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RESUMEN

Carpie, Carles. 1999, Byaluacitn de procedimientos de laboratorio y muestreo para
estudios de persistencia de Beamverie bossfuny (Balsamo) Vuillemin en frutes de
etld, Proyecto especinl del Pregrama de [ogemiero Agronimoa, Zamorane,
Honduras, 60 p.

Una alternativa &l control quimico de la broca del café (Hvpothenamus hampef) es o
honeo entomeopatégeno Seanveric bassiana, la persistencia, vy decir, la capacidad que
muesiran las conidias purn permanecer viables en el campo, €5 wn factor que afecta Ja
efectividad del hongo, Bl objetiva general de este trabajo fue evaluar los procedimientos
de lahoratorio ¥ muesireo para €] estudio de [n persistencia del hongo en frutos de cafs,
uyande Ja metodnlogla de recaleccion de frutos, lavado e inoculacifn en medio artificial
para conteo de unidades formadoras de colonias {UFC). En la primera parte del estudio s
probaron para el lavado, dilucién e Inoculacidn dos volumenes de agua, wes diluciones y
tres cantidades de indculo. Se dererminé que para frutos recogidos inmediatanmente
duspuds de Ia aplicacién del hongo deben usarse 2.5 ml de agua/fruto para ¢l lavado, una
dilucion 1:10 en agus destilada esténl del agua obtenida del lavado v 100 i de indeuls
pur plato petr. La segunda parte del trabajo se desarrolié en dos fases y tuve como
objetivo determninar un medio selectivo para aislar B, bassiana de frutey de café, Primero,
s¢ probaron 19 recetas y se selecciond [a receta que menos contaminacion presentd para
trabajar en la segunda etapa, Con Jos tres antibidlicos que conteniz esa receta (dodine,
ciclohexamida ¥ cloranfenicol) se realizd un cxperimento para prober tres dosis de cada
uno v sus combinaciones, Se usé un arreglo factorial 3° en un Discide Completameme al
Azar (DCA). A los 6. 9 v 12 dias se cvalio UFC, porcentaje del drea del plato con
contaminacién bacterial (PCB} y porcentaje del drea del plato con  contaminacién
fingosa (FCH). El andlisis de los datos se cealizd usando varias metodologias progresivas
y complementarias {ANDEVA regresiones, comeluciones v optimizacién de las
respuestag). SOlo en el 3% de las observaciones se presenlaron porcentajes de
coniaminacién mayores ¢ 10%. Para obtener un miximo de UFC se recomienda hacer las
cvaluaciones el dia 9 despuds de [a inoculacidn v usar las dosis minimas probadas de los
tres ingredientes (dodine 300 mgfl, ciclchexamida 0 mg/l ¥ cloranfenicol 300 me/I). Para
dar recomendacinnes sobre ¢l ramafio de la muestra en eswdios de persistencia se trabajd
en un ensayo de campo. Se usé un DCA con 4 repeticiones de 3 trulumientos: dosis alta
de 5. hassiang (1210 esporas/ha), dosis haja (310" esporas/ha) y un testist sin aplicar.
Inmecdiatamente después de la aplicacidn, de cada pareela de cuatro drboles se tomd una
muestra de 40 frutos {10 frutos de upa rama seleccionada de eado &rbel). De cada
muestra en el laboratorin se inccularon 3 plalos petri v sc evalud Jo cantddad de UFC
desarroliadas, Se analizd la fluctuacion del coeficiente de variacién al incremeniar el
nimero de muesitas y se calculd el tamailo dpuimo en tres posibles escenarios de
txigencia de la precisidn, Poblaciones menores del hongo exigen tamaiios de muesira
mayores a un mismo grado de precisién exigido; sin embargo, con un midximo de oche
muecsiras observadas no se pueden dar recomendaciones coneluyentes sobre ¢l tamado de
muestra adecnado,

Pulubras claves: antibiéticos, hongos entomopatégencs, medios selectivos, muestreo
estadfstico.
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NOTA DE PRENSA

+CORMO BEDIR LA SUPERVIVENCIA DE LOSHONGOS USADOS PATRA
CONTROLAR LA BROCA DEL CAFE?

En la busqueda de alicrparivas menos dafinas al ambiente v al hombre, en
Zamorano, Honduras, se estdn evaluando algunos métedos de control bialépico para las
plagas. Para e[ control de Ia broca se estin haciendo estudius con vn hongo {Bearreria
hassiene) que se ha enconirado atacando en forma natural al insecto,

De estc hongo va existen en el mercado alpunos productos eomerciales de
companfas que lo han alslade del campo y lo han formulado para venderlo como un
insecticida natural. Sin embarga, aungue parece ser una alternativa muy prometedors sus
resultados en ¢l campo no siempre son 1an bucnos como se esperaria.

Uno de los problemas que se ha presentado es que el hongs, como ndo
orgamismo viva, s afectado por las condiciones del ambiente. Por la tanto, si no se
consigue que este hongo Beauveria pueda supervivir en el campo, no poedrd efercer un
control efectivo sobre la plaga.

Como In respuesta a Ia pregunia dc cudnto puede supervivir Beauveria después
de su aplicacion es de mucha importaneia para mejorar su efectividad en el control, en
Zamorano s¢ desurrollaron una serie de experimentos para eglablecer los procedimientos
de campo y laboratorio para medir esta supervivencia,

Pura peder hacer estas medicionus, como las esporas del hongo (sus semillas) son
microscdpicas es necesario recoger los frutoy del campe y Nevarlos al laboratorio. En 2l
laboraterio se lavan los fiutos para remaover lag esporas v se cullivan en un medio
especial, Aproximadamente a los 3 dias empieza a verse a simple vista el desamolly del
hongo en el medio.

Bl estudio determing Jos procedimientos necesario para recoger los Tutos del
campo y realizar ¢l cultivo en ¢l laboratorio. Para el cullivo del hongo artificialmente se
determingd que una recela conleniendo ¢ercal, agar v los anlibidticos eloranfenticgl v
dodine, lucilitabn €l crecimiento del hongo ¥ no perimilia la presencin de otros
grganismos contaminantes (otros hongos ¥ bacterias).

Con estos resultados se esperm que en ¢l futuwro otros Investigadores puedan
trabajar para responder a la pregunta de Jewdnto puede supervivir Beauveria en el campa?
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L INTRODUCCION

La braca del café, Hypothenemus hempel Ferr. (Coleoptera: Scolytidae), llegd a Honduras en
1977 y al igual que en oiros paises centroamericunes se convirtio en el principal problema
entomoldgico del cultivo (Quezada y Urbing, 1987). La presencis de [a broca ocasiona
pérdidas econdmicas al disminuir el rendimiento vy la calidad del producto v 4] inerementar
los costos por las nuevas pricticas agricolas que es necesarlo introdueir para enfrentar ¢l
problema,

Para ¢l combale quimico de A humpei 2] secticida méds wtilizado ha sido el endosuifin.
Aungue £] uso de esie producio representa un eficiente 2 inmediato control, ocasiona
problemas de contaminacidn ambiental, dafios a la salud de los trabajadores, residuos téxicos,
desbalance ecolégico e inclusive desde Nueva Caledonia se ha reportado el primer caso de
resisteneia de broea al insceticida {Brun e «f, 1989). Todo csto ha llevada a los
investigadores a husear olras formas de contrn] elicaces ¥ que no oeasionen problemas
ecolbgicos v/o econdmicos.

Una alternativa a la que s¢ ha puesio mucho énfasis es el estudio del hungo entomopatdgeno
Beawverig basyiupg {Deuteromyeotina: Hyphoniyeeles), yue hu side encontrado atacando en
forma natural a la broca v que ademds ha sido usade desde muchgs affos airds en Rusia,
China y Brasil para controlar plagas del suelo v follaje en varios cultives {Ferrdn, 1981),

La infeeeldn caunsada por 0. bassiana ocurre primariamenie 2 través de [a cutfeula, Las
conidias germinan en un ambiente de alta humedad y los tubos germinaiivos penetran la
cutfeula del Insecio e invaden el homocslo, El hospedere muere dibido a la delecion de los
autricmies ¢del hemolinfa y/o a la toxemia caussda por mewabolitos téxices del bonge.
Posteriommente, bajo tondiciones de alta humedad, cl hongo cmerge y esporula en la
superficie del cadaver del insesto. Otres investignderes también hap encontrade en algunos
insecins efeetns subletales o secundarins del hongo como reduceitn en su fertilidad v
feeundidad v disminucidn en el desarrollo de sus  huevos {Faizi, 1978; Zhang & Huang,
108 8; Ferron ef af,, 1991; elwdos por Feny, ¢f af,, 1994}

Experimentos de campo realizados en varios paises para evaluar la cfeetividad de 8,
bassinneg €n cl contol de la broea del eaftt mucstran resultados muy variables. Esto se debe
a que la accién da los entomopatigenes esul condicionada por: 13 activided biolégica de la
[ormulacion, 2) persistencia de las conidias en ¢l campe, 3} tecnologia de aspersion y, 4)la
oportunidad de los tratamientos con respecto al atague de la plaga (Buslillo ¥ Posada, 1996;
Lacayo ef al.,, 1994},
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La persistencia, 3 decir la capacidad que muesiran las conidias para permanecer viables en ¢l
campo, ha sido sefialada comn Ja més importante restriccion para el uso efectivo del hongo
(Daoust y Persira, 1986); por 1o tanto, su estudio ey una pieza clave pwra la seleccidn de
cepds mejor adaptadas, de [ormulaciones mejoradas y de posibles estrategins de aplicacion
que incrementen [a supervivencia del patdgens.

La estabilidad del hongo ¢s afeclada por factores abidticos como la temperatura, la radiacidn
solar, la humedad ¥ las susioncias quimicas.

