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RESUMEN

L.os estudios aque agqul se presentan fueron realizados
para: (1) determinar la susceptibllidad de una muestra de la
poblacion hondurefia de H. hampel a slete cepas hondurefias y
tres cepas extranjeras de H. bassiana; (2) determinar ol
existian genotipos més efectivos dentro de las tres mejores
cepas v (3) evaluar la tolerancia de las 10 cepas al fungicida
oxicloruro de cobre (utilizado para el control de 1a rova del
cafeto Hemllela vastatrix).

Para determinar el tiempo mediano de supervivencia (TSse)
de H. hampei a las 1@ cepas de B. bagsiana, se inocularén,
para cada cepa, 200 hembras de H. hampel con una suspensitn de
1x197 conidias/ml, cuantificando la mortalidad, por micosis y
total, &a los cuatro, clnco, =sels, siete y ocho dias. Kl
estimado del TSme fue reallzado por el andlisis de probitos.
Los resultados de este ensayo demostraron que existe variacién
en la wvirulencia entre cepas aisladas geograficamente, aun
dentro de un 4&4rea pequefla. Las cuatro cepas Ccon menores
valoree de TSwe fueron: la ntmero 14, 4, 15 y 16 (las dos
primeras de Honduras, Guatemala y México respectivamente).

De cade una de las cepas 14, 4 vy 1H, ge procedio a hacer
clnco cultivos de origen mono-espbrico, siguiendo la
metodologia propuesta por French y  Hebert {1980). La
metodologia v analisis fue similar a la prueba anterior. No se
detectaron genotipos de mayor virulencla en las cepas
evaluadas. - ‘

Para evaluar 1a tolerancis de las 19 cepas al oxlcloruro
de cobre se procedioco a inocular, sobre un medio de cultivo
(pemo ling,agar,agua) con oxleloruro do cobre (@ y 16599 ppm do
i.a.), para todas las cepas, 10 pul de una suspensidn de 1x107
conidlas/ml. Las variables evaluadas fueron: tasa de
crecimiento micelial (diametro en mm/2 dias) y esporulacion a
los 17 dias despues de 1la inoculaclién. Con base en estas
variables los resultados demuestran que las cepas 9, 21, 14 ¥
19 presentarén las mejores tasas de crecimiento micelial. Las
cepas 21, 14, 7, 1@, 12, 18 y 15 presentaron los mejores
promedios de esporulacién, sin exietir diferencias estadisti-
cas entre ellas.
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SUMMARY

Susceptibility of a population of H. hampei from Olancho,
Honduras to seven Honduran, one Mexican, one Guatemalan and one
Brazillian collection of H. bassiana was evaluated.

Insects bathed 1in a suspension of 1%197 conidias/ml water +
0.901% Tween-8¢ were evaluated dally from 4 to 8 days after
application for mortality due to B. bagsiana mycoeis and for total
mortality. Problt analysis revealed slgnificant differences in
pusceptibility to the strains as expressed by median survival time
(8Tsa) values (range= 5.54-8.34 days for mycosis mortality and
5.13-7.65 days for total mortaiity). Susceptibllity was greatest to
pbtraine 14, 4, 15 and 19 (two from Honduras, and one each from
Guatemala and Mexico).

More virulent gdenotypes were not detected in 1solates grown
from single oporess of the three most effective collections. Only
one of 15 1isolatesa rpossessed an STPY9 value that differed
significantly from that of the original collection, in this case
showing lower virulence.

Tolerance of the 1¢ original collections to 1500 ppm copper
oxychloride fungicide was evaluated in semolina—-agar-water growth
medium. There were differences in mycelial growth rate and colony
sporulation of the strains in the presence of Funglcide but in all
cages there was a8 slgniflcant reduction compared with strains
cultured in the absence of fungicide. Strains 8, 21, 14 and 1@ had
the highest rates of mycellal growth in the presence of fungicide
while sporulation wae greatest in strains 21, 14, 7, 19, 12, 18 and
15.
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I. INTRODUCCION.

a broca del fruto del cafeto (Hypothenemus hampei) fue
reportada por primgra vez en Honduras en el afo de 1977, vy
debido a sus caracteristicas bioldgicas y a su naturaleza de
plaga exdtica, ha tenido A rapida adaptacidn y un
incremento acelerado de su poblacidn (Urbina, 1lY8b4).

La téctica generalizada para el manejo poblacional del
insecto se basa en el empleo de guimicos; esta tactica
proporciona un efecto inmediato y confiabilidad. Sin embargo,
su aplicacian tiene efectos secundarios indeseables, lo gue
justifica el uso del control bicldgico, sea este por medio de
parasitoides u oryanitsmos entomopatogenos (Laslro LYYd).

Debido a lo anterior se considera que law condiclones e
la caficultura en Centro América son propicias para realizar
gsfuerzus en la implementacion del control biologico,
visualizado come tdctice primordial del manejo integrado de
plagas, y no como la “"panacea” ¢ el método de control perfecto
(Quezada, 1985).

Entre los agentes de control considerados COMo
promisorios se encuentra el hongo entomopatogeno Heauveria
hassianda. Sin embargo, ios estudios locales muestran

resultados muy variables; esto posiblemente se debe, en parte,
a que las cepas empleadas sesan de patogenicidad desconocida.
En otras palabras no se ha realizado una caracterizacidn de la
patogenicidad de las cepas presentes en la region. No bhay gue
olvidar gque se ha documentado que existe variacion entre
grupos de entomopatogenos aislados geograficamente (N.A.B.
1988).

Los estudios qgue aqui se presentan fueron realizados
para: (1) determinar la susceptibilidad de uwuna muestra de la
poblacion hondurefa de H. hampei a siete cepas de H. bassiandg
hondurenas comparadas con tres cepas extranieras;
({2).determinar si existen genotipos mas efectivos dentro de
las tres mejores cepas vy (3) evaluar la tolerancia de las 10
cepas al fungicida oxicloruro de cobre (utilizado para el
control de la rova del cafeto (Hemileia vastatrix)}.



I1. REVISION DE LITERATURA.

A. Biologia y agroecologia de Hypothenemus hampedi.

1. Distribucion geogrdfica en Centro America.

La broca al igual que la planta del cafeto es originaria
de Africa. El insecto es repartado por primera vez en Centro
América en el afo de 1971 en Buatemala, Honduras (1977}, El
Balvador {(1983), vy Nicaragua en 1988 (Castro 1990}.

2. Ciclo de Vida.

La broca del fruto del cafeto #5 un insecto holometédbolo,
es decir pasa por las fases de hueve, larva, pupa y adulto.
Los huevos son de forma globosa, ligeramente elipticos. Recien
ovipositados son de color blanco lechoso y a medida que el
periodo de incubaciédn progresa se tornan blancos hialinos;
proximos a su eclosion son de color amarillentos. El tamafo
oscila entre ©0.4% a D.83 mm de largo y dura de & a 10 dias
(Urbina 1986).

N

l.as larvas son de color blanco lechoso, de consistencia
suave; cuando Jjovenes son mas o menos rectas, ligeramente
deprimidas en su parte ventral. Conforme crecen, su depresion
ventral se acentua, lo cual hace que se curven hasta tomar
ura forma de "C", midiendo de 1.17 a 1.75 mm de largo por @.37
a @.58 de ancho. Las larvas completamente desarrolladas miden
de 1.B0 a 2.26 mm de largo por @.43 a 6.62 mm de ancho. Las
hembras pasan por dos estadios, mientras que los machos
unicamente por uno. El estadio larval dura de 10 a 26 dias,
los cuales pasa alimentandose dentro del endospermo (Hernandez
v Sanchez 1978a).

Las pupas tienen una coloracion amarillenta al principio,
cambiando & pardo palido poco antes de la emergencia del
adulto. Las dimensiones promedico de este estadio es de 1.37 a
1.93 mm de largo y de 8,51 a @.82 mm de ancho. Las pupas
permanecen dentro del endospermo vy la duraecion del estadio es
de 4 a 9 dias (Urbina 1984).

Los adultos, recien emergidos, son de color pardo claro
cambiando a negro conforme avanza su edad. El macho carece de
alas funcionales, solo la hembra es capaz de volar. Los maches
miden 1.0 a 1.29 mm v las hembras 1.37 a 1.82 mm de largo y de
.66 a .88 mm de ancho. La duracion del cicle de vida,



dependiendo de las condiciones bioticas vy abidticas, es de 28
a 37 dias (Urbina 1984).

3. Historia de Vida y Habitos

ia broca es atraida al fruto por su olor, color y formaj
asi mismo, se ha comprobado gue es atraida por los desechos de
frutos brocados y las heces de las mismas brocas. En estudios
de olfatometria se observo gque existen diferencias =1
atractividad entre distintas especies y variedades de cafe
(Castro 199@).

La reproduccion puede ser consanguines, o Sea entre
hermanos dentro de la misma cereza, 1o cual reduce la
variabilidad genética de la poblacion. La copula ocurre cuando
la hembra alcanza la madurez sexual (tres a cinco dias post-
emergencia), la mayoria de las hembras abandonan ! fruto
luego de ser fecundadas. Los machos corrientemente no
abandonan el fruto en el cual han nacido, pudiendo fertilizar
uno solo a mas de 30 hembras; no fecundan mas de dos hembras
por dia (Castro 1990).

