gluco Gluco
Fosfa Este Este Lipa Leuci Valina Fosf Na.-A- beta beta N-ac-
Tiempo Alcal C1 Lip C14 arilam arilam acid S-Bl-. galac gluco gluc
9002 0 min 0-0 0-1 0-2 0-0 0-12 0-12 0-12 0-1 0-0 0-1 0-0
10 min 0-0 i-2 0-1 0-0 0-1 0-1 0-1 1-1 0-0 ©0-0 0-1
30 min 0-0 0o-1 0-2 0-0 0-12 0-1 0-12 1-2 0-0 0-0 O0-0
60 min 0-0 1-3 0-2 0-1 0-2 0-1 5-5 5-5 1-2 1-1 0-1
9012 0 min 0-0 0o-1 0-2 0-0 0-0 O0-12 0-12 1-1 0-0 0-1 0-0
10 min 0-0 0-0 0-1 0-0 0-0 1-1 -1 1-2 0-0 1-2 0-0
9021 0 min 0-0 i-r 0-12 0-0 0-0 O0-1 1-12 1-1 0-0 O0-1 O0-0
10 min 0-0 1-1 1-1 0-0 0-0 0-1 2-2 2-2 0-0 1-2 0-0
9027 0 min 0-0 1-1 1-1 0-0 0-0 0-1 0-0 1-1 0-0 O0-0 O-0
10 min 0-0 0-o0 1-12 o0-0 0-12 0-12 2-3 1-1 0-1 0-0 0-0
30 min 0-0 1-1 1-1 0-0 0-1 0-1 4-5 2-3 0-1 0-0 0-0
9205 0 min 0-0 1-12 1-1 0-0 O0-0 O-1 2-2 2-2 0-0 O0-1 0-0
10 min 0-0 1-1 1-1 0-0 0-0 0-1 1-2 1-2 0-0 0-1 0-0
9212 0 min 0-0 0o-1 0-2 0-0 0-0 0-1 0-0 O0O-1 0-0 0-0 O0-0
10 min 1-1 2-2 1-1 0-0 0-1 0-1 1-1 0-0 0-0 1-1 2-2
30 min 1-1 1-2 1-12 0-0 O0-1 0-0 O0-1 1-1 0-0 2-2 2-2
9218 0 min 0-0 1-1 1-1 0-0 0-1 0-1 1-1 1-1 0-0 0-0 O0-0
10 min 0-0 -1 1-2 1-12 1-1 O0-1 2-3 1-2 0-0 1-1 0-0
30 min 0-0 1-2 1-2 0-1 0-1 0-1 2-3 1-1 0-0 0-0 O0-0
60 min 0-0 2-3 1-2 0-1 o0-12 0-12 2-3 1-2 0-0 0-0 O0-0
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Figura 2. Actividad enzimatica
de un aislamiento del hongo
Beauveria bassiareometido ala
luz ultravioleta durante diferentes
tiempos de exposicion.

Figura 3. Actividad
enzimatica de un aislamiento
del hongdMetarhizium
anisopliaesometido a la luz
ultravioleta durante
diferentes tiempos de
exposicion.

Los aislamientos seleccionados en cuanto aervando su resistencia a la luz ultravioleta, con
su tolerancia al efecto de la luz ultravioleta,lo cual podrian formularse para ser evaluados
presentaron a su vez una mayor actividagn campo, en el control de la broca, tal como lo
enzimatica; sin embargo, se observd en éstagcomiendan Moore y Prior (8), quienes afir-
una tendencia a la reduccion de la viabilidad yman que la utilizacion de un agente biolégico en
patogenicidad sobre labroca del café. Es posiblel campo debe obedecer a procesos de seleccion
que mediante pases sucesivos de estos aislprevios en laboratorio, en los cuales se estudien
mientos a través de la broca se puedan potenciaaracteristicas relevantes para la aplicaciéon y
nuevamente éstas Ultimas caracteristicas, comso eficiente en el campo.
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TABLA8. Porcentaje de patogenicidadHa hampeide aislamientos dBeauveria bassiang Metarhizium anisopliae
seleccionados por resistencia a la luz ultravioleta durante diferentes tiempos de exposicién (Bioensayo en

laboratorio).
PORCENTAJE DE PATOGENICIDAD (%)
AISLAMIENTO TIEMPO DE EXPOSICION A LA LUZ ULTRAVIOLETA
0 min 10 min 30 min 60 min

Bb 9002 83,3 47.5 47,5 42,5
Bb 9027 90,0 35 42,5 0
Bb 9212 86,7 50 52,5 0
Bb 9218 81,7 42,5 35,5 55
Ma 9303 92,5 59,4 57,5 60
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