E! rango dptimo de temperdiura parz la inleceidn, crecimiento y desarrollo de Ja mayorfa de
entomapatdegenos oscila entre les 10 y 30°C. Las temperaturas sobre log 35 °C generalmente
inhiben el crecimiento v desarrollo de los entomopatdpenss v ademds, la viabilidad de la
actividad insecticida del inbculo decrece marcadamente con ternperaturas sobre los 50 °C. El
efecto de la temperalurs lambién estd asociado con el tiempo de exposicién a ella. La
longevidad de las conidias de Bequveria bassinng o diferentes regimencs de temperatura es la
siguiente:1) 500 dias de longevidad a una temperatura de entre 5 v 10 °C; 2) 83 dias a
temperaturas entre 20 y 30 °C; v 3)menos de un dis a emperaturas de entre 45 ¥ 50 “C
(Ignoffo, 1592).

La luz natural {entre 290 ¥ 400 num,) es el factor ambiental que mds aft:sta la persistencia de
los entomopatigenos. La vida media de los diltrentes tipus de indeulo (conidias, esporus,
Vinoncs, toxinas) expuestas u [a luz nalural se estima de una hora en fa8 més sensibles a 96
horas en lus mds resistentes. La forma en que la Juz solar inactiva los paiéeencs puede ser
direeia o indirecta. El efeclo directo incluye deleciones, uniones truzadas, ruptura de bandas
v formacion de sitios Jabiles en la maolécula de ADN, Los efectos indireetos pucden deberse a
la generacién de radicales altaroent®  reactivos gque al  actbvarse  desfruyven los
entomopatGgenos {Ignoffo, 1992),

La vida media de las conidiag de Ja mayoria de hongos emomopatbgenos expuestos a luax
artificiol estd en un range de enze 1 a 4 horas, mientras que a luz natural en las plantas ¢l
rangn se ampliz en incremenma de 4 a 200 horas. La diferencia en vida media se debe a la
proieceidn dada por la plana, Para B. bassiana la vida media de las esporas expuestas a luz
arifclal va de 1.9 a 2 hurss y 8 [uz patural va de 43 u 72 horas en hofus de sova (Ignoffo,
1692,

Para proteger las esporas del efecto de la radiacién solar se han probado con algin éxito
formulaciones en aceite y protectores solares come Tinopal LPW (Calcofluor blanco) y
emulsidnes de arcilla (Inglis, et al., 1993; Velez & Momoya, 1993).

Con relacign al eferto de 1a humedad, £ate es difieil de separar de su combinacion con oiros
[aclores smbientales; sin embargo, puede decirse que es un requerimienio primordial paru la
germinacién de las conidias, la esporalacién y Ja dispersidn de las esporas. Para la
germinacidn se requicre de una humedad de alrededor de] 70% |, para la esporulacion en el
cadaver se requizren humedades relativas altas ¥ para la diseminacion son mas favorables las
humedades relativas bajas {Ignoffo, 1992; Castillg, o al., 1993).



A nivel de campo lodos los factores antes mencionados estin acwando en comjunto, sin
tmbargo son pocos 1os trabajos gue se han hecho para evaluar la persistencia de B, bassiona.
Gardner e al, {1977), citados por Velez v Montoya (1998) determinaron una pérdida del
30% de la actividad del patdgeno en el foilaje e soya entre 5 y 10 diay después de la
aplicacidn. En ouo experimentv en mepollo bujo Invemadero, para cantrol de Plwelia
xyfusiella, Shellon et af. (1Y98) encontraron un contrel mayor al 50% adn 7 dfas después de
la aplicacion ¥ detectaron presencia del hongo por un tlempe mayor a dos semapas. [n
cullivos de café al sol v a Ia sombra se han enconirado disminuciones de las poblaciones de
esporas viables del hongo de entre 37.9% y 954 % hasta los 28 dias post-aplicacitn
(Velez y Montoya, 1988},

Parz la medicion de la persistencia del hongo en ¢l eampao se han usado ires metodologias: 1)
en el campe, exponicndo insecios dentro de miapgas entomologicas a pluntas aplicadas; 2)
cn el laboratorio, exponiende insecios a materdal aplicado ¥ recogido del campo; ¥, 3) en ¢l
laboratorio, realizande conleg de unidades formadoras de coloniag(UKC) del lavado de
mauterial recogide del campo (Spanagel, 1994: Sheltan, of al., 1998: Velez v Montoya, 1998)

En la téenica de las mangas entomoldgicas, msectos dentro de una manga son exXpuestos en
diferentes tlempos post-aplicacidn & material aplicado con el hongo, Aunque dste
procedimiento tiene lugar directamente en el campo, al usar la manga se puede crear un
ambiente artificial que favorexea ]a persisieneia y efectividad del hongo,

En laboratorio, el métndn de exposicién de insecios a material recogido del camnn en
diferentes tiempas post-aplicacién, es posiblemente el mas cfectivo y preciso de los tres
métndns. Desde el momento que se recoge el muterial del campo se evita gue éste siga siendo
afeelado por las muy varfubles condiclones ambieniales naturales, Sin embarge, se reguiere
maniener una cria del inseclu ya que en el experimento se necesitan siempre Individugs de
aproximadamente la nusmg edad,

El méiodo del conte de las UFC es €l mds sencillo de los tres méiodos, Después de hacer
aplicaciones en el campo, s¢ recoge material vegetal v se lleva al laboratorio, Este material es
lavade y el agua obtenida o una dilucidn de ella es inoculada en un medio selective que
inicamente permite el crecimiento de B, busviang,

El objetive de este trabgjo fue elaborar un pratocolo para un estudio de persistencia de
Beauveria hassiana en el cultivo de café uwsando la metodologfa del conten de TIEC, Ei
prolocelo incluve : 1} procedimiemos de laboratorio; 2)composicion del medio selectivo
éptimo dependiendo de las posibles condiciones que se tengan ep ¢l campo; v, 3)
recomendaciones sobre el métado de muestreo de Imnas.



LI.ALCANCE Y LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Bl estudio realizade se viu limitado por los siguientes factores:

1,

!\J

Algunas de las recomendaciones sobre los procedimientos de laboratorio se limitan a los
primeros muestreos de un esmdio de persislencia.

Falia de conocimientas de microbiologia ¥ lfwrmavologia que ho permitieron identificar
especificamente los cunlaminantes presentes ni discutir con mayor amplitud los efectos
de los antibioticos sobre los orpanisinos,

El ensayo de optimizacidn de los medios sdlamente se realizé una vex y con muestras de
frutos de café tomadas de un sélo lugar,

Los rangos de dosis usadas en el experimentn para la determinacion del medio dptimo
fueron seleccionadas de observaciones aisladas de la primera fase def estudio, siendo yue
la metodologia de superficie de respuesta exige una serie de ensuyos sucesivos para la
seleccitn de 1as doris de ingredientes a usar en 105 ensavos.

Las conclusiones sobre muestres no vienen de un ensavo planificado para tal efeeto sino
gue se sitvieron de datos de un ensayo de eveluacidn de [a persistencia que no pudo ser
coneluido.
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2, DETERRIINACION DE LOS TROCEDIMIENTOS DE LABORATORIC

21 INTRODUCCION

El método de conteo de UNC para la evaluacidn de la persistencia dw B, dassiana consta de
tres etapas: 1) tecoleceidén del material vegeral; 2) procesamiento del malerial en laboratorio:
que Incluye su lavade, ia realizacion de diluciones, colocacidn del indeulo en los platos con
medio selective ¥ 1z incubacifin de los mismos; y, 3)conteo de las UFC,

Después de recoeer los fruies del campo, la etapa dos debera resultar en 1un plato peud con
una cantidad de UFC fAcil de contar (con un exponente entre 10% 0 10! ) ¥ que permita al
misnmn fiempo evaluar sdecundamente su variabilided

Pary tener al final dicha cantidad de UFC  por plats petrl deberd tenerse en la fltima
dilucién una concentracidn adecuada de esporas. Esta concentracidn dependerd  de la
cantidad de apua usada pars ¢l favado de] materizl vegetal. del nimero y valores de las
dilucicnes v dela cantidad de indeculo = colocar en cada plaio,

La deierminacidn de la canlidad de agua para ¢l lavado puede hacerse en base al pesu del
material (relacion peso del material en grames/ volumen de agua en ml) o en otros casos
puede usarse una cantidad constante de liquido v lo que se mide es ¢l drea de la superficie
del material vegern), El nimero de diluciones a usar dependess de ]a concentracién de esporas
en ¢] agua de lavado, pero deberd balancearse entre hacer por lo menos una para disminuir
la carga contaminante, pero 1o hacer muchas porque cads dilucién afede error experimental,
Y (inaimente, 12 cantidad de indculo a colotar en cada plaw dependerfi tambidn de la
concentracitn de esporas en la dilucion Gnal,

Rivera ef al. (1994} recomiendan usar una proporeidn de 1:2 (peso de [futos en gf volumen de
agua en ml) para hacer ¢l lavado de los frutos de café. También recomiendan hacer una
dilueion de 1 en 100 y eolocar 0,1 ml de dicha dilueién en cada plato petri,

De un trabajo hecho en soya, Dacust ¥ Pereira (1936) recomiendan medir la superficie de
catls hoja , lavarla cn 7 ml de agoa destilada estéril con Tween 50 al 0.5% v lucgo inocuiar
0.3 ml de esta dilucidn en cada plato petri. Chase o7 af, (1993) para evaluar la persistencia de
B. hassiana en hojas de tripo usaron 20 ml de agua destilada estéril con Tween 80 al 0.05 %
por cada heja, luego hicleron una dilucion de 1 en 10 ¥ colocaron finaimente 100 pl de
dilucién en cada plato petri.

La dificultad en la determinacion exacta de las cantidades de agua y diluciones a usar esuiba



en la imposibilidad de hacer un conteo directo de esporas en el hemacitémetr con el agug
obtenida del lovado. Esta agua a més de las esporas del hongo contiene esporas de otros
misrgorganismos v materiales contaminames que son fAcilmente confundidas con las esporas
del hongo. Por eso es necesurio hacer todg el proceso y espersr hasia que las UFQC aparezcan
en el plate con medio selective (medio gue permita #dlo el crecimiento de B, bassiana).