En Honduras, se ha encontrado gue bajo condiciones de
laboratorio, algunas hembras adultas de H. hampel son capaces
de producir huevos fértiles, en forma partenogenica, hasta una
segunda generacitdn (Mufoz 1989). Este hallazgo contradice lo
reportado por Bartra et al. (1982) guienes encontraron gque
huevos ovipositados por hembras virgenes de H. hampei son
infértiles v se desecan a los 35 dias.

Cuando llega a un MUBYVD fruto, la hembra toma
aproximadamente de tres a cinco horas para perforar el
endospermo, donde construye una galeria gue la utiliza como
camara de oviposicidn (Penagos y Flores 1974).

La hembra oviposita dos a tres huevos por dia, con un
promedio de 74 huevos para un ciclo de vida. El pericdo de
pre~oviposicion es de 2@ dias en pramedioco (Urbina 1986). La
relacion de sexos dentro de la progenie generalmente es de
1911 a favor de las hembras(Castro 199Q@).

La longevidad promedio de las hembras es de 150 dias,
mientras que para los machos es de %90 dias. El numero de
generaciones por ano es de siete a ocho (Mufoz 1989).



La broca tiene una dispersion agregada; ademas, en las
plantas de cafeto se observa, si dividimos la planta en tres
tercios, que las bandolas del tercio medio son las mas
infestadas (Baker 1986).

Hernandez v Sanchez {19780) observaron que bajo
condiciones de laboratoric la mayor actividad de adultos de
broca era entre la una ¥ las c¢inco de la tarde cuando la
temperatura oscilaba entre 24 y 28%9C; en este lapso de tiempo
los insectos abandonaban los frutos en cereza, pergaminog u
oro; para caminar, volar y perforar otros frutos. Castro
(199@) reporta una mayor actividad entre las cuatro y seis de
la tarde, sin embargo no especitica bajo que condicionesy.

Las hembras de la broca emigran bajo las siguientes
condiciones: 1) las hembras fecundadas van en busca de frutos
adecuados para su primera oviposiciony; Z) una ver gue 1as
hembras han iniciado su oviposicidn, pueden emigrar en busca
de cerezas con mayor contenido de thumedad, obligadas a
abandonar cerezas demasiado calentadas por el sel; 3) hembras
virgenes en busca de machos;y 4) debido a la destruccion
avanzada de las semillas, aglomeracion de adultos y larvas o
5i la camara de cria se inunds de agua; 95) caida de frutos,
introduccidn de larvas v/o iqsectos intrusos y &) cuando esta
préaxima a morir (De Oliveira 1927, citado por Hernandez vy
Sanchez 1978b).

H. hampei parece set especifico a Coffea spp. Las hembras
adultas se han encontrado en otras plantas y algunas veces se
han registrado estados inmaduros, pero la relacion esxacta de
H. hampei con otras plantas hospederas requiere de un examen
més culdadoso. Entre las especies de Coffea comerciales, CO.
arabica (café ardbigo) es normalmente la mas susceptible al
atague, seguido de (. canephora (cafe robusta) y luego por L.
liberica v C. excelsa. Se han sugerido otros ordenes de
susceptibilidad (CENICAFE 199@).

Las principales fuentes de infestacidn cuando no existen
frutos en el campo son los frutos dejados en la planta, los
caidos al suelo y los residuos del proceso de beneficiado
{Castro 1999)

4. Manejo Integrado de la broca del fruto del cafeto.

Actualmente, el manejo poblacional de la broca en el area
Centroaméricana depende en gran parte del control quimico. En
ila mavoria de los paises existen recomendaciones para el uso
de endosulfan (Thiodan 35 C.E.), en combinacion con ciertas



practicas culturales, recoleccion de frutos del suelo y de la
planta al pasar la cosecha, que disminuyen 1a fuente de
infestacicon para la proxima fructificacion. 8in embargo, la
implementacion de las practicas culturales recomendadas no es
generalizada v la principal tactica de manejo continda siendo
el uso de quimicos. Recientemente, se han disefado sistemas de
control basados en el muestreo vy el uso de umbrales de accidn
(umbrales de dafo econémico}, como un intento a limitar el uso
de insecticidas en café, pero todavia no estan implementadaos
en forma general (Castro 1990).

Siendo H. hampel uwna plaga exotica en Américsa, ==
considera que puede ser manejada a traves de la implementacion
del control bioldgico clasicojy; es decir, la introduccion de
genemigos naturales que ocurren en su lugar de origen, pero no
en el lugar que ha sido introducida. Recientemente, se ha
iniciado un praograma de introduccion de dos parasitoides,
Cephalonomia stephanoderis vy FProrops npasuta (Hymenoptera:
Bethylidae), en Guatemala, El BSalvador vy Honduras; pero es
prematuro predecir si estos se lograradn establecer, y al
establecerse, que grado de control ejerceran (Castro 19980).

En cusanto al control microbial, se considera que &G,
bhassiana es el entomopatdgeno mas promisorio para el manejo
inteqrado de la broca (Fernandes et al. 1985).

En M. hampei la incidencia de &. bassiana tiene gran
variacidn. Se ha considerado como el agente de control natural
mas efectivo en Camerun, pero otros registros indican que es
relativamente raro en Costa de Marfil y tambieén &s poco comun
en Kenya, Se ha observado altos niveles del patogeno en el
campo en Méxice y Ecuador. Mientras estas diferencias parecen
deberse a factores climaticos, s tambien posible que las
razas de F. bassiana que atacan H. hampel en America no son
las africanas, sino razas locales que han colonizado 21 nuevo
hospedante ("razas" en este caso se refiere a aislamientos del
hongo caracterizados por =18 comportamiento patoldgico
especifico gque puede ser geneticamente determinado). hNo se ha
Ilevado a cabo comparaciones de la virulencia de los
aislamientos africanos y latinvamericanocs, pero se cohocen
Casns donde Fazas de hongos entomopatogenos de otros
hospedantes son mas virulentas a la plaga en estudio gue al
mismo hospedante original (CENICAFE 1998).

En latinoamerice se ha hecho poco o ningun esfuerzo en la
visualizacidn del control microbial como tactics del manejo
integrado de H. hampei. Los pocos trabajos de investigacion
son mas bien esfuerzos individuales gue no han contade con un
buen apoyo institucional. Para el caso, a caontinuacion se
presentan los trabajos de B. bassiana en H. hampei registrados



en la base de datos de PROMECAFE, evidenciando gque no existe
una investigacion sistematica.

En Brasil, Fernandes et al. (19835) evaluando tres meétodos
de inoculacion en H. hampei bajo siete concentraciones de BH.
bassiana encontraron que, con concentraciones en el rango de
Zx18° a 2x10@0° conidias/ml la mortalidad fue mayor al inocular
los insectos que al hecerlo sobre los frutos y hojas.

Al inocular Metarhizium anisopliae sobre H. hampel, on
las concentraciones de 1,.9x10%® a 1.95x%10%® se encontrd mavor
mortalidad al inocular los insectos gque al hacerlo en las
hojas o granos (Leucons et al. 1986).

En Honduras, bajo condiciones de campo, Tronconi et al,
{1986} encontraron ague & los 285 dias después de haber
inoculado wna concentracidn de 2x107 conidias/ml agus de B.
bassiana sobre 125 Trutos de cafe infestados con H. hampei,
86 frutos (68Y%) estaban infectados por el hongo.

Monterroso (1%981) evaluando diferentes medios de cultivo
para la reproduccion de ¥H. bassiana, con miras a utilizar el
hongo en aplicaciones de campo para controlsar H. hHampeil,
Concluyd que copra de coco (Llocus nucifera) es el medio méas
barato para reproducir el hongo.

B. Los entomopatdgenos, con enfasis en Heauverid bassiand.
1. €iclo de vida.

Segun Alves (19B6) los hongos entomopatogenos presentan
las siguientes fases en su ciclo de vida:

Germinacion: Cuando el hongo encuentra condiciones
favorables de humedad y temperatura este germina sobre el
insecto produciendo un tubo germinativo, La germinacidn ocurre
en un minimo de 12 horas & wuna temperatura de 23 a 3090 y una
humedad relativa alta.

Formacion de apresorio: en la extremidad del tubo
germinativo ocurre una dilatacidn de 1la hifa formando una
estructura denominada apresorio. Esta estructura puede no
agcurrir en Heauveria, Nomurasa y Erynia, o cuando el tubo
germinativo penetra por aberturas naturales.



Penetracidn: En la penetracion estan involucrados dos
procesos principales: 1) El fisico, debido a la presencia de
hifas que rompen las areas membranosas o esclerotizadas; 2) El
quimico, resultante de la elaboracion de enzimas (proteasas,
lipasas y quitinasas), gue facilitan la penetracion mecanica,
La penetracion via oral puede ocurrir para algunos hongos como
M. anisopliae, N. rileyi y BH. bassiana.

Colonizacion: & partir de la penetracion se inicia el
proceso de colonizacién del hospedero por el hongo. La hifa
que penetra sufre un engrosamiento y se ramifica, inicialmente
en el tegumento del insecto y posteriormente en la cavidad del
cuerpo. A partir de este momento se forman pequefas colonias
del hongo y otros cuerpos hifales, puede que no ocurra gran
crecimiemto hifal antes de la muerte del insecto; dentro del
cadaver, todos los tejidos internos son penetrados por hifas
filamentosas mas no ocurre desintegracidn debido a que el
patdgeno segrega sustancias antibacterianas. La colonizacion
de los organos presenta  la siguiente secuencia: cuerpos
grasosos, sistema digestivo, tubos de malpighi, sistema
nervioso, musculos vy traquea. El tiempo para la colonizacion
del insecto puede variar de tres a cinco dias dependiendo del
huésped, patdgeno vy de las condiciones ambientales.