El objetivo de este experimento fue deierminar: 17 la cantidad de agun para el lavado de log
frutos, 2) el nimero v valores de las diluciones, y 3} Ja cantidad de indeulo u volocar por
piato petri, para tener al finnl en el plato petrf una cantidad de UFC gon un exponente de 102
o 104

L2 MATERIALES Y METODOS

Los cnsayos [ueron hechos durante ¢l mes de junio 1998 en la  Escuela Agricola
Panamericana "El Zameorano®, Honduras, Tas trabajos de  laborulurio se realizaron en el
Centro de Tnventario Agroeeoldgico ¥ Diagnéstico del Departamento de Pralection Vegetal
de frutos recogidos de un caferal al sol del Departamento de Horticu[tura.

De una planta de café recién asperjada con B, bassiana (Mycotrol® ) en una dosis de 1 X
10t esporasfha, se recogieron en bolsas plasticas dos muestras de 40 fruios. Los frutos fueron
recogidoy uno por uno usando pinzas para evitar el comactwo de las manos con las esporas.
Las pmestras ¢ levaron o) laboratorio ¢ mismn diu para su precesantiento,

En el laboratorio, en la misma bolsa pldstics, una muestra se lave eon 1000 ml v la otra con
100 ml de agua destilada estéril ¥  Tween 20 co ona concentracidn del 01 %,
Aproximadamente unos 100 m) del agua obiemda del lavade de ¢ada mmestra se pasaron a
bikers y se hicieron tres diluciones; 1 en 10, 1en 100 v 1 en 1000,

Para [a determinacidn de lo eantidad de indcule a colocar en cada plato se hizu una prucha
inoculande 1 ml, 0.1 ml, 0,001 ml (100 pl) del apua proveniznie del lavado de fuos. Se
ahservd si en ¢l plaro hablan acumulaciones del indeculo en ciertas dreus o si dsie poteaba
cuande se ponia £] plate al revés, Al [nal se determiné que 100 pl era el volumen mas
adecuado.

Manteniendo el liguido en constante agitacion , se tomaren 100 pl junto del agus del lavado
como de las res diluclones de las dos muestras v en ¢ondiciones aseépticas sg inncularon ep
un plato petri ¢on medio seleetive (20 g/l de Gerber baby gatmeal, 20 o/l de bacto-ugar, 0.6
e/l di dodine , [ ml/l de gentomicing ). Usando un rastrillo, ¢f inéeule fue distribuide
unifermemente en el plats, De cada concenmracion s¢ inocularon 5 platos petri. Los platos
fueron guandados en la cdmara de ineubncidn (27 - 29 °C) v a los 6 dias se hizo conteo de
UFC.
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2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

En retacitn a la cantidad de indoule 4 colocar en eada plato petrd, se determind 100 pl como
el volumen mas apropiado. Con esta cantidad de indeuls la tensién superficlal permite al
liguido mantenerse en su positidn, mientras que con los otros volumenes (0.1 ¥ 1 ml) hay
acumulacidn de indculo en ciertas dreas o caida del mismo cuando sc pone el plate al revés
en la incubadgra,

La cantidad de UFC considerada como la mis aderusda para la evaluacidn de la persistencia
(expunente de 1{}1} lue oblenida usando 100 ml de agua destilada y una dilucién 1 en 10, 0
también con 1000 ml de apua destilada estéril sin la necesidad de hacer dilucidén (Cuadro 1),
Sin embargo, por facilided de manejo y por la alta cantidad de mucstras con las que se
necesita trabajar en las evaluacidnes de persisiencin se recomienda usar los 100 ml para cl
lavado y la dilucidn 1 en 10. Generalizando [a reenmendacidn podris sugerirse usar 2.5 ml de
agua destilada estéril por cada fruto recogido.

Cuadro 1. Unidades formadorss de colonin  (UFC)/plato pelrl obtenidas de la
inoculaciim de agua proveniente del lavade de 40 frutos de café (promedia”
error estandar),

Cantidad de agna para Diluciones del agua de lavado de oy ¢n agua

el lavado de frutos destilada esténl
{ml) 1;1 1:10 [:100 1:1000
100 066.00:499.20] 95.76+ 1164 ] 11.00£3.19 150 £0.64
1000 80.25 £ §.77 7.511,19 1254048 | 050z 0L50

2 promed|o de cinco platos perd

Esly recomendacion estd basada en el numers de frutos usadas, difirendo del criterio de
Rivera ef af, {1994) que basan [a cantidad de agua a usar en el lavado en ¢l peso de los frutos
usadas, Ademds, la recomendacién se restringe poara los primeros mussirens post-aplicagion
de B, hassiana, pucsto que conforme pasan los dfas, se disminuye la cantidad de esporas cn
los frutos, Para muesti#os posteriores debe ajustarse as diluciones para tratar de mantener
una cantidad adccuada de UFC o si po s¢ quicre hacer gjusies, desde &) imicie puede
trabajarse con una cantitlad mayor de UFC (a0t e 10%) (Velez y Mantaya, 1998).

24, CONCLUSIONES

Psra fnttos recogidos inmediatamente después de la aplicacién de B, buysiang, 1a moculacién
de 108 pl de una dilueién | en 10 obtenida de su lavado con un volumen de 2.5 ml agua
destiladaffruto, nos permile obtener en el plato petrl una cantidad de esporas con un
exponente 10°. Bsta cantidad resulta ficil de contar y permite al mismo tiempa poder
observar diferencias entre {ritgmisntos.



2.5, RECOMENDACHONES

1. Comparar los resultados obtenidos detervainando la cantidad de agua para el lavado en
buse al peso y en base al niumere de frutos.

2. Hacer un experimento para definir [as diluciones en cada fecha de muestreo del estudic
de persistencia.



3. ELABORACION DE UN MEDIO SELECTIVO

3L INTRODUCCION

Un medio selectivo &3 aquel que permite inicamente el crecimiento de un organismo o ipo
de organismos, Estos medios persiguen proveer al orpanismo descado de las caracteristicas
Aphmas parn su desamollo ¥ al mismo empo presentar caracterisiicas adversas para el
crecimiento de otras tipns de organismoes. En Fitopatologia, por efemplo, es muy tomiin &)
use de medios acidificados que permiten el erecimicnte de honmges e inhiben la
eontaminacidn por bacteriss,

Los medios selectivos son usados [pecuentemente para el aislamiento de hongos
eniomopatdgenos  Hyphomeycetes, Estos medios tienen basicamente dos tipos de
ingredientes: 1jlos que componen ¢l medio basal, cuya funecidn es proveer sostdn y nutrientes
& las esporas del hongo; v 2)los agentes antlcontamuinantes.

Para aislar el hongo 8. bassing segin Chase, et @l {1986) el mejor medio basal se compone
de 20 g/l de cereal v 20 o/l de agar, Rivera, ef al. {1994) sugisren en cambio Apar Sabourad
Dextrosa (SDA) como medio basal.

En los medios selectivos la mavoriu de bacierias v Actinomyeetes son inhibidos por un baje
pH, ¥ en general, el crecimiento fungosoe puede ser (avorecide en medios con un pli menor a
3. 5in embarge, en la mayoria de los casos la inhibicidn de Jas bactecias ha side mejor usanda
agentes antibacteriales, Los apentes antibacieriales mas frecuentemente usados incluyen el
cloranfenicol, Ia gentamicing, la tetracicling v la estreptomicina. Esios agenles pueden ser
usades 50105 0 cn combinacidn . El erysial vicleta es comunmente usado como un colormanie
nue provee contraste visugl para la observacidn de Jas colonias, pero también inhibe el
crecimiento de hacterias Cram-positivas, Los antibidticos deben ser usados con cuidade
puesto que pueden inhibir ¢l crecimiento de algunas cepas de hongos (Goettel e Inglis, 1997).
Rivera ef of (1994) recomiendan usar junie con SDA acidificado ¢l oxicloruro de cobre
como bactericida,

La inhibieién de hongos sontarminantes ¢s mucho mds problemdticy que [a baeterial, Hongos
de los géneros Trichoderma, Mucor ¥ Rhizopus tiene crecimiento rdpido vy pueden en el
lupso de 2 o 3 dias tapar las colonias de Hyphomycetes, haclendo el aislamienie dificil o
imposible. Bspecies de los géneros Pewmicillm v Aspergilfus pueden ser también
problematicas ya que son esporuladoras muy prolificns (Geertel e Inglis, 1997). Beilbarz ef
al, (1982) determinaron que el fungicida dodine {n-dodecylguaniding acetato) en un medio
basal de cereal ¥ agar (325 2 630 ppm de ingredienie activo} actlia  selecuvamwente para B,
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bassiana evitando [a prolifiracion de otro tipa de hongos. Disminuyende la concentracién de
dodine & 0.46 of] v afiadivndo 0.38 mafl de benomyl, Chase f of, (1986} tambidn obtuvieron
buenos resultados aiglandy B, bassiana, Rivera of gf, (1994} recomivndan el uso de Alto®
{eyproconazel) v del oxielorues de cobre como fungicidas,

Las recomendaciones sobre composicidn de medios selectivos para B, bassiana varian de un
autpr a oo v ademds eada uno de estas recetas pucde ser variadn dependiendo de las
caracter{sticas del sistema en el que se esié evaluando la persistencia del hongo (presencia
mayor o menar de bacterias ¢ henoos).

El objetivo de este trabajo fue determinar un medio selective para alslar B. bassione de
frutos de café ¥ ademds receomendar posibles variseionss en su composicidn para que se
adapic 1 olras condiciones de proscncla dc mayor cantidad y/o o diversidad de honges,
haclerias v levaduras,

I NATERIALES Y METODOS

Los cnsayos fueron hechos durante el mes de juniec 1¥98 en la  Escuela Agricola
Panamericana "El Zamorano”, Honduras. Los irabajos se vealizaron en el Centro de
Inventario Agroecologico y Diagnostico del Departamento de Proteceidn Vepetal de frutes
recogidos de nn cafetal al sol del Departamente de Horteultura,

El experimento se realizd en dos etapas. En la primera, se probaron un confunto de medios,
recopilados de la [iteraturs y por recomendacién de la empresa Mycolech (fabricante de
Myeotrol®, producte comercial de B busyiung). fin la segunda fase s trabajd con los tres
ingredientes del mefor medio de la primera fase, para la determinacion de un medio selectivo
Gptlmo para las condiciones presentes (Figural).
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Figura i. Diagrama de [ujo de las fases del estudio para la determinacion de un medio

selective para el ajslamiento de Beauveria bassiana de [rulos de cafi.
3.2.1. Primera stapa

En csia etapa, en total siete medios bésices y 12 variantes a los mismos fueron probadas
{Cuadrol), De cada recety se hicteron 10 platos petri.
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Cuadro 2. Recetas bésicas y medificadas evaluadas como medios selectivos para cl
aislapmiento de Beauveria bassiana de fnitas de cafid.
Receta Fuente Modificaciones
ODA? + pemtamicing Jaronsky, 1998 7
QDA + estreptomicina Jaronsky, 1995 2
QDA + cloranfenicol + ciclohexamida | Jaronsky, 1999 1
QDA+ cloranfenicol 4 benlate Jaronsky, 1999 2
STYA 4+ cobre + Al Eivera v Lopez, 1992 -
ODA + penicilina + estreptomicina Inglis ef ol 1995 -
PPA © + dcido lactieo Ramos, 1998° -
# eeti] dodive arar
b sebomaud dodine agar
€ pap dexIrosd 2[a

& BAMDS, M, 1998, Elaboracifa de un medio sefectivn e hocpas. Bl Zasarama, Hond Departarwerio de Protecciin Vepetal, Esoucla Azricols
Paramericam "Rl Pamursae® (Coauisessida personal).

3.2.1.1 Elaboracian de Ins medios

A coptinuacion se presenta los ingredientes v los procedimientos para la elaboracion de los
medios selectives evaluados:

Medio OPA + genlamicing

20 g/l cereal para bebé

20 g/l bacto-agar

0.6 g/1 dodine (Cyprex 53-W)

1 ml/1 gentonein {sulfato de gentamicing 50 mg/ml)

Se antoclavé el cereal con ¢l agua destilada duramte 20 minutos a 15 psi. Se cold la
suspension, se afiadil el bacto agar, el dodine y la gentarnicina, ¥ se ajustd el volumen a 1
litto . La mezela se autoclavd nuevaments durante 20 minuatos a 15 psi.

Se probaron tambidn las signientes varlantes:

a) Aplicacidn del antibidtico después del amoclavado.

b} Incremento de dosls de] antibiatico en 3, 10, 23, 50 v 100%4.
c) Antibidtico mds 10 myg/ de eristal violeta,

Nedio QDA + sulfato de estrepfomicina

20 /1 ecreal para hebé

20 &1 hacto agar
(.6 g/l dodine (Cyprex §5-W)
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10 mg/l de sulfato de esireptomicina

Se autoclavd el cereal con el agua destilada durants 20 minutos a 15 psi. Se cold la
suspensién, se aftadié 2] bacto agar, el dodine v se ajusté el volumen g 1 litro . La mezcla se
autoclave nnevamente durante 20 minutos 13 psi. La eslreptomicing fue afiadida en
condiciones astépticas cuando el mediv estaba enftiando entre los 50 v 55 °C.

Se probaron también las siguicntes variantes:

a) Incremento de la dosis de estreptomicina a 30 mygl
by Adicién de 10 me/l de cristal violets a las dos dosis.

Medio ODA + cloranfenicol y ciclohesamida

20 g/l cereal para bebé

20 g/l bacto-agar

{1.6 gl dodine (Cyprex 65-W)
500 mg/l cloranfenicol

250 mg/l ciclohexamida

Se auntoclavé el cersal con el apua destilada durante 20 minutos & 15 psi Se cold [a
suspension, se afiadié el bacto agar, el dodine v se ajustd el volumen a | Hero . La mezcla se
autoclavd nuevamente durante 20 minutos 2 15 psi. El eloranfenicol v la cielohexamida
fueron aftadidos en condicionses ascépticas cuando el medio esmaba enfiiando entre los 50 ¥
559C.

hedio ODA 4+ eloranfinicol, benlate v cristal violels

20 g/ cereal purz bebé

20 g/l bacto-agar

1.3 &/l dodins

(125 g/l cloranfenicol

(.§ mg/] benlate {benomyl 50%)
10 mg/] cristal vinleta

Se autoclavd el germen con el agux destilada durante 20 ponmutes 2 15 psi. Se cold la
Suspension, se adadi( el bacto apar, €l dodine v el benlate ¥ se apustd el volumen a 1 Huo.
La mezcla se autoclave nuevamente durante Z0 minutos a 15 psi, El cloranfenico], la
ciclohexamida y el cristal violeta fueron afiadidos en condieinnes asedpticas cuando el
medic estaba enfriands, entre los 30 v 35°C.
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SDA + Cobre + Alto® {cyproconazol).

SDA (Sabouraud dextrosa agar)

feido lactico 0.37%

0,4 ¢/l oxiclorure da cobro

27 microlitros/l Alte 100 8L {cyproconazel)

Los ingredientes en mezcla en un Jitro de apua destilada se autoclavaron durante 20 minutos a
135 psi.

Kledip QDA + penicilina y estreptomicing |

35 g/l cereal apar

5 g/l apar

1.9 g1 dodine

5 mg/l cristal vicleta
0.4 g/l penicilina

1 g1 estreptomicing

Se autoclavarcn cn mezcla 2] eereal agar, el agar v ¢l dodine en un 1o de agua, durante 20
mimitos 8 15 psi. La penicilina, la espireptomicina y el eristal violeta fueron afadides en
condjciones aseépticas cuande el medio estaha enfriande, entre los 50 y 55°C.

Papa dextrosa agar (PTYA) + acido Lictice af 25%%.

39 g/l FDA
100 gotas/] dcido ldcticn

Se aroclavard €l PDA en un litro de agua, duranie 20 minutes a 15 psi. Bl deido lactico se

afiadid en condiciones ascépticas cuando e] medio estaba enfriando, entre los 30 y 55°C.
2.1.2 Procedimiente de colocacidn del medio e el plato, inccnlacidn de dilnciones,

incubscitn y evakiacidn.

Bajo la camara de flujo laminar 3 en condiciones aseépticas se colocd aproximadaments 15-

20 ml de medio cn cada plato petri, Se esperd que solidificara y s& lapd el contorno con papel

parafina.

Los platos petri con medio se colucaron 24 horas en la incubadora (27-29 °C) para observar
una posible contaminacion en el medio .

Después de las 24 horas, en cada plato se ingewlaron 100 pldela dilucidn T en 10 oblenida



13

del lavado de 40 frutos con 100 ml de agua destilada estéril ¥ Tween 20 al 0.1%. Los frutos
sa recogieron de una plants asperjada con Myeotral®, en una dosis de 1%10%
gsporas/ha.

Los platos petri inoculados se colocaron en la Incubadora {(27-29 °C). La evaluacin se bizo
alos 4 v 5 dias, obscrvando en el plato la presencia de UFC de B. bassionr o do honges ¥
bacterias contaminantes. Se eliminarcn los medios en los que la econtaminacién era en
promedio mayor al 20%.

3.2.1.3. Identificacidn y determivacion de iz Tuente de contaminacién.

Para la identificacidn de las contaminantas, de los diferentes medios probados, se tomd una
muestra al azar de ¢ineo platos petrl inoculados ¥ contamninados. La identificacion de los
contaminantes v el analisis de coloracidn de Gram fue realizada en el laboratoric de CESCO
{Centro de Estudios v Control de Contaminantes) de Tegucigalpa (Anexa 1).

Para determinar la fuente de conlaminacitn, se realizd un eosayo para averiguar si ésta
venia del campo en los frutos, de alguooe de [os Ingredientes, o del ambiente del laboratorio.

Cada una de las sipnientes sustancias fue inoculada sobre cineco platos petrd con medio
ODA+ sulfato de esireptomicina y cristal violeta:

« Agnua destilada estéril

s Agua mds [a fomalacion de B, bassiong (Mycotrel®)
+«  Aguamas Tween 20 al 0.1%

s Agua de a dilucion obtenida del lavado de los frutos.

3.2.2. Segundsz etapa

En esta fase se dizefid un experimento con los ingredientes del medio ODA + cloranfznicel
v ciclobexamida, Se escogid este medio porque fue ef finico que presentd en la primera etapa
contaminaciones de hongos v bactenias menores al 20%% |, v sc decidié probar con diferentes
niveles de los ingredientes para superar los problemas de bajo crecimiento de UFC que
prasents inicialments.

3.2.2.1. Elaboracidn de medic y procedimienic de inocubacidn e incabacion,

Lz elaboracidn dal medio v 2] procedimients foeron idénticos a los wvsades en la primera
etapa para ¢l medio ODA + cloranfenicel y ciclohexamida,
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3.2.2.2. Tratamientos

Los 27 tratamienios fueron fodas las combinaciones posibles de las tres dosis de los
ingredientes dodine, cloranfenics] y ciclohexamida,

Las dosis de dodine usadas fueron: (.6 g/, 045 g/l vy 0.3 g/l. El primer nivel fue Iz misma
copeentracion recomendads para €l medie en ]a etspa anterior, Los otros dos piveles se
escopieron en base a la recomendacitn hecha por Chase, ef o, (1986), quienes recomiendan
nsar siempre mveles de dodine mayores a 3,32 /1.

Las dosis de cloranfenicol utilizadas fueron: 300 mg/l, 400 mgT v 300 mg/l. El primer nivel
fue ja misma concentracion usada en este  medic en lz elapa anterior. La menor
concentracidm fue la nsada en cf medin ODA + cloranfenicol, benlats ¥ eristal vicleta en el
que se observd cierto grade de contrel de las bacterias. [l nivel de 400 g/] es el imtermedic
del primer y {etver nivel.