Reproduccidn del patdgenmE dos a tres dias despues de la
muerte del insecto (la muerte del insecto ocurre a los cuatro
o tinco dias después de la inoculacidn) las hifas comienzan a
emerger por los espiraculos y otras aberturas. La produccion
de conidias ocurre uno o dos dias después de la emergencia de
las hifas en condiciones de elevadsa humedad y con temperaturas
en el rango de 20 a 30%°C. Dependiendo del patdgeno, la muerte
del insecto ocurre debido a 1a produccion de micotoxinas,
modificaciones patologicas en el hemocele, accidn histolitica
y bloqueo mecanico del aparato digestiveo debido al crecimiento
vegetativo.

2. Relacion huésped — entomopatdgeno — ambiente.

FPara Rodriguez (19703) la patogenicidad es atributo de
una especie, genero © ggrupo de pardsitos. en tanto gue
virulencia expresa la patogenicided de una cepa en particular
en relacicon a un grupo de hudspedes de una especle vy puede wser
expresada cuantitativamente, Desde esle punto de vielta habrias
microorganismos patdgenos mas o menos virulentos.

La virulencia de un entomopatogeno puede ser evaluada en
laboratorio a traves de biocensayos con insectos susceptibles vy
puede ser expresada &n DEse (dosis efectiva mediana), Dlse



{dosis letal mediana) vy ThLee (tiempo letal mediano) (Alves
1984).

S5teinhaus y Martignoni (1970) definen el TlLwey como el
periodo de exposicion a un estimulo patogénico (incluyendo
toxinas) el cual producira la muerte a la mited de los sujetos
de prueba. E1 tiempo de exposicion es una medida directa de la
dosis, y un incremento en el periddo de exposicidn resulta en
un incremento en la toma de dosis verdadera en la misma tasa,
En cambio, los mismos autores definen tiempo medisno de
supervivencia (TSew) como el tiempo en el cual ocurre la
muerte de la mitad de los sujetos de pruebs despugs de la
exposicion a un estimulo patogénico.

Tanada (1963), citado por Alves (1986) asevera gue el
progreso de una enfermedad en una poblacidn de insectos puede
ser demostrada por una curva denominada "curva epizodtica".
Esa curva puede ser dividida en tres fases: pre-epilizoodtica,
epizodtica v post-epizootica.

la fase pre-epizodtica se caracteriza por un bajo numero
de hospederos enfermos, resultando en focos primarios de la:
enfermedad. Esos focos primqrios son  Tormados debido a la
inmigracion de insectos enfermos, o por estructuras del
patdgeno que permanecen en &1 suelo.

La fase eplzodGtica se caracteriza por un elevedo indice
de insectos enfermos como consecuencia de la multiplicacion vy
diseminacidn del indculo producido por los focos primarios.

La fase post-epizootics se caracteriza por la disminucidn
del. numero de insectos enfermos en relacion a ila fase
anterior.

Entre los factores que determinan una epizoodtia tenemos:
ios dependientes al huésped, entomopatdgeno v los del medio
ambiente (Jimenez 19895).

a. Factores del huésped.

Los hébitos y estado de desarrollo del huésped afectan su
susceptibilidad hacla un patdgeno. Debido a sus hédbitos 1a
fase mas vulnerable de H. hampel es la fase adulta, la hembra
pasa el periodo de post-cosecha en los frutos caidos al suelo
y los dejados en la planta. Se ha sugerido que estas hembras
pueden ser atacadas por B. bassiana vy reducir la fuente de



infestacidn de la plaga para la proxima fructificacidn (Alves
1986). Respecto al estado de desarrollo se ha encontrado que,
por ejemplo, las larvas del primer estadio de Ostrinia
nubilalis (Lepidoptera : Pyralidae), son mas susceptibles a H.
bassiana que las del quinto estadio (Feng et al. 1985)

Les condiciones fisicldgicas del huesped son de gran
importancia en la ocurrencia de la epizootia. Pars el caso,
insectos con un periodo sin alimentacion son méds susceptibles
a H. bassiana que los alimentados (Ferron y Robert 1973). Asi
mismo; la cantidad y calidad del alimento puede afectar la

susceptibilidad de los insectos & los patdgenos. Hare vy
Andreadis (1983) observaron variacion en la susceptibilidad de
Leptinotarsa decemlineata (Coletptera: Chrysomelidae), al

honge B. bassiana cuando fue alimentada con diferentes
especies de plantas.

Otro factor que influvye es la esdad del hudsped. Por
ejemplo, Ferron vy Robert ({(1975) encontraron que adultos de
Acanthoselides obtetus (Coledptera: Bruchidae) de dos a cuatro
horas de edad son mas susceptibles a B. bassiana gque los de
dos v cinco dias.

Ern cuanto a las "castas" Alves y Sosa (1983) expresan gue

"soldados" de Atta sexdens rubreopilosas (Hymenoptera :
Formicidae), son mas susceptibles a H. bassiana gque las
"cortadoras".

El tegumento del insecto es una barrera fisico-guimica
gque varia de insecto a insecto. Durante la estacidn lluviosa
los hongos encuentran condiciones favorables para 1la
penetracidn del huesped, debido a la baja secrecidn ¥
deposicion de ceras en el tegumento. En la epocs seca, la
secrecidn de cera es activada y los insectos se vuelven mas
resistentes a la penetracidn del hongo (Alves 1984).

b. Factores del entomopatdgeno.

Las condiciones del patogeno son un factor importante
para e vcurrencla e la epizudtitia. Una lTase favurabile el
patédgeno debe coincidir con un periodo favorable del ambiente
y Gon las condiciones de susceptibilidad del huésped {(Alves
1986).

Se ha documentado gque los grupos de entomopatdgenos son
diferentes en distintas zonas y se han descubierto grandes
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diferencias entre grupos aislados geograficamente (N.A.S.
1988; McCoy et al., (19895).

Un entomopatdgenco que presenta alta virulencia y gran
capacidad de diseminacian puede ser llamado "patdgeno
epizodtico” y debe ser seleccionado parsa el control microbial,
La virulencia de un patdgeno puede ser aumentada  por
ingenieria gengética, y provocando mutaciones o cruzamientos de
patdgenos {(Alves 1%9846). Se ha planteado que la virulencia de
B. bassiana esta relacionada con la produccion de lipasa, vy
gue esto facilitaria la seleccidn de razas (Paris y Segretain
1978, citados por Alves 1986).

La efectividad de una ceps puede mejorarse provocando
cambios de otras caracteristicas como son susceptibilidad a
luz wultravioleta, temparatura v los agroguimicos. Otras
maneras de mejorar la efectividad de una cepa s atraves de
formulaciones, con strayentes del huésped.

Asi mismo, el cultivo seriado de hongos entomopatdgenos
propicia una disminucidon de la efectividad de los mismos
(Morrow et al., 1989; Barbosa et al. 1985). Samsinakova vy
Kalalova (1983) encontraron ,gue al tercer cultivo de FH.
hassiana la martalidad de larvas de G. mellonella nunca
sobrepasd el 10%; en cambio con wna pasada por medio de
cultivo el TlLme fue de 6.9 dias aproximadamente. Murayama et
al. (1981) reportan que entre el segundo y octavo cultivo
seriado de M. anisopliae la mortalidad de larvas de Galleria
mellonella fue de 5SB%; del noveno al onceavo cultivo la
mortalidad bajo a 22%. Posiblemente la pérdida de virulencia
con el cultivo seriado se deba a la perdidsa de genotipos
virulentos, es decir gue genotipos avirulentos o menos
virulentos predominan en la mezcla de genotipos. QCuando se
inoculan insectos susceptibles, se wvuelve a aumentar 1la
efectividad de la cepa, posiblemente por reestablecer la
dominancia numerica de los genotipos virulentos.

La capacidad de supervivencia de los hongos
entomopatdgencs es variable. El genero Beauveria posee en su
ciclo de vida la fase de blastospora gue es una estructura de
resistencia. Asi mismo, se ha observado wna gran cantidad de
micelio de #H. bassiana en forma de '"rizomorfo" en adultos de
Cosmopolitus sordidus (Coleoptersa: Curculionidae), concluyendo
que esa estructura puede ser otra fTorma de supervivencia del
hongo &n 21 suelo.(Alves 19864).

Bunzli vy Buttiker (193%9), citados por Ayala y Monzon
(1977) plantearon que H. bassiana es capaz de desarrollarse e
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incluso ingrementar su efectividad =1l suelos Con alto
contenido de materia orgadnica nitrogenada.

. Factores del medio ambiente.

La temperaturd‘ dptima para la expresion de 1a
patogenicidad de H. bassiana estad en el rango de 15 a 235%9C
(Barson 19773 Dokerski 19813 Hurpin 19683 Ferron vy Robert
19735).

La temperatura aptima parsa 13 esporulacion parece ser
‘algo mayor. A 25-309C la esporulacion de #H. bassiana denora
cinco dias; a 3I59C ocurre a los ocho dias y a 18°9C 135 dias
{Walstad et al. 197@).

Al contrario, la supervivencia de conidias es favorecida
por bajas temperaturas. La supervivencia, en almacenamiento,
de las conidias de B. bassiana expuestas a BPC es de 172 meses;
perg, a 212C las conidias permanecen viables por 15 dias
(Walstad et al. 1970).

El punto de muerte termal (temperatura gue causa el 180%
de mortalidad de las conidias después de exponerlas por 10
minutos) de F. hassiana es de 389C (Walstad et al. 1970).