Las tres dosis de ciclohexamida empleadas fuerom 250 me/l, 125 mg/l y 0 mg/l. Bl primer
mivel fue la misma concentracidn usada en este medio en la ctapa anterior. Se probaron
también una concerdracion de U mg/l para ver que pasaba en ausencia de cste ingrediente ¥
upa dosls intermedia,

3.2.2.3 Disefo experimental

Se usé un arreglo factorial de 3° cn un disefio completamente a] azar con 4 repetieiones. La
meludologia empleada en este experimento tambidn se conoce como ajuste de superficies de
rESpLestas,

3.2.2.4. Variables medidus

A los 8, 9 y 17 dias después de la inoculacién de los plale petri se evaluaron las siguientes
variables:

1. Cantidad de UFC por platc petr.
2. Porcentaje del drea del plato petri contaminada por hongos {(PCH).
3. Porcentaje del drea del plato petet contaminada por bacterias {PCD).

3.2.2.5. Andalisis de los datos.
El andlisis estadistico fue realizade usando varias metodologias progresivas ¥

cormplementarias (Figura 1). Para los cdleulos se utilizé el programa estadistico SAS {SAS
Institute, 1983},



1. Depurachkin de

n ¢G'nln“ He Tiansonsmsan 1p loa dates
Jeck e by Lot
G - _‘

A refliviy e AaSdan

Anikcoid de 308 Galoh HL Axzilig e cx Calns en
conmo aln sapaeracd by el e Herprlas g
POrEEmpa
. e
2. Bolooclon do

modeloe expHloathvos

Frurcanya B b p i eril Qo

12 B I EVp GRS [ .
respoemEs bhamfapertrs |4 sucke delas

Tuncigawesy
21
l
¥

PHERECTTUE R RoN T gred iy, /18 [H
Wb ONS by Ane N LHW"“;“\\_‘ Ho
datorineda ugknda W TR & opemnde -
POEROMIM Mo cy S0ED- b
Dougls, Lionea?,

q'b-
Ay

g
L 4

COTSaRnne milipas,
FTlabes ¥ svmobes

3. Pronfsfocs

NI |
»

PCTEEN Aot CON Y
4 AT Ok

Para meierar
ilepreladdn

Fin :
Flujograma decisional sobre evaluacidn estadistica de modelos de andlisis
muftivariado para prondsticos de medios Optimos para aislamiento de
Beaguyeria bassiana da frutos de café,

Figura 2.



15

3.2.2.5.1, Anglisis gemerales v depuracién de los datos

Primero s= analizé Ia normatidad de los datos y se aplics el método de Box v Cox' para la
clecelén de la mejor transformacion de Jas varlables de respussta. En las tres variables
dependientas: UFC, PCH ¥ PCB se aplicd la siguiente transformacion:

Ty [logy+13] [13

El efecto del tiemnpo {dlas de muesireo} y de los tratamientos fue analizado usando un analisis
de varianza factorial (ANDEV A}, con tratamientas y iempo como [actores Sjos.

32.2.52, Seleccidn de modcelos cxpheatives

Se determing un sistema de ecuaciones simultdness vsando funciones polindmicas aditivas
con los términos lineales, cuadrdticos y las interacciones simples de las variables
independientes, Las lunciones usadas fueron de Ia sipulente forma:

¥ = Bow Brpt Baxa +Baxat Baxt “HBau B g™ Buxy o e ws Bz x5 2]
En donde:

y= UFC, PCB o PCH
#1= cloranfenicol

¥z = ciclohexamida
x3 = dodine.

En biisqueda de un mayor ajuste de las funciones de PCB y PCH, se amplis las variables
explicativas con las variables respuesta, bajo la hipdtesis de que éstas eran mterjnfluyentes.
Es decir, en  lu Beuacion 2 se mcluyd, con los términos lineales, cuadrdticos y las
interaceiones simples Jag vartables:

xa = UFC
x5 = PCD o PCII {dependiendo de cual era en ese momento la variable dependiente)

Se gjustd también las funciones al medelo muliiplicative de Cebb- Donglas, bajo la

hipdrests de una potenciacidn del efecto de los ingredientes con dosls incrementales {Frennd
y Liliel], 19923, Bl modelo mencionado es el siguiente:

y=eP PPt P 3]

PCATIAS, L. 1998, Método de Box v Cox para iransformacion de variables respuesta, El Zemorana, ITond.
Departaments de Peoteccibn Vegetal, Escuela Agricola Panamericana "B Zamorano” {Comunicacidn
personal).

o, " funog
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Una vez ainstadas las funciones se reelizd una seleceldn de los mejores modelos de regresion
usande e] procedimientns “BACEWARD™ para eliminar los coeficientes con una P=0.10
{Freund y Littell, 1992}.

Dados los bajos ajustes obtenidos, para mejorar Iag interpretaciones, al final se realizd un
anAlisis de senderos determinando correlaciones parciales y simples (Avedillo, s.f.}. Enire
las variables respuesta se determinaron los coeficientes de correlacién simple v parcial para
ver los cfectos directos o indirectos. Entre cada uno de los ingredientes 3 las varlables
Tespuesta 5610 se analizh los efectos divectos a través de Jas enmrelaciones parciales (Figura 3}

Fdhubsc
[xbutked

“““-.\\_\_\\

CICLOHEAMIDR

UF O s ey Framdedora (o Colaniks

PoOrter porpeniax b comeminecen Eaadeng

Sk B R 20 TIPS O BT 2§

x= prodoheshmaa

o Carwefenucal

cla g

Ibh, S, IbU = COBMEATIEY d CoTeaco FERHeT

St wiod, rehubod, so= Lontoamies e LomRAndn peeuel (omelecha e 4o vasabiet ool comrinnbet de Box Gl ey e

Figura 3. Correlaciénes simples y parciales (efectos indirectos y directos) entre las
variables Tespuests y comeluciones parciales (eleclos directos) entre los
ingredientes y las variables respuesta

3.2.2.4.3. Prondstices para recomendacion de oxedios ¢piimos

Despuds de los andlisis estadisticos se wabajd en a optimizacidn de las funciones. Primera se
us¢ las metodologia de optimizacitn unichjetivo trabajando Independicniemente para
maximizar UFC o minimizar PCB y PCH. Posteriormente se uso Iz metodologia de
optimizacitn multiobjetive tratando de maximizar UFC mientras se miminmzaba, al mismo
tiempo, PCB y PCH. En los dos casos, los analisis fueron hechos con y sin restriccicnes
{definiendo los rangos de dosis usardas ¢ sin definirlas}).
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Lu oplimizacion unighjetivo y restringida fie realizada en €l programa estadistico 3AS con
el procedimiento “PROC BSREG”, que caleula la superficie de respuesta, ¥ el comando
"RIDGE" que hace €] anilisis de las tendencias hacia los méaximos o minimos (Freund y
Littell, 1992). Los demds procedimientos de optimizacién se realizaron con 2l programa
matemdtico EURER A, nsando 1as mejorcs regresiones calenladas,

3.2, RESULTADOS Y DISCURION

3.3.1. Primersa etapsa.

Los medies SDA+ eyproconazol v oxicleruers de cobre vy PDDA+ deido Jactico resultaron
totabmente contaminades tanto por honges como por bacterias.

Las recetas conteniende ODA  no presentaron en ninguno de fns easos problemas de
contaminacion con hongos. Bl fungicids dedine actud muy bien inhibiendo su crecimiento
en [as tres dosis nsadas: 0.3, 0.6 ¥ 0.9 @/l. Chase ef @l (1980), ubtuvieron también resultados
de inhibicién de hongos contaminantes con dosis de dodine mayores # 0,32 g/l en medios con
EENa agar.

Con relacidon a la contaminacién por bacterias, sélo en los dos medios conmtenjendo
cloranfenicol se obtuvo controles aceptables. El medio ODA cloranfenicol {300 mg/l} v
ciclohenamida presentd porcentajes de contaminacitn menores al 53%; mientras que el medio
ODA + cloranfenicol (250 me/), benlate v cristal violeta presentd contaminaciones entre 20
v 30%.

Aungue la literatura los cita como selectivos, [os medios conteniendo otros antibidticos
(pemciling, estreptomiving v genlamicing}  resullaron con altos grados de contaminacion
bacterial. Esto puede deberse a las diferentes condiclones ecoldgicas presentes en cada fugar
¥ cultivo ¥ que dan lugar a Ia presencia de diversos tipos de organismos con variables niveles
de susceptibilidad a los antibidticos.

No se desearta tampoco Ia pogsibilidad del use de antibiéticos en mal estado, aunque tanto
para estreptomicina como para geotamicina las dosis inercmentaics fucron hechas usando
fraseos diferentes.

Del apdlisis de laburalonie para la identificacion de los contaminantes heche por CESCO se
determiné que las contaminamtes predominzntes eran las bacterag grampegativas vy Jas
bacterias grampositivas, En uno de los platos se encontraron  también Jevaduras {Cuadro 3).
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Cuadro 3. Identificaeidn de los organismos contaminanies de cines platos petrn
inoculades con la dilucidn oblenidy de frites de café asperjados con
Beaineria bavsiana.

Croanisme contaminante Mamerg de cqlonias
Bacterias;

Cocgs Gram ~

Cocos Gram -

Cocobacilos Gram -
Levaduoras;

— | T ]

Estos resultados explican la inefeciividad de la estreplomicina ya que este antibidtice cs
priiclicamente inactivo fienle a cocos prampositives y nepativos (Lub, NORMON, 1990).

Lus rangos conocidos de  sctividad antimicrobial de la ciclohexamids ¥ ¢l cloranfenicol

{Cuudre 4), que cubren muy bien a los contaminantes presentes, explica los buenos resultados
obienidus con €l medio cantenpiends estos antibidticos,

Cuadro 4, Espeetro antimicrobial de la ciclohexamida y o] cloranfenicol.