La humedad relativa (H.R.) alta es necesaria para la
germinacidn de las conidias de H. bassiand. La mejor
germinacién de conidias ocurre a l00% de H.R., a esta humedad
las conidias ee desarrollan en cuatro dias; humedades por
debajo de 92.5% inhiben la germinacidon (Walstad et al. 1%70@).

El efecto de la humedad sobre la germinacion de las
conidias probablemente sea el responsable de la expresion de
la patogenicidad. Dokerski (1981) evaluando el efecto de la
humedad en la patogenicidad de B. bassiana sobre larvas de
Scolytus scolytus (Coleoptera: Scolytidae), encontro 73% de
mortalidad a 95% de H.R.; en cambio, a 904 de H.R. 1la
mortalidad fue de 274.

La germinacién de conidias en agua pura es indeseable
cuando se esta pensando en usar esta como  vehiculo de
aplicacion de hongos entomopatogenos en el campo. En este
aspecto M. anisopliae y B. bassiana pueden ser aplicados en
formulacicnes usando como vehiculo agua, pues diversos
trabajos de investigacion demuestran que dificilmente germinan
en agua pura (Alves 1986).
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Alves y De Moraes (197%9) estudiando la influencia de
diversos fotoperiodos en la esporulacion de FP. bassiana;
concluyeron que el mayor numero de conidias se obtuve con un
régimen de luz continua.

La radiacidn solar, posiblemente el espectro
ultravioleta, es letal para las conidias de BH. bassiana,
pudiendo ser el factor limitante en los intentos del control
microbioldgico (Chaves et al. 1981l; Dacust y Pereira, 1986).
Negreiros et al. (1980) encontraron que la luz uwltraviocletas
afectd 21 crecimiento v esporulacidn de B. bassiana.

Sin embargo, se ha demostrado gque existe variabilidad
genética en la resistentencia de luz ultravioleta entre
aislados de M. anisopliae (Frigo y De Azevedo 19863 Sanchez vy
. De Azevedo 1986).

Recientemente, ¥ debido principalmente &l gfecto
perjudicial de la luz ultravioleta, se ha planteado el uso de
micelio cuando se hagan aplicaciones de B. bassiana en el
campo (Robert y Wraight 1986; Jaronski 1986). Sin embargo;
Rombach et al. (1984) reportan que la mortalidad de
Scotinophora coarctata (Hemiptera: Pentatomidae) fue similar
al emplear conidias wvrs micelio.

3. Efecto de fungicidas y otros pesticidas.

Ern Brasil, #f. bassiana se ha constituido en una plaga
para los sericultores de ese pais. En 1981 Corso y Moscardi
lievaron a cabo una investigacion con el objetivo de encontrar
un fungicida que permita controlar el atague de H. bassiana
sobre el gusano e seda ( Bomby x mori), Lepidoptera:
Bombycidae); reportando que Neantina, Cerconil y una mezcla de
maneb + Daconil ejercen un buen control de la epizodtia.

Al evaluar el efecto de los fungicidas mancozeb,
methiram, clorotalonil y metalaxil, en la supervivencia de 4.
bassiana, se encontrd gue mancozeb y methiram inhibieron
totalmente al hongo bajo condiciones de laboratorio y de campo
(Loria et «f, 1943).

En Guatemala, Rodrigugz (1983) evalud, bajo condiciones
de laboratorio, siete fungicidas usados comunmente en 1a
caficultura de ese pais, encontrando que el oxicloruro de
cobre fue el gque mencs inhibid la esporulacidn de H. bassiand.
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Gardner vy Gtorey (1983) evaluando el efecto de 21
herbicidas, en las dosis de @, &6, 12, 18, 24 y 30 mg de

i.a./ml, encontraron que acifluorfen, alaclor, diclofab,
dinoseb, fluazifob, metalaclor, oxifluorfen b4 paraguat
inhibieron totalmente el crecimiento micelial de FH. bassiana
en todas las concentraciones evaluadas. El glifosato

(Roundup), vy Horyzalin (Burflan) inhibieron significativamente
el crecimiento y germinacidn.

LLos reguladores del crecimiento, filurprimidol,
paclobutrazol y silaid, inhiben la germinacion de B. bassiana
en las concentraciones de 6 a 30 mg/ml., Concentraciones de & vy
12 mg/ml de mefluidide no reducen significativamente la
germinacion. Asi mismo, de ocho coadvyuvantes evaluados (Ortho
X77, Plyac , Miller-Aide, Nu-Film 17, Pro-Stik, Triton Ag-98,
Triton CS-7 v Tween BB@) solo Triton CS-7 fue el que inhibio la
germinacion de H. bassiana (Storey y Gardner 1984).
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II1. MATERIALES Y METODOS.

A. Localizaclidn.

l.a recoleccion vy procesamiento de las muestreas de B,
bassiana se realizo de Noviembre de 1989 a Enero de 199@, Ecta
actividad se efectud en el laborsatorio de fitopatologia del
Instituto Hondurefo del Cafée (IHCAFE), ubicado en el Centro
Experimental "Jesus Aguilar Paz", La Fe, [lama, Santa Barbara,
Honduras, C.A.

Las pruebas de virulencia y tolerancia al oxicloruro de
cobre fueron realizadas en el laboratorio de fitopatologia del
Departamento de Proteccidon Vegetal, de la Escuela Agricolsa
Panamericana, El Zamorano, Honduraes, C.A., en el periodo
comprendido de Febrero a julio de 1%9@.

B. Obtencidn de cepas de Beauveria bassidaria.

Emntre Noviembre vy Diciembre de 1989 se visitaron 15
plantaciones de cafe ubicadas en diferentes zonas productoras
de Honduras, de donde se recolectaron frutos infestados con
broca y con evidencias de infeccidn de FH. bassiana. Las
muestras fueron trasportadas en bolsas de papel "Kraft" al
laboratorio del IHCAFE, las muestras colectadas en la zona del
lago de Yojina, debido & la cercania del lugar de colects,
fueron procesadas el mismo dia de colecta; las muestras de
otras zonas fueron procesadas aproximadamente a los ocho dias
después de la recolects. Durante ese tiempo las muestras
fueron mantenidas al medio ambiente (229C)en las bolsas de
papel.

Ocho cepas adicionales, de otros paises, fueron obtenidas
gracias a la colaboracidn de varios investigadores.

£l numero de cepss recolectadas, entre HondurefRas v
extranjeras fueron de 24, pero por facilidades en 81 manejo de
laos ensayos se trabajd unicamente con 10 cepas. Estas cepas
fueron seleccionadas con base en una prugbsa preliminar de
crecimiento visual (alto, medio y bajo) e m;edio (88 con
gxiclorurc de cobre y procedencia, se tratd que todos los
departamentos de Honduras, donde se colectd cepas, estuvieran
representados. Informacion respecto a la procedencia de estas
repas se presenta en la figurs 1.
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Figura 1. Procedencia de las 1@ cepas de Beauveria bassiana
utilizadas en los bioensayis.

C. Reproducclon de Beauverla basslana.

El procesamiento de las muestras para conseguir un
cultivo puro de B. basslana conslstidé en tomsar, de cada uno de
los frutos, porciones de micelio y partes de cocuerpo del
insecto infectado por el hongo, los que fueron sembrados en
medio de cultivo.

El medio de cultlvo empleado en la reproducclidn del hongo
fue 60 g de semolina + 12 g de Agar + 1000 ml de agua
destilada (SAA}. La preparacién del medlo consistld en
calentar el agua, la cual, uwne vez préxima al punto de
ebullicién, era transferida & una licuadora donde se le
sdicionaba el Agar y la semolina; el aparato era acoliohado por
oineo minutos hastas vbbaner unh mevo la homogenoa,

La mezcla fues esmsterilizada en un autoolave a 16 lbhe/plg<
por espaclo de 25 minutos; una vez que la mezcla estuveo fria
(al tacto) fue transferida a los platos de petrl (B0 cm de
diametro). Al solidificarse el medioc en los platos, estos
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fueron colocados en forma invertida en un horno con una
temperatura de 30°C durante 72 horas. Esto con la finalidad de
gevaporar el agua condensada en la tapa del plato y de poder
detectar contaminantes, comunmente bacterias.

El hongo fue pasado por medio de cultivo de cuatro a seis
veces, desde su recoleccidn en el campo hasta la utilizacion
en los ensayos.

Una vez obtenido el cultivo puro de H. bassiana, las
muestras a wutilizar en 1los bioensayos fueron guardadas en
platos de petri en una incubadora a temperatura de 2790
aprégximadamente.

D. Conservacidn de cepas.

Las 24 cepas recolectadas se conservan en el Laboratorio
de Fitopatologia del IHCAFE en Honduras; Laboratorio de
Diagnostico del Area de Fitoproteccion en CATIE, Turrialba,
Costa Rica v en el C.I.B.C. en Gran Bretana.

~

E. Cria de Hypothenemus hampei.

Erutos brocados fueron colectados de una finca del
municipio de Campamento, departamento de (lancho, Honduras,
donde nao se habia aplicado ingecticidas. Los frutos
recolectados fueron confinados en envases de vidrio (23 om de
alto v lé cm de diametro), tapados con malla y mantenidos a
temperatura ambiente (27%°0Ct2). e realizd solamente una
recoleccidn de frutos brocados.

Cuando se necesitaban insectos para 1la prueba, los frutos
eran disectados para recobrar las hembras adultas con mayor
actividad motora. '

F. Tiempo de supervivencia de Hypothenemus hampei a 18 cepas
de Beauveria bassiand.

1. Metodolagia.

Por cada una de las 1@ cepas seleccionadas se inoculo un
total de 200 hembras adultas (hembras de color negro vy
activas) con una suspension de 1x10P7 conidias/ml de agus
destilida, la concentracion fue igual para todas las cepas. La
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suspension fue preparada 12 horas antes de la inoculacion del
insecto. Con la finalidad de tener una mejor dispersion de las
tonidias, en la suspension original, se adiciond una gota (con
gotero) de Tween-80@. Fara determinar la concentracidn inicial
de lta suspension se realizaron conteos de conidias con el
auxilio de wn hemacitdmetro, luego, para estandarizar la
concentracidn deseada se realizardn diluciones c©on  agua
destilada.

i.a metodologia empleada para la inoculacion de los
insectos consistio en colocar las 200 hembras en un plato de
petri. S5e agitaba la suspension y con ayuda de una pipeta se
adiciono 1 ml de dicha suspensidn al plato de petri, el cual
se agito por 1@ segundos.

Para retirar el exceso de intculo de los insectos, 21
plato de petri fue invertido scobre un papel toalla. Luego, con
la ayuda de un pincel, l0s insectos fueron divididos en 20
grupos de 1l¥ insectos cada wunoj cada grupo fue confinmado en un
vaso entomolégico que contenia 1@ cerezas de café en estado
"verde", esto como fuente de alimento.

Para proveer una humedsad adecuada en el interior del
vaso, se procedid a humedecer su tapa de carton. Durante el
tiempo de duracion de las pruebas los vasos fueron invertidos
con la finalidad de que la humedad se condensara en el
interior de los mismos. Los insectos inoculados, dentro de los
vasos entomologicos, fueron mantenidos en una habitacidn con
aire acondicionado (239C12), sin luz a&artificial por la noche
(4:30 pm ~ &: @0 am).

La mortalidad del insecto fue evaeluada a los custro,
cinco, seis, siete y ocho dias después de su ilnoculacidn, en
dos categorias: porcentaje de mortalided debido a micosis
(insectos con micelio blanco visible) Y porcentaje de
mortalidad total (mortalidad por micosis + mortselidad no
asociada con la visualizacidn de wmicelia). A1 hacder las
evaluaciones, se tomabs como insecto muerto asquel gue no movia
ningun apendice. La mayoria de insectos se encontraban en
galerias dentro de 1los frutos; por lo tanto, para poder
evaluarlos se procedio a disectar las cerezas con la ayuda de
un bisturi. TJanto insectos que se encontraban dentro como
aquellios ue YE) quedaran fuwia e los frutos fueron
considerados para calcular la mortalided. Con base en 1o
anterior, en esta investigacidn se cuantifico la virulencia de
B, bassiana sobre una muestra de la poblacidn Hondureda de H.
hampei con base en el TSpw (Steinhaus y Martignoni 1970).
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2. Diseno experimental y analisis de datos.

El disefo experimental empleado fue completamente al azar
con 1@ cepas de FH. bassiana mas el testigo (agua destilada +
Tween-80) y cinco fechas de evaluacidon de mortalidad. Por cada
fecha de evaluacidn los tratamientos estuvieron representados
por cuatro repeticiones, siendo la unidad experimental un vaso
entomoldagico que contenia 1@ insectosy =] s8a 4@
insectos/tratamientao/fecha. El arreglo antes menclonado wse
debico a que la evaluscidn involucraba la destruccion de las
cerezas de café vy/o el insecto; de esta manera la mortalidad
fue evaluada con un nuevo grupo de insectos en cada fecha de
evaluacidn.

Antes del analisis, se procedio a corregir el porcentaje
de mortalidad de cads replica mediante la formula de Abbot
[ (mortalidad del tratamiento (A} - mortalidad del +testigo
(Z))/ (188 - mortalidad del testigo (4))1 x 108, usando como
testigo la media de las cuatro repeticiones del tratamiento
testigo para esa fecha de evaluacidn, la mavor mortalidad del
testigo fue de cinco por cienton. Esta correcidn fue realizada
para los datos de mortalidad por micosis de los tratamientos
vre. mortalidad por micosis del testigo; mortalidad total de
los tratamientos vrs. mortal{dad total del testigo. De esta
manera, no fue necesario emplear ninguna opcidn de correccidn
cuando los datos fueron analizados con PROC PRUOBIT de SAS (5AL
Institute 199@).

El procedimiento PROBIT automaticamente promedia los
datos provenientes de repeticiones de la misma variable
independiente (en este caso la fecha de evaluacion). Esto
elimina las ventajas de tener repeticiones y produce un
estimado impreciso de la hetercgeneidad debido a muy pocos
grados de libertad. Con el fin de forzar a gue el PROC PROBIT
considerara a cada repeticidnde manera separada, la
modificacidn propuesta por Tabasnik et al (1987) fue utilizada
en estos analisis. Esta modificacidn consiste en alterar en
forma minima (al quinto o mavor decimal) el valor: de la
variable tiempo. Por ejemplo, los datos de mortalided de las
cuatro reéplicas de la cepa "x", en la lectura a los cuatro
gias fueron entrados como:

cepa tiempo insectos totales insectos muertos

"t 4.0 10 4
4,00001 19 &
4.000Q001 1@ 5
4,0000081 10 4

etc..
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El efecto de esta modificacidn sobre los andlisis es,
principalmente, la de producir limites de confianza méas
estrechos, debido al mayor numero de grados de libertad.
Tabashnik et al (1987) reportsan que el efecto sobre el TSpe v
la pendiente es menor del @.01%

5. Tiempo de supervivencia de Hypothenemus hampeli a cultivos
de origen mono—esporico de Beauveria bassiafnd.

De las tres cepas que presentaron mayor virulencia en la
prueba antes descrita {( cepa 4, 14 v 15) se procedio a derivar
cinco cultivos provenientes de uwna sola copidia que fue
alslada segun la metodologia propuesta por French vy Hebert
{1988) . El problema encontrado al implementar dicha
metodologia fue la dificultad en extraer las conidias, ya que
al bajar el carro se perdia la ubicacidn de las conidias. Este
problema fue solucionado con el "punteado" al azar, con un
marcador (pilot) de punta fina, del fondo del plato de petri:
de esta forma se procedisa a ubicar la conidia que se
encontrada alrededor o sobre el "punto", se bajaba el carro v
se extrala la conidia la cual era transferida a un plato de
petri con medio de cultivo para su posterior ubicacidn vy
comprobacion que solo se habia extraido unma conidia.

La metodologia ¥ andlisis de los datos para la prueba de
virulencia de las tres cepas originales ("madres), mas las 15
cepas de origen mono-esporice en adultos de H. hampel fue
identico & lo expuesto en el inciso “FH

H. Tolerancia de Beauveria bassiana al oxicloruro de cobre.

Bl fungicida mas utilizado para el control de la roya del
Café (Hemileia vastatrix), para el caso de Honduras, es el
producto comerciaslizade como oxicloruro de cobre al 50%, De
trabajo anteriores (Rodriguez 1983; Alves 1984) sabemos gue H.
bassiana presenta caracteristicas de tolerancia & dicho
producto.

Debido a lo anterior se dispuso caracterizar la
tolerancia de las 10 cepas de H. bassiana, utilizadas en la
prueba de virulencla descrita en €1 1nciso “F*, al oxicloruro

de cobre. La eleccidn de la dosis empleads en la prueba se
determino por medio de una prueba preliminar donde se puso a
crecer H. bassiana en medio de cultivo gue contenia 50@, 1000,
1560, 2000 y 2500 ppm de i.a., observando que 1500 era el
punto para discriminar las cepas ya que con 2008 y 2508 se
efectaba g! crecimiento de las cepas.
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1. Metodologia.

Se prepararon platos de petri gue contenian medio de
cultivo con vy sin oxicloruro de cobre epn suspensidn a una
concentracison de 1500 ppm de i.a. de oxicloruro de cobre con
la misma metodologia expuesta en el incliso "C". La unica
diferencia fue gue, al medioc que contenia oxicloruro de cobre,
el producto fue adicionado al momento de homogenizar la mezcla
#n la licuadora (3 g de una formulacidn comercial al S@% por
litro de medioc}.

Se prepard indculo a 1x107 conidias/ml para todas las
cepas, usando la misma metodologia descrita anteriormente. EIl
inodculo fue preparado 12 horas antes de ser utilizado, durante
ese tiempo fue gusardado en una incubadora a una temperatura
aproximada de 2Z229C,.

Con ayuda de una micropipetea se depositaron 180 pl de la
suspension de indculo en el centro de cada plato de petri, en
la siembra de cada plato se realizaba una re-suspension del
indculo, los cuales una vez inoculados fueron mantenidos en
una habitacidn a una temperatura de 27 x 29C,

S

La tolerancia, al oxicloruro de cobre, de las cepas fue
evaluado por medio de la tasa de crecimiento micelial vy 1la

esporulacion. El didmetro del crecimiemto de micelio fue
tomado, con ayuda de una regla graduada en mm ("pie de rev"),
& partir de 1los ocho dias después de haber inoculado los
platos de petri. 8Se realizd un total de cimnco lecturas
espaciadas cada das dias sobre las mismas unidades

experimentales.