{rzapismo Ciclohexamida | Cloranfenicol
Bacterias:
Gram + { 2
Gran - {} 3
Hongos:
Patdpenos de plantas 2 0
Patégenos de animales 1 0
Saprbfitos 2 0
Levadurag 3 0
R e g
i- gy £ 11 wrm ey

Ll or I namd

Fuente: Goldherg y Luckey (1959), adaptado por €l autor,

De los dos medios conteniendo clomnfenicol, OD#A + cloranfenicol ¥ ciclohexamida, aunque
presenté bajos porcentajes de  contaminacidn, no pernlitié un buen crecimicnto de UFC de
B. bassiona; en cambio, ODA + cloranfenicol, benlale v crisial vipleta periminé un mejor
desurrollo de UFC, pers al mismo tiempo niveles mayores de contuminueidn, Las dosis
incrementales de dodine (de 0.3 a 0.6 g/l} y de cloranfenicol (de 250 a 500 mgfl) mds el
eftcte de la ciclohexamniiy purecen actnar inhibiendo la contaminacion, y al misme tiempo ¢l
crecimiento de UFC de B, Hussiana, Esto contradice lo expresado por Chase ef ol (1986)
quicnes concluyeron que dosis de dodine entre 0.32 v 0,62 g/l na influven en o recuperacién
de B. bassiane; también son contrarios a lo expuesi; n Goldberg v Luckey (1939), quicnes
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cloranfenicol no fiene priclicaments ningin efecio sobre hongos, De  por medic queda la
posibilidad de algin tipo de sinergia entre los ingredientes o de actividad antibidtica mds
amplia 4l Incrementar [ug concentraciones de los mismos.

L.os resuliados antes meneionadns sirvieron de base para la segunds elapa del estudio. Lo que
s¢ buscaba en esta sepunda fase era un medio que permdtiera al mismo tiempo bajos
porcentajes de coataminacién ¥ una alta recuperacidn de B, bassiana,

En el cnsayo para la identificacidn de 1a fuente de contaminantes sélamente los platos petri
incrulados con dilucidn de] agus obtenida del lavadn de los frutos resultaron  contaminados.
Es deeir, que la fuente de contaminacién bacteriana venfa del eampo en Iog frutos de café,

3.3.2, Segunds etapa

332,10 Genpralidades

Atmgue los valores observados de las tres variables estudiadas fluctuaron entre ranpos
relativamente amplios, ¢n lodos lus casos, los datos tendieron 2 enneentrarse en valores bujos
{Cuadro 3).

Cuadro 3. Cuantiles para las variables UFC!, pCB? ¥ PCH® obienidos de la evaluacién
de cloranfenice], dodine y ciclohexamida en (res dosis para la eluburucidn de medios
selectives para ¢l atslamicnlo de Beauveria bassiana

JFC (unidades) PR PCH Cuantiles
(%) {0}
197 15 20 [00% {miximo)
116 0.8 0.7 75%
16 0 0 50% (medianz)
0 0 0 25%
0 0 0 (% {minimo)

1 Unidades formadorss 3¢ coloess
3 Parcessape de conouminecitn s hedt iy
3 Porcemanp de contaming i g [oaga,

Lo anterior nos lleva a concluir gue €n general, en ¢l experimento, los vaiores de PCE y PCH
s¢ manmvieron dentro de los limites aceptables (menos del 10%); sin embargo, la mayoria de
valores  UFC no aleanzaron 2l valor minimo aceptable (100 UFC/pluic petri). nias
especificamente, el rango mixime de contaminacion del 10% sdlo fue superado en el 1% de
Tos casoy en PCB v en 3.7% en PCH. Para UFC foicamente ¢l 27.2% de los valores
superaren las 100 UFC,

Del ANDEVA para determinar el efecto def iempo (dias de muestreo) se delerming que para
las varinhles PCB v PCH, la imcracrién entre matamiento ¥ tiempo era significativa, por lo
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que los demds andlisiz fueron hechos s0lo pars el dis © que es el de mayor comaminacion;
mientras que para la varable UFC en la que dicha interaceion <1 resultd significativa, los
demés analisis se hicieron para cada dia,

3.3.3.2. Modelos explicativos de la variacién de UFC, PCB y PCH,

Para las tres fechas {6, 9 y 12 dfag) en que se analizd, 1z varable UFC presentd un mry buen
ajuste {R2>(.82) al modelo polincmial aditive propussto (Ecuacion 2). Para las variables
PCB y PCH el ajuste para e] rismo modelo resuhtéd bajo {Cuadro 6).

Al incluir UFC v PCB o PCH como variables explicativas en la Ecuacitn 2, 108 ajustes a los
madelos no g2 incrementaron significativamente {Cuadro 8). Annque parces razonable pensat
que ¢l crecimiento de un organismo afecta al crechmianto de ofro, parece ser que a los niveles
bajos de crecimiento ohservados esto no sucede, teniendo mayor infhitencia en el desarrollo
de B. bassiana la composicion del medic. Si por ejemplo, se tuvieran PCUB de un 80%, esto
afeclary el desarrello de los hongos contaminantes ¥ de las colonias de B, bassiona,

Los ajustes de las variables PCB y PUH al modelo multiplicative de Cobb- Douglas
{Ecuacidn 3} resultaron menores que Jos ajustes a los modelos aditivos {Cuadro §). Esta
falta de ajuste suglere que no hay una potenciacién simultdnea de los tres ingredientes en el
control de los contaminantes.

En general, Is falta de ajuste de las fimciones estudiadas a las variables PCB v PCH pudo
dcherse a que las especies de contaminantes presentes en el experimento escapsban el
espectro de control de los antibidticos empleadas, en el rango de dosis usadas, o tamhidn a
una maia identificacién de las variables respuesta. Las finciones ajustadas para estas dos
varigbles sOlo explicariun la  variabilidad de los contaminanies sobre los cuples los
antibidticos sf tienen cfecto,
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Cuadro 6. Ajugie v significancia de tes modelos estadisticos para las variables UTFC
PCB" v POHE.
Modelo usade para la regresifn | Variable Ridela P>
dependients regresidn para Iz regresién
HFC {dis &) 1.9 0.0001 ]
Polingmia) aditivo’ UFC (dia 9) 0.82 0.0001
UFC {dia 12) LE7 0L.o001 |
FCB (.38 {16001
PCH {}.44 0.0001 ]
Polinomial aditivo ampliade” PCR 0,36 00001
FCH (.40 (LODOT
MuRiplicativo de Cobb- Dougas | PCB 0,25 00001
PCH .30 (o001

x ['nidades farmadorg de ook,

b Porcemeaje de cottamineidn por bacteries

¢ Farcemaie de pontasion n pog Ivo'n,l_:xn:

Ay =T Povet Py tmet B T By sy Hl sy o+ 52 e m
i, 2 y o7 (elorangfitn], Gidlobeamide v doding)
¥ (WFC, POB 2 FUHN

£ 32 ampky 1 oon PER ¥ FCH boayy veeiahles independienceg

£ ymd®al ofT

Efecte de los antihidticas sobre UFC

La seleccidn de los modelos de regresidn con las variables cuyo aporte al poder predictive es
siguificative (P<0.10), nos permite evaluar e} efecto de cada uno de los ingredientes en las
variables respuesta {Cuadrg 7) (Figuras 1-13).



Cuadro 7. Valores de los cocficientes significativos (P<0.10) de las variables
independientes del modelo polinomial aditive® ajustade a las variables UFC?,

PCR® v PCHY

YVariihle dependiente®
Variahle Ure UrcC ove PCH PCRB
independiente fdia 6) {dia 9) {din 1)
Intereepro 4.14949 547720 -1.36801 0.00671 1 4.84633
Claranfenizol -0.02134
Cielohexamida -(,005437 -0.02109 -0.01971 | -0.02037
Dodine {.00263 0.02032 003194 | 14.53535
{Cloranfenicql) 0.00003 £.000002
(Ciclohexamida) © 0.00013 -0,00003 | 0.00003 } 0.00003
{Dodine)~ 0000006 -0.00003 0.00004 § -22,13122
Dodine X -.01329
cloranfenicol
Dodine X .O0001 0.00001 0.01743 | 0.01512
ciclohexamida
Cloranfenicol  x -0.00001
ciclghexamida

2 7= Pan BT Py e L, "ty i e, gt B, vty
nl, 2 ol (ckaraabemink, chcinkecnmde ¥ dosdnt]

¥ LT, FON o BCH)

I Linkfacr formudive de colowias.

t Fortastin dr Comlesimaire por baneia

il FOrOMLINC i G il por Bongos

¢ Trmosfinnmlis wytim ln acuaciin Y= Jagliy v 1001 ymaghh]

Para la variable UFC el ingredients que tienc mayor efectn es la ciclohexamida, En los tres
dfss en que se evalud la funcidén, & dosls incremenwles de ciclohexamida hay una marcada
disminucién de UFC (Figuras 4, 5, 7. § v 9 ). En el dfa 6, ¢n la dosis més baja de dodine (300
mefl), von apenas 125 my/l de elelohexamida se inhibe por complete el desarrolle de UFC
{Figura ). Ademds, a dosis incrementales de ciclohexamida e efecio de los otros dos
ingredientes tiene menor influencia (Figura 6).

Siguiendo en importancia, con refacion al efeclo detrimental sobre UFC, tenemos al dodine .
Su efecto en el dia 6 comienza con aproximadamente 320 mg/l y en ¢l dfa 9 3 12 von 400
mp/l, sin embargo csie efecto disminuve ceonforme se incrementan las dogls de
ciclahexamida {Figuras 4, 3, 6, 9 v 10). El clorim!inicol es el ingredicnte que menos afecta
esta variable: en el dia 6 no aparece enla funcién v enlos subsiguicntes dias

tiene apenas un leve efecio en la variabilidad de las colonias de B, bassiona (Figuras 4,6,7,8
v 9},

Estos  dltimos resuMados contrudicen nuevamente lo cxpresado por Chase er ol (1936)
quiencs coneluyeron que dosis de dodine enire 0.32 v 0.62 g/ no influyen en Ia recuperacién
de B, bassiona v son  contrarios también a [o expuesto en Goidberg v Luckey (1959),
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quienes aftrman que ciclohexamida tiene poco efecto sobre hongos patdygenos de antmales.