La esporulacion de la colonia fungsal entera fue medida un
dia después de hnaber tomado la ultima lectura de crecimiento;
s decir, 17 dias después de haber inoculado los platos. Para
tomar dicha variable se depositd, en cada plato, 19 cc de agua
destilada mas 3 gotas (con gotero) de Tween-BB vy con ayuda de
un pincel se suspendid el crecimiento micelial. FPara facilitar
2l conteo de las conidias se efectuaron tres diluciocnes
seriadas (1l9~7) a partir de la suspension original.,

2. Diseno experimental y anadlisis de datos.

Se empled un disefo completamente al azar con arreglo
factorial (18 x 2 x 4), compuesto por las 1@ cepas de BH.
bassiana por dos concentraciones de oxicloruro de cobre (@ v
15800 ppm de 1.a.}. Cada tratamiento estuvo representado por
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cuatro repeticiones, siendo la unidad experimental un plato de
petri.

Para el analisis del crecimiento micelial se calculd el
coeficiente de regresion (b) de la pendiente de la regresion
lineal del diametro sobre fecha de lectura para cada plato de
petri. Dicho andlisis se hizo usando el PROC REG de S5AS (SAS
Institute 1990). Los coeficientes fueron sometidos a un
andlisis de varianza, de acuerdo al disefo completamente al
azar descrito anteriormente. E]l andlisis de los residualrs,
usando la opcion PLAT NORMAL de PROC UNIVARIAIE de SAS, reveld
gque no  hubo desviacidn significativa de la distribucion
normal; por lo tanto se analizaron los datos originales.

El numero de conidias en un mililitro de la suspension de
micelio fue andlizado con base en el disedo completamente al
azar descrito anteriormente, teniendo como fuente de variacion
1@ cepas, dos concentraciones de oxicloruro de cobre Y su
interaccidn; usando la opcidn PRULC GLM de SAS., Bl andlisis de
los residuales, con base a la opcidn antes mencionada, reveld
una fTalta de normalidad; por 1o tanto los datos fueron
transformados a la raiz cuadrada antes de realizar el andlisis
de varianza.
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IV. RESULTADDS Y DISCUSIUON.

A. Tiempo de supervivencia de Hypothenemus hampei a 1@ cepas
de Beauveria bassiand.

En este ensayo existieron diferencias del tiempo
mediano de supervivencia (TSew) de H. hampei expuestos a cepas
de H. bassiana provenientes de diferentes zonas geograficas.

Las cuatro cepas que mostraron los menores valores de
TSww, con base en la mortalidad por micosis como de la
mortalidad total, fueron la 14, 4, 13 vy 180, en orden
decreciente de TSew. Con base en el criterio de traslape de
los limites de confianza, la cepa 14 no mostrd diferencia
significativa en comparacidn con las cepas 4, 15 vy 10, aungue
gl TSes fue significativamente menor que en las demds cepas
(Cuadros 1 v 2).

De las cepas extranjeras evaluadas, la de Brasil (21)
esta en el grupo de las menos virulentas, mientras que la
proveniente de Guatemala (15) v la de México (10) pertenecen
al grupo de mayor virulencia. .

Estos resultados concuerdan con otros estudios (NAS 1979,
McCoy et al. 198D; Da Silva y Diehl-Fleig 1988) en el sentido
de que existen diferencias en la virulencia de las cepas de 5.
bassiana que estdn aisladas geograficamente.

Para el caso, las cepas 4 y 1 (honduresas) mostraron un
TSse de 5.72 dias y 7.62 dias respectivamente. Estas cepas
fueron colectadas en sitios distanciados por 1@ Km
aproximadamente uno del otro. Esto demuestra gue aun dentro de
una pequena area puedsn existir cepas que muestran efectos
especificos al sitio de colecta, quizas las condiciones
locales de clima o0 manejo del cultivo, parecen ser mas
importantes que la magnitud geogrdfica en determinar niveles
de virulencia.

La habilidad para causar la muerte rapida del insecto
puede N0 %er la unica caracterislica deseable de un agente de
control microblial. Sin embargo, el tiempo corto entre las
generaciones del patogeno es uno de los factores que deberia
favorecer el uso del agente para inducir epizootias en el
campo. Resultados rdpidos tambien son deseables si una cepa se
contempla para uso en un insecticida microbial; entre menor el
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Cuadro 1. Tiempn de supervivencia de Hypothenemus hampeil,con
Lase i mortalidad por micusis, 4 11U cepas de
Beauveria bassiana.
L. C.(929%)=
Copa TSme -
(No) (dias)?t (Inf.-Sup.) Pendiente * EE =
14 2.94a (5.27-5.80) 19.81 £ 1.22 18.22
4 B.72a (0.49-6.01) 11.81 % 1.35 23.77
15 6.¥8ab (5.79-6.34) 11.89 + 1,33 19.93
1@ b.14abc {5.79-6.,02) 7.95 £ 1,08 18.3%
1a te 56 bod (6.721-6.99) B.33 + 1.16 1%.93
12 6.80 cde (6.40-/.29) H.90 £ 1.2¢4 Y.94
7 &.94 de (6.58-7.44) 8.60 = 1.28 &.92
21 7 .68 ef (7.10-8.44) 7.87 & 1,33 11.3%
1 7.62 ef (7.14-8.44) 8.18 * 1.4} 11.93
9 8.34 f (7.66-9.88) 7.77 * 1.84 B.36
+ T8ee con la misma letra no son diferentes con base en el

criterio de traslape de los limites de confianza con otras
cepas de la misma agrupacidn

= Limites de confianza al 95% de probabilidad
X*= = Chi-~cuadrada de Pearson
Cuadro 2. Tiempo de supervivencia de Hypothenemus hampei,con
base en mortalidad total, a 10 cepas de Heauveria
bassiana,
Lo C.{(95%)=
Cepa TSew
(No) (dias)?* (Inf.-Sup.) Pendiente £ EE X=
14 9.13a (4.84-5,39) .84 © 1.18 24.14
4 9.30a {5.00-5.58) F.62 £ 1.13 19.14
15 5.38ab (5.28-5.87) .37 £ 1.11 17.30
10 5.60ab (5.25-5,94) 7.64 £ 1.03 24.87
i8 5.99 be (D9.62-6.39) 7.17 £ 1.00 24,08
12 b4.44 cd (6.03-6.88) 7.26 F 1.04 12.14
7 .41 cd (6.86~6.92) 7.18 © 1.84 13.13
21 7.3 de {6.61-7.64) 7.65 t 1.14 19.84
1 7.36 de (6£.82-8.27) 6.38 = 1.@9 28,13
g 7.65 & (7.04-8.95) L.29 + 1.172 12.36
* TSew con la misma letra no son diferentes con base en el

> H

criterio de traslape de los limites de confianza com otras
cepas de la misma agrupacidn
Limites de confianza al 95% de probabilidad
= Chi-cuadrada de Pearson

=
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lapso de tiempo entre la aplicacion y el etecto, mayor
percepcion de eficacia. Con base en este critetio se deberia
considerar a las cepas 14, 4 v 15 como las mas promisoria, de
las cepas estudiadas, para usarlas en futuras pruebas del
control microbial de H. hampei. Es de mencionar que la cepa 10
no fue significativamente diferente de las antes mencionadas
con base en el valor de TSww.

lLas Cepas 14, 4 y 135 mostraron, para ambas mediciones de
mortalidad, las pendientes con mayor angulo de las lineas de
probit; esto sugiere que la mayor virulencia de estas cepas
fue asociada con la respuesta mids homogenea de los insectos.
En futuros trabajos seria util averiguar si esto se deba a que
las cepas menos virulentas sean mas heterogéneas, es decir que
conterngan ura proporcidn mayor de genotipos de menor
virulencia. 0Otra posible explicacidn podria ser gue exista
alguna interaccion no especificada entre cepas geneticamente
homogeneas y variacion genotipica o fenotipica de la poblacidn
de insectos(figura 2).

En forma general, los factores gue contribuyeron para la
manifestacion de la enfermedad en este biocensayo vy que fueron
estandaridos durante la prueba SOM {1) condiciones
ambientales, mediante condiciones similares de prueba; (2)
poblacion de H. hampei, a traves de la asignacion aleatoria de
insectos a los tratamientos (es de mencionar que probablemente
la poblacion insectil fue geneticamente heterogénea, vya gue
fue colectada originalmente del campo); y (3) las cepas de H.
bassiana, es lo que probablemente mas variacidn contribuyo,
siendo compuesto de colectas de poblaciones del hongo de
diversos lugares geograficos.

Asi =31 evidente quer, bajo estas condiciones
controladas, las diferencias detectadas de tiempao de
supervivencia se deben principalmente a 1la variabilidad
genetica presente en €1 grupo de cepas del hongo.

Es importante reconocer que un cambio de las condiciones
de prueba o de la poblacion de H. hampei podria cembiar la
magnitud de la {nteraccion v, por ende, 1os resul tados de las
pruebas, Debido a esto, cuando se habla de diferencias de
virulencia entre las cepas, s¢ entiende que esto debe
condicionarse por “"en esta poblacion de M. hampei bajo estas
condiciones de prueba®.

Otra fuente potencial de variacién fenotipica de las
cepas no fue controlada: no se realizd verificacion de la
viabilidad de las conidias antes de la prueba. Ya gue la
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Figura 2: HMortalidad par micosis v total vrs logaritmo de 1
tiempo de supervivencia de Hypothenemus hampel a L0

cepas de Beauveria bassiana.
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concentraciaon de esporas viables a la cual se exponen los
insectos se relaciona con el tiempo de supervivencias
diferencias en la viabilidad de las conidias potencialmente
podria qgenerar la variabilidad de respuesta que, &N la
discusidn anterior, se atribuve a diferencias de virulencia
entre las cepas agqui evaluadas. Existe evidencia indirecta qQue
la contribuclon de este tactor a la varlabllidad total no T
mayar ; los resultados reportados posteriormente sobre el
crecimiento de micelio en mediao de cultivo muestran
diferencias entre las cepas que no se relaciona con las
diferencias del tiempao de supervivencia. 5i existieran
diferenclas mayures e viabilidad de las conldlas gntre  las
cepas, podiria gsperarsge gue tanto la respuesta en
supervivencia y el crecimiento micelial serian afectados en
torma similer. Considerado junto con el hecho aque el manejo vy
manipuleo de las cepas antes de las pruebas fue estandarizado,
la evidencia antes menclionada sugiere que no sea probable gque
diferencias de viabilidatt de las conidias hubiwra contribuido
significativamente | la variabilidad del tiempo de
supervivencia.

No obstante a 1o anterior, es todavia posible gue wuna
parte o toda la variabilidad del tiempo de supervivencia sea
debida a diferencias de viabilidad de las conidias ¥, PRor lo
tanto, las conclusiones deberian aceptarse con cautela hasta
confirmarse en otras pruebas.

B. Tiempo de supervivencia de Hypothenemus hampei a cultivas
de origen mono-espdricos de HAerauveria bBassiana.

Con base en la mortalidad ocurrida por micosis ¥
mortalidad total, no existe variacion del TSese entre los
cultivos de origen mono-espdricos en compatracidn com los
cultivos "madres'", a excepcion de un cultivo mono-esporicos,
derivado de la cepa 15 (15-5), que fue el menos virulento v
mostro diferencia al ser comparado con los demas tultivos
(mono-espdricos y cepas "madres"). Esto demuestra que  la
poblacidn de las cepas 4, 14 v 15 son bastante homogéneas en
la expresion de la virulencia sobre la poblacidon de H. hampei
de Campamento, Olancho (Cuadros 3 y 4).

Posiblemente estos resultados se deban a que todas las
cepas fueron recolectadas de brotes de ataque de M. bassiana
en el campo. Bajo estas condiciones, es de gsperar gque ha
ocurrido cierto grado de seleccidn natural a favor de
genotipos del hongo con mayor virulencia Y qgue estos tendrian
una heterogeneidad reducida en comparacidn con la poblacion
total del hongo. Dicho de otra manera, habria una tendencia
para gue los brotes naturales sean causados principalmente por



27

Cuadrao 3. Tiempo de supervivencia de Hypothenemus hampei, con
base en mortalidad por micosis, a 15 cultivos de
origen mono~-espéricoe vrs cepas originales de
Beauveria bassiana.

L. C.(95%)"

Cepa TS me

(No) (diasg)* (Inf.-Sup.) FPendiente * EE xX=
4 6.87a (9.77-4.38) .75  1.20 17.84
4-1 5.9%9a ({3.78-6.29) 1.0 + 1.21 13.98
4-2 6.13a (H5.82-46.45) ?.47 £ 1.19 12.89
43 &.24a {5.92~6.60) 8.80 * 1.15 13.25
4-4 6.13a (5.82-6.45) 9.32 + 1.18 15.10
4-5 &.8%a (5.83-6.36) 12.26 + 1.46 11.45
14 &.17a (5.89-6.45) 11.25 £ 1.38 13.34
14-1 9.97a (9.70-46.24) 11.45 * 1.34 14.45
14-2 6.1%a (5.90~6.49) 12.40 %= 1.29 12.85
14-3 b.22a {3.794--46.92) 18.87 + 1.34 17.18
14-4 6.85a (56.77-6.32) 10,83 £ 1.24 18.41%
14-5 5.98a {(5.70~6.28) 1@.60 & 1.32 F.31
135 6.23a {3.89~-4&.60- 8.28 & 1.89 16.30
15-1 6.23a (53.95-4.82) 11.03 + 1.34 11,37
15-2 b.25a (5.97-4.350) 19.868 £ 1,33 16,29
15-3 &.36a (&£.04-6,.74) 8.89  1.17 11.43
154 6.24a {9.93-6.59) ?.85 = 1.17 13.72
15-5 7.98 b (7.17-9.78) 5.G4 * 1,04 1@.17
T TSwew con la misma letra ng son diferentes con base en el

criterio de traslape de los limites de confianza com otras
cepas de la misma agrupacionm
Limites de confianza al 997 de probabilidad
Chi~cuadrada de Pearson

=
=
Xx= =
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Cuadro 4. Tiempo de supervivencia de Hypothenemus hampei, con
base en mortalidad total, a 15 cepas de origen mono-
espdrico vis cepas originales de Beauveria bassiana.

L. C.(95%)F

Cepa TSee

(Ng) {dias)* (Inf.~-Sup.) Pendiente * EE K=
& 5.85a (5.58~6.12) 11.38 £ 1.31 16.79
4-1 9.46a (9.22-5.71) 12.62 = 1.41 22.79
4-2 5.73a (5.43-6.03) F.42 £ 1.13 17.96
4-3 5.73a (5.42-6.04) 8.90 + 1,10 14.93
4--4 5.78a {9.49-6.07) 10.02 = 1.18 19.89
4-5 5.463a (5.35-5.91) 19.24 £ 1.18 18.62
14 5.81la (5.,33-6.09) 183.48 + 1.23 14,72
14~1 5.78a (5,43~-5.97) 19.88 £ 1.24 19.53
14-2 5.87a (95.98~-46.14) 1@.47 + 1.23 12.48
14-3 5.79a (5.41~6.18) .93 & 1.42 26.87
14-4 5.66a {53.37-5.94) ?.81L £ 1.11 16.91
14-5 5,52a (5.26-9.,79) 11.00 * 1.29 13.70
15 5.93a (5.45-6.22) - 16.36 + 1.22 17.09
15~1 5.94a (D.68B~6.20) 12.@0 = 1.37 13.56
15-2 0.99a (9.7L-6.27) i9.8% + 1.27 20.45
15-3 5.94a (5.63-6.27) 8.82 £ 1.12 23.67
15-4 5,92a {D.63-6.24) .37 £ 1.15 16.55
15-5 7.23b (&.69-8,09) 6.18 & 1.06 12.95
2 TSwe con la misma letra no son diferentes con base en @l

ctriterio de traslape de los limites de confianza con otras
cepas de la misma agrupsacidn

= Limites de confianza al 95% de probabilidad

X= = Chi-cuadrada de Pearson
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genctipos con mayor virulencia del hongo Y que estos
dominarian a otros gencotipos en una muestra sacada de insectos
muertos.

Resultados diferentes a estos fueron encontrados por
Samsinakova y Kalalova (1983); estos autores reportan aque
ciltivos de origen mono-espdricos de H. bassiana fueron mas
virulentos gue las cepas "madres®.

Las pendientes de la linea de probit para los datos de
mortalidad por micosis y mortalidad total no evidencian
ninguna diferencia significativa entre cepas "madres" {(multi-
esporicas) y las cepas mono-esporicas. La cepa mono-esporica
15-5 tuvo la pendiente menor en comparacion con dos de las
otras cepas mono-esporicas derivadas de la cepa 19 (195-2 y 15—
3); pero, no hubo ninguna otra diferencia significativa entre
cepas mono-esporicas derivadas de la misma cepa madre. Estos
resultados apoyan la conclusion anterior de homogeneidad en su
virulencia {(Figura 3, 4 vy 95).
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£. Tolerancia de Heauveria bassiana al oxicloruro de cobre.

Todas las cepas sufrieron una reducclidn significativa de
ia tasa de crecimiento micelial y de la esporulacidn en el
medio contaminado con 15800 ppm de oxicloruro de cobre (Cuadro
9). Bin embargo, las cepas poseleron diferentes grados de
tolerancia a la concentracion de 1500 ppm i.a. de oxicloruro
de cobre, con base & las variables evaluadas (Cuadros & y 7)

lLas cuatro cepas que mostraron las mayores tasas de
crecimiento micelial (diametro en mm/ 2 dias}, en &
tratamiento con oxicloruro de cobre, fueron, en orden
decreciente, la %9, 21, 14 vy 1@. No encontrando diferencla
entre ellas (Cuadro 6}.

En cuanto a la esporulacion en presencia de oxicloruro de
cobre, existid poca variacidn en la respuesta entre las cepas.
De las 10 cepas, siete presentaron los mejores promedios de
gsporulacidn sin existir diferencias estadisticas entre ellas.
Las tres cepas que presentaron los menogres promedios de
esporulacion ¥y que segun la prueba Duncan son estadisticamente
diferentes que las siete cepas antes mencionadas son: 1a 1, 4
y 9 (Cuadro 7).

Es de hacer notar que las cepas 1@ vy 14 ademds de
pertenecer al grupo de mavor virulencia se ubicaron en el
grupo de cepas que presentaron las mavores tasas de
crecimiento micelial y esporulacidn en presencia de oxicloruro
de cobre. Esta caracteristica les confiere la condicion de
promisorias para ser incluidas en futuras investigaciones.

Cuadro 9: Resultados parciales de andlisis de varianza de la
tasa de crecimiento de micelio (diametro en mm/ 2 dias) v
esporulacién del cultiveo (4 conidias/ml) de 10 cepas de
Beauveria bassiana en dos concentraciones de oxicloruro -de
cobre.