JLEY]
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ety 300 250 " g
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Figura 4, Efecto de ia cicloheramida ¥ el dodine sobre umidades formadoras de colonia

(UFC) en ¢l dia 6.
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Hfecto de los antibidticos sehre PCB y PCH

Como mencionamos antes, los ajustes de las funciones para las varfables PCH v PCB no
fueron attos debido probablemente a la presencia de eontaminantes gue salen del espectro de
control de estos ingredientes dentro de Jos mngoes estudiados y/o a wna mala identificacién de
las variables respuesta,

Dentre de los ranges de  dosis usadas Ios valorss estmados de las variables respuesia
eslimadas son negativos (Figuras 17 y 12). Ademas, tanto para PCB como para PCH las
superficies de respuesta estimadas son planos casi paralelos al plano formado por los ejes x v
3. Es decir, el efecto de los anlibiicos dentre de los rangos usados fuc  minime.
Prdcticamente no existe diferencia entre ef use de una dosis alta o baja da las mismos.
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Figura 11.  Elecly de la  ciclohexamida y el dodine sobre el porcentaje de
contaminacidn por hongos (PCH)Y a tres dosis  de cloranfenicol: a)
300 togdl, b} 400 mefl v ) 500 mofl.
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Figura 12.  Eftcto de la  ciclohexamida (x) y el dodine (d) sobre el porceniaje de
contaminacién por bacterias (PCB) a tres dosis de cloranfznicol: a} con 300

med, b) con 400 mefl, v <) can 500 mg/l.
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Andlisis de las correlaciones simples, parciales y miltiples

Los coeficientes de cotrelacidn simple entre las variables respuesta resultaron mayores a los
raspectivos cosficientes parciales, lo que da a entender el efecto de otras variables en las
relaciones, Ademds, puesto gue estos coeficientes de correlacidn parcial resultaren con
valores muy bajos, pucde decirse que el desarrollo de contaminantes ro afectd el crecimiento
de colonias de B. bassiana (Figura 17},

Para relacionar los antibiglicos v lus vartables respuesta se calendavon los coeficientes de
correlacién parcial emre cada variable rezpussia v cada ingrediente manteniends constante:
primere, los otros dos antibidticos usados; v sepundo, 168 olros dos antibidticos v [as otras
dos variables respuesta, Los cocficientes de comrelacién parcial manteniendo constantes sélo
los otros antibifticos  resultaron mavores a los coeficientes de comelacion parcial
mantenicnde constantes todas las otras variables {Figuwra [7). El diferencial enire los
coeficientes antes mencionadas explica el hecho de que al mantener & un mismo nivel los
ingredientes (dentro dc los rangos usades), hay un clerto efecto detrimental de las otrag dog
variables respuesta (Figuras 17 ¥ 18). Lo ideal serfa no tener ninguna interrelacidn entre las
variables.

Lus valores de los coeficientes de comelacion parcial entre cada  vamable respnesta ¥ cada
anfibidtico manteniendo constantes todas las otras vaniables resultaron bajos en tedos los
£asos, excepto para ciclohexanmda y UFC que presenld una relacion media (Figura 18). Bsto
indica que definitivamente el efecto de los Ingredientes en e control de los contaminantes fue
muy baja; sin embargo, ciclohexamida afectd negativamente el desarrollo de UFC.

Los coeficientes de comelacidn miltiple entre cada variable respuesta y: 1} todas lus otras
variahles, 2) los amibidtices ¥ 3} solamente dodine y ciclohexanmda ; al no presentar gran
diferencia confirman nuevamente el efecte predominante de esos dos ngredientes en la
varizbilidad de los organismos, Asf misme, tanto cn PCE v PCH se observa de nueve un
buen porcentaje de variabilidad que no expliea Ja relacién (Cuadro 8).

Cusadro 3. Coeficientes de correlacién miltiple {(R=+R*)entre Jas variables UFC?, PCB® v
PCH® y tres grupos de variables

VYarlable Grupo de variable con que se relaciona
Tespuesta
Todas las otras Antibidticos elelohexamids, Amntibidticos dodine ¥
variables dodine ¥ cloanfenicol ciclohexamida
JEC {.56 0.52 .51
PCB {0.33 0.5( {}.48
PCH .81 0,80 (.80

a [nidades fomadaras de colowias
b Porcantaie d& cantantinsciin Bacterial
¢ Porcarta)e de comtaminacidn por hengoe
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3.3.3.3. Uso de promdstices para fa recomendacién de medios dptimos.

La opeion RIDGE del SAS (Freund v Littell, 1992} nos permite analizar la tendencia de los
valores de las variables independientes hacia los éptimos de las variables tespuests, teniendo
siempre como puntoe de partida del andlisis las dosis medias de Jos ingredientes.

La maximizacidn de la variable UFC, en los tres dias de estudio, se consigue manteniendo
practicamente constante el cloranfenicol, dismimryendo un poco el dedine y dismimryendo
significativamente la ciclohexamida (Cuadros 8, 10 v 11}

Cuadro 9. Tendencia estimada de méxima respnesta para UFC! enel dia 6
Respuesta estimads Dosis {mg/T}
UFC Dodine Ciclobexamida
1.27 450 125
1.5 448 100
3.49 446 73
7.85 444 50
20.90 443 25
§2.37 441 (.3
1 Unidades frmadors e celontag

Cuadro 10.  Tendencia estimada de méxima respuesta para UFC' en 2} dia 9

Respuesta estimada Dasis {me/}
UF{ Cloranfenicol Podine Ciclohexamida
10.81 A0 450 125
16.44 40 440 10]
253413 400 431 77
37.71 400 423 53
56.26 460 415 29
34.75 401 403 3

1 Unidades fomadoras d= coloamas
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Cnadro 11, Tendeneia estimada de méxima respuesta para UFC! en e} dia 12

Bespuesta estimada Tyosis {ma)
UFC Cloranfenicol Dhdine Ciclehexamida
42.93 400 450 123
37.40 39¢ 436 103
72.24 398 425 20
2449 397 416 56
10048 358 409 31
112.17 H15 A4 &

1 Unidades fomadoras d2 colonias

Al paser del dia 6 al & v del § af 12, se incrementan [as respuestas estimadas iniciales con las
dosis medias de los antibiticos. Es decir, los antibidticos no inhiban totalmente ] desarrollo
de UFC sino que lo retardan, La obtencidn de valores altos de UFC con dosis mayores de los
anlibiticos puede conseguirse haciendo las evaluaciones mis tarde.

Por otra parte, los valores dplimos caluulados mediante el programa matemético EUREKA
muestran resultados similares a los vistos anlerivrmente {Cuadro 12). Los valores maximos
s¢ consiguen con dosis minimas de ciclohexamida y dosis entre 300 y 400 mg/l de
cloranfenicol ¥ ciclohexarmda. El valor estimade maximeo e consimme enel diz &,

Coadro 12, Dosis de los antibidticos ciclohexamida, cloranfenicol v dodine para los
valoras méximos estimados de UFC! en los dfas 6, 9 v 12,

Dosis
Dia mg/l ¥alores maximos
Ciclohexamida | Cloranfenicol Dodine estimados de UF(C
i {} - 300 159,84
o (.13 30000 338.72 351.31
12 {} 33940 39900 27780

I Unidales formadoras de colonias

3.4. CONCLUSIONES
Primera etapa
1. Antes de que un medio selectivo sea usado en estudins de  persistencia, debe ser

cvaluado para ver si se adapta a las condiciones presentes en el ecosisterna en el gue se
a5td trabajando.
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) dodine usado en dosis entre 0.3 v 0.6 mg/l mantivne los niveles de confaminacién por
hongos a niveles aceptables.

Solamente 2] antichidtico cloranfenicol resultd efective en el control de bacterias
conlaminantes,

IEl medio ODA {cerul dodine agar) més clorutivnicol ¥ ciclohexamids fue el medio que
resultd con menores poreemajes de contaminacidn bactedal; sin embarge, presentd
problemas de poco desarrollo de colonias de 5. hassiana.

En orden de bnporiancia los orgamsmaoes contaminantes presenies, provenientes de los
frutos de café fucron bacterias gram negativas , baclerias gram positivas y Jevaduras,

Sepunda ctapa

1.

!._'Il

!...LJ

En general, las dosis de antibidticos vsadas (dodine 300- 600 mg/l, ciclobexamida 0-230
mg/l y cloranfenicol 300-500 mg/1} mantuvieron los aiveles de contaminacidn por debajo
del 10% que se fij6 como maximo permitide, pero tambiéa en la mayoria de los casos ne
permiticron valares allos de UTC.

L.os valores de UFC se incrementaron graduaimente de un dia de evaluacidn al oiro va
que lps antibidticos retardon el desarrollo de las colonias de 8. basyiana.

El dia cn ¢] que se alesnza €] miximo valor de UJFC es el dia 8.

A los niveles de contaminacion presentes, 12 interrelacién entre las variables respuesta
fue muy baja UFC, PCB v PCH,

Los bajos niveles de contaminacidn presentes no fueron conirolados en forma efeetiva al
incrementar las dosis de los antibidticos.

A las dosis usadas no se encontrd un efzcto de potenciacién significativo entre los tres
ingredientes.

Bl ingrediente ciclohexamida es el que mds afeeta la formacidn de UFC.
Daodine empiera a tener efecto detrimental aproximadamente a partir de los 430 mgfl,
El desarrolle dpiimo de UFC se puede conseguir usando las menores dosis posibles de

ciclphexamida, dosis de dodine de medins a bajas (300-450 mg/l) v dosiz de
eloranlenicol entre 300 y 500 mg/l.



3.5, RECOMENDACIONLS

Primery etupu

L.

!\.‘r

Cada medio selectivo debe ser evaluade antes de realizar un trubajo de estmdio de
persistencia.

Pura I evaluacion de la persistencia de las aplicaciones de B, bassiana  en fruios de café
el medio mds recomendado es uno contenienda QDA como medic basal y cloranfenicol,
ciclohexamida y dodine cumeo antibioticos.