Tasa de Crec. Mic. Esporulacidn prom.
F. V. gl PR>F gl PR>F
Cepas {(A) 9 @.000] 9 0.0001
Con. oxicloruro
de cobre (B) 1 2.0001 1 g.0061
A x B 9 2.2001 9 @.@33
CV% 13.41 16.37
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Cuadro 4. Tasa de crecimiento micelial{diametro en mm/2 dias)
de 10 cepas de FPepauveria bassiana sobre un medio
de cultivo con 1590@ ppm i.a. de oxicloruro de cobre.

Cepa Crecimiento Duncan *
(No) (mm/2 dias)

? 18.@52 A
21 F.117 AB

14 8.5%07 AB

1@ 8.197 ABC
15 7617 BC

4 6937 BC
1z b.712 BC

7 bh.2862 cD
1 4,213 DE
18 3.687 E

* Medias con diferentes letras difieren significativamente
al @.05 segun la prueba de Duncan.

Cuadro 7. Esporulacion promedic (conidias/ml) de 10 cepas de
Beauverida bassiana despues de 17 dias de
ser inoculadas sobre un medic con 158@ ppm i.a. de
oxicloruro de cobre.

Cepa
(No.) conidiasxl@~ feonidias?t
21 H175.0 2457.0 A
14 5000.06 2220.7 AB
7 4637.5 2145.2 AB
10 4625.9 2143.9 AB
12 4587.5 2131.1 AB
i8 3437.5 1844.1 ABC
15 $237.0 1786.2 ABC
1 3180.06 1755.8 BC
4 2782.5 1652.8 BC
g 1912.5 1319.1 C

i Medias con diferentes letras difieren significativamente
al @.805 segun la prueba de Duncan.

Parece gue no existe relacion consistente entre tasa de
crecimiento y esporulacion de las cepas. Por ejemplo, la ceps
%Y que presentd la mayor tasa de crecimiento, tuvo el menor
promedio de esporulacidn., Esta tendencia no es generalizada
para todas las cepas, pareciera que esta relacidn esta
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gobernada por factores intrinsecos de cada cepa,; por lo que no
podemos generalizar (Figura & vy 7).

.o observado puede explicarse por el hecho que se ha
documentado que no existe relacidn entre crecimiento vy
esporulacion. Para el caso, Peloso (1989) trabajando con
Cercospora coffeicola encontrd valores de coeficiente de
correlacion de Pearson (r), entre esporulacidn y diametro de
la coionia, proximos a cero e incluso valores negativos. Asi
mismo, Alves et al. 1979 evaluando el efectoc del fotoperiodo
en el crecimiento y esporulacién de B. bassiana, encontraron
que los tratamientos con medias de crecimiento, méxima vy
minima (443.462 Y 248.38 mm=) presentaron valores de
esporulacion de ©0.53 y 3.97 x 18® conidias/ml (los valores
minimos y maximos de esporulacién fueron @.53 vy 6.70).
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V. CONCLUSIONES.

Existen diferencias de virulencia entre cepas de H.
bassiana aisladas geogrdficamente, aun dentro de un 4area
peguerna, sobre la poblacidn de H.hampei de Campamentbo,
Olancho,

Las cepas 4, 14, 19 10 son las mas virulentas sobre la
poblacion de H. hampei de Campamento, Glancho.

Las cepas 4, 14 y 15 no presentaron genotipos de mayor
virulencia, esto no descarta la utilizacidn de cultivos
mono—-esporicos como técnica para separar genotipos con
mayor virulencia.

Las cepas evaluadas poseen diferentes niveles de tolerancia
a 15@0 ppm i.a. de oxicloruro de cobre.

l.as cepas que presentaron les mavores tasas de crecimiemto
micelial (diametro en mm/2 dias) en presencia de 150@ ppm
i.8. de oxicloruro de cobre fueron la 21, 9,10 v 14,

Existio poca variacidn en la esporulacidn de las cepas en
presencia de oxicloruro de cobre, De las 10 cepas
evaluadas, siete presentaron los mejores promedios de
gsporulacion sin existir diferencias estadisticas entre
gllas. Las tres cepas qgue presentaron los menores valores
de esporulacion y gue resultaron ser diferentes gue las
siete antes mencionadas fueron: la 1, 4 vy 2.

Las cepas 19 y 14 presentaron las mejores caracteristicas:
mejor tasa de crecimiento micelial; mavores promedios de
esporulacidn en oxicloruro de cobre; vy mayor virulencia,
por lo que deben ser consideradas para futuras evaluacién.

En las cepas =valuadas no existe relacion consistente
entre tasa de crecimiento micelial v esporulacion.




-8

V1. RECOMENDACIGNES.
prioridad para ser

tenar
PBeauveria bassiana

14 deberian
de

Las cepas 10 vy
futuras evaluacliones

1.-
incluidas en
para el control de Hypothenemus hampei.

2.— Evaluar las otras cepas recolectadas en este estudio.

a nivel de laboratorio, tomar

3I.— Para futuras evaluaciones,

en cuentats

H. hampei de reconocida

Trabajar con una poblacidn de

a .
homogeneidad genetica.
la

la fuente de variacidon debido a
de indculo vy

conidias; potencial
cultiva de las

b.-~ Tomar en cuenta
por medic de

viabilidad de las
el namero de pasadas

cepas en estudio.
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Anexa 1: Mortalidad por micdsis y total wvrs lagaritmo del
tiempo de supervivencia, linea probit vy medias
abservadas, de Hypothenemus hampel a 1@ cepas de
Beauveria bassiana
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Anexo 2Z:

Mortalidad por micosis y total wrs logaritmo del
tiempo de supervivencia, linea de probit y medias
observadas, de Hypothenemus hampel a las cepes 14, 4
y 15 vy sBus respectivos cultivos de origen mono-
epporicos.
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fAnexo A

Andlisis de varianza de la tasa de cqrecimiento
micelial (diametro en mm/2 dias) de 18 cepas de
PBeauveria bassiana sobre un medio de cultive con
doe concentraciones de oxicloruro de cobre (@ vy
15900 ppm i.a.)

F. V. gl S0 F PR>F
Cepas (A) 9 117.10 &6.06 0.0001
Con. oxicloruro
de cobre 1 B89 . 3d 448.35 B.Bkyel

A % B 9 BY.51 B0 WL e
Error fatti] 119.02

C.V. (%) 13.41

R= @.90

Anexo 4:

Andlisis de varianza de 1a esporulacion promedio
(fconidias/ml) de 1@ cepas de HAeauveria bassiana
despues de 17 dias de ser inoculadas sobre un
medio de cultivo con dos concentraciones de
oxicloruro de cobre (0@ v LOVUD ppm i.&8.)

F. V. gl sC - PR>F
Cepas (A) g F658320.46 0.93 O.0081
LCon. oxicloruro
de cobre 1 I4Q013379.03 187.98 0.0091

A % B G 3617136.62 2.22 @.0327
Error &@ 12856346.39

C.V.(%) 16.37

R= @.81
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Codigos utilizados en el laboratorio de Diagnostico del Ares
de Fitoproteccidén en CATIE, Turrialba, Costa Rica, C.A..
Para identificar las 19 cepas utilizadas en el presente
ENngayo,

Cepa Procedencila Cod. Lab. M.I.P
1 - El Tigre, La Fe, Sta. Barbara, Hon. B5® - B5H3
4 - El Tigre, La Fe, Sta. Barbara, Hon. 862 - B85
7 - Loma Alta, Sn. Jerénimo, Com., Hon. 874 - 877
8 -~ Nva. Suyapa, Campamento. Olancho. Hon. 882 - 885

12 - Tapachula, Chiapas, Méxlco. B86 - B&Y

12 - La Nava, Guaimaca, Fco. Morazan, Hon. BO4 -~ B8B7

14 - El Nance, Campamento, Olancho, Hon. oL - veb

15 - Guatemala (ANACAFE) Pe6 -~ B

21 ~ bb- Brasil (aislado de broca) 926 - 929

Para solicitud de cepas contactar con:

1.~ Elkin Bustamante (Ph. D.)
CATIE, Turrlalba, 7179
Proyecto MIP.

Costa Rica, C.A.

2.~ Nestor Macias Tronconi (M. Sc.)
Instituto Hondurefio del Cafe.
Laeb. de Fitopatologia,
San Pedro Sula, Honduras, C.A.



ANEXO 5. Los codigos de accepitdn del Laboratorio de Diagnéstico del
CATIE para cepas adicionales de Beauveria bassiana alsladas de H.

hampel en Honduras {(salvo que se egpecifica lo contrario) que no

fueron evaluadas.

Lugar de origen m.s.rn.m.
La Fé&, Sta Barbara 650700

Pefia Blanca, Sta Barbars BT7TH-725
Boguitags, Ilama, Sta Barbara -
Lag Crucitas, San Jerdnimo,

Comayagua 19001200
Tres Pinos, San Jerodnimo

Comayagua 1008~ 1200
Campamento, OUlancho Boo- 1000
Campamento, Olancho Bo0-1000
Desconocido -
Desconocido -
Desconocido -

Francia (HBeauveria tenella)
Brasil (huéeswved: Cosmopolltes sordildus)
Bragsil (huésped: Atta sexdens)

1 pegln Holdridge

Zona de
Vidal

bmh~8t
bmh-s8t
bmh-8t

bh-st

bh-at
bmh-gt
bmh-s8t

No de

Accesgidn
Bb4 a BET
868 a B61
B66 a BB9
879 a BT3
H78 a BRI
B9 s 893
B9B a 991
919 a 913
914 a 917
922 a 9zb
Ud¥ a VI3
934 a 937
838 a 941
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