Segunda etapa

1.

!-J

el
.

Para posieriotes wabajos de evaluacidn de medios seleciivos, lag varfables PCB y PCH
deberian ser identificadns con mayor preeisién (género, sspecic, respuesta a coloracidn de
Cram, etc.) para analizar con mayor rigor ¢l cleeto de cada uno de los ingredientes sobre
¢stos organismos especiiicns, Ademds, se recomicnda harer nuevos ensayos incluyendo
antibifticos en cuve wspectro de control se incluyan los organismos identificados.

Evaluar los mismos antibifticos usando rangos de dosis mavores,

Llevar a cabo el proceso completo de la metodologin de superficies de respuesta para

definir los ranges de dosis dptimas para conirolar conlaminantes v permitir el desarrollo
UFC.

Fvaluar la formacion de UFC enef dfa 9,

Bl medio éptimo para ¢l desarrollo de UTC se¢ consigue con una dosis de 0,13 mg/l de
ciclphexamida, 300 m/l de cloranfenicol v 338 mg/l de dodine,

Adquirr up paquete matemdtico gue permita evaluar eon [acilidad conjuntos de
superficies de respuesia,




4. RECOMENDACIONES PARA MUESTREQ EN ESTUDIOS DE PERSISTENCILA

4.1, INTRODUCCTON

En tode plan de muesireo uno de los principales aspeetos a considerar es el tamaiio dplimo
de la muestra. Si una muesira es muy pequeda, las estimaciones que saquemos de ella
pueden ser poco confiables; mientras que si una muestra ¢s demasiado grande, aunque las
estimaciones sean muy precisas su cosle de realizneion puade ser clevado.

Segin Avedillo {1992), el 1amaiio dpiimo de muestra ¢s un valor relativo que depende de la
determinacitn previa de tres condiciones:

1. Preeision deseads, Que se cstablece prefijando ¢l [imite méximo de error permisible entre
el estimador (x ) y el verdadero valor poblacional (u). Este error cs mds facil de cxpresar
en forma relativa (EW).

!\J

Grado de confianza exigido para que s¢ mantenga la precision descada, Se establece en
forma de probabilidad:

P (E% de la estimacidn <= E% limite prefijado)=1-

& ¢s ¢l nivel de significacion en la disteibucidn "t" de Student, segin la cual se distribuye
¢l estimadar muestral 1 alrededor del parémetro poblacional g,

3. Varizbilidad de la variable aleatoria muestral x estimada por su coeficienie de variacién
{CV%).

Con estas tres condiciones ¢l tamafo dptime de muestra sc calonda eon la siguiente formula:
2 ozl 2
n={ig” . CVW) ES% [3]
El objetivo de este trabajo fue determinar e lamado adecuads de muesiras para estimar la
canlidad de esporas del hongo entomopatdgene D, bassiana que se encuentran en los fruos

de café en forma nawral y 1embién despuds de una aspersion de un producto comercial del
honpo.
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4.2. MATERTALES Y METOBDOS,

4.2.1. Ubicucién

El ensayo de campo se realizé en la finea Santa Lastenia localizada 4 15 Km al este de la
ciudad de Danl, en la comumdad de Linaca, Departamento de El Paraiso, al sur orlente de
Honduras.

Los trabajos de [aborstorio [ueron hechos durante € mes de diclembre de 1998 en la
Escuela Agricola Panamericanz "El  Zamorano", Honduras, en el Centro de Invenuwio
Agroecolégico v Dagndstico del Departamentc de Proteccitn Vegetal.

4.2.2. Manejo del experimento

Las aspersionas se reatizaron en dos lotes: uno al 3o y otrp a 1a sombra. Como tratamientos

s& usaron dos dosis de Mycotrol® (8. bassiang) y una parcela sin aplicar . Las dosis usadas
fueron:

Desig 0: Sin aplicar
Deosis baja: 5 x10' esporas/ha.
Dosis alta: 1x10" esporas/ha,

Las aspersiénes se hicieron con una bomba manual de espalda Matabi® por los dos lados de
las filas de la plantacién.

Cada lote se dividié en 12 parcelas en las que los tres tratamienlos fueron distribuidos al azar,
Las parcelas contenfan & plantas de cafg en fila v estaban separadas a lo ancho por upa fila sin
aplicar, Como pareela it sélo se considerd las 4 plantas centrales.

De cada una de lag cuatro plantas que conformaba la pareels se escogid una rama vy ge
tomaron 10 frutos, resultando al final en una muestra de 40 frutos que fieron colocados en
mna bolsa plastica, Los frutos fueron recogidos uno por uno usando pinzas para evitar e]
contacto de las manos con lag esporas. Las muestras s llavaron al taboratono el mismo dia
para su procesamiento,

En ¢l laboraterio, en la misma bolsa plastica, la muestra se lavd con 100 ml de agua
destilada estéril v Tween 20 en una concentracién del 0,1 %. Con el agua del lavado se hizo
una dilucidn 1:1{t en agua destilada cstéril. Para cada musstra se prepararon 3 platos petrl
con medio selective {20 o/l de Gerber baby namvieal, 20 g/l de bacto-agar, 0.6 g/l de dodipe |
1 ml/T de gentomicina ) y en cada plato se inocularon en condieipnes ascépticas 100 pl de la
dilneidn aples mencionada.



Los platos petr ingculados se colocaron en la incubadora (27-2% °C). La evahiracidn se hizo
alos 4 v 5 dias, contabilizando en ¢l plate 1z presencia de UFC de B, bassiana,

4.2.3. Andlisis de los datos
Se establecieron 4 grupos de muestras:

- Muestras de parcelas con dosis baja

»  Muestras de parcelas con dosis alia

- Muestras de parcelas sin aplicar en sombra
~  Muestras de parcelas sin aplicar al sol

En el grupo de muesiras de parcelas con dosis baja y alta se unicron las muestras de los
cafctales al so] y & la sombra. Se considerd que no habia diferencia entre las poblaciones
pueste que aun no hablan sido afectadas por las condiciones ambiemtales diferentes que
presenta cada sisterma.

Para determinar el nlimere de muestras en el que se estabiliza el coeficente de variacidn, en
cada grupo se calould los coeficientes de variacion de subgripos conteniendo desde una hasta
el total de mnegtras,

Con el coeficiente de varlacidn y deliniendo tres posibles escenarios de exigencia de
precision de log estimadores { muy exigente, medianamente exigente y poco exigentc)} sc
calcutd segin la Bcuacion 3 los tamarios dptimos de muestra,

4.3. RESTILTADOS Y BISCUSION

Los coeficientes de variacion calculados cambiaron  dependicndo de fag dosis usadas en el
experimento. A dosis mayores lus coeficientes de varjaeldn disminuyen. Solamente la curva
de datos de dosis alta tiene la forma tedrica del mimero de muestras ecn funcién del
coeficiente de vanjacion (Figura 19).

La diferencia entrs los cosficientes de variacion se refleja despuds en los tamafios de
muestras ideales recomendados para la evahracién de la persistencia, Los lamafios de
muestras Sptimos también sc incrementan sustancialmente al pasar de un nivel de menos
exigencia a ofro de més exigenela, resultando on tamafios demasiado grandes en el caso de
las poblacipnes naturales con altos o medianos niveles do cxigencia (Cuadro 13). Los
cdleutos de los tamafios dptimaes sun en todos los casos tentativos puesto que definithramente
en ninguno de los grupos de datos la curva de relacidn coeficiente de variacidn y nimero de
muestras llegd a estabilizarse completamente.
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Caelxpenie de varzcica 4]

Figura 19. Flueruaeion de] cpefivients de variacidn {CV) de acuerdo al ntunero de
muestras en poblaciones nadurales de Seqinvieria bassiong en cafelales al sol

Bumero d & muepicgs Womsdas

v ala sombra y poblaciones de plantas asperjadas con dos dosis del honga.

Cundro 13, Posibles wmaiios dprimos de muestra para poblaciones naturales y aspegjadus
de Regiveria  bassiona  en tres posibles esceparios de exigencin en la

precisién deseada para la catimacién de la poblacidn,

Orady de exigenciaen | Poblacién Pohlacién Dosis baja” | Dosis alta®
precision deseuda natural sol | nawral sambra
Muy sxigente’ 2364 3914 331 3
Medianamenie exigenie® 279 462 33 0.5
Povo exigente’ 38 07 11 .1

M=% P=r ¥
BV L% P 0 B
Htpiy%a P= 0y
10" erprvann
16" ewmrnha

Eol R R VR
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1.4, CONCLUSTONES

b

Tl

La variabilidad de lus publaciones de B. bassiana se inerementan al disminoir su tamade.

La evaluacién de persistencia de B, bossiuaa usando dosis altas (esporas/ha) puede ser
realizada con una muy buena preeision ain con un tamaiio de muesira pequeida,

Las evaluacicnes de pnblaciones naturales de B, bassiara para ser precises requiercn
lamane de muestra grandes,

4.5, RECOMENDACIONES

[

Lt
.

fn trabajos de cvaluacidn de la persistencia de las aplicaciones de B, hassiong dosis
MEenares requeriran smaios de muestra mayores.

Durante el desarrn]lo de los trabajos de persistencia el mimero de muesiras debera ser
incrementado si sc desea mantener el mismo grado de precision, Al pasar el tlempo las
poblaciones de esporas viables disminuyen,

Realizar un estudic especifice para ia determinacién de nn muestreo dpiimo usando un
mavaor numers de muestras {del tipo usado ¢n esle estudio) ¥ con un diferenie tipo de
muestreo {mds frulos por rams, mas wmas por irbol, s drboles por parcela, etc.).
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6. ANEXOS

Anexo 1. Andlisis de lahoratoric para la identificacidn de organismos contaminantes de

ls primera fase del experimento para la elaboracién de un medio selectivo para
el aislamiento de Bemveria bassicna
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Datos de laboratorio de la segunda fase del experimento para elaboracitn de un medig

selecilvo pera el aislamienio de Beauveria bassiana
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