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ESPORULACIÓN, GERMINACIÓN Y PATOGENICIDAD
DE AISLAMIENTOS MONOESPÓRICOS DE  Beauveria bassiana

María Nancy Estrada-Vélez*; Patricia Eugenia Vélez-Arango**; Esther Cecilia Montoya- Restrepo**;
Alex Enrique Bustillo-Pardey***

ABSTRACT

From a multispore isolate of the fungus B. bassiana Bb 9205, pathogenic to the coffee berry borer (CBB)
Hypothenemus hampei, two multispore sources were obtained and from each one of these the stability of
pathogenicity, germination and spore production of monospore cultures were evaluated, after three subcultures,
non-activated and activated throughout the CBB.  The variance analysis showed differences at the first source
(p=0,05) between monospore and multispore cultures, with higher mortality and germination percentage in the
multispore ones. In the cultures taken from the second source, statistical differences (p=0,05) related to the spore
production were observed, with a higher production in the monospore cultures.  In the process of subcultures, the
monospore taken from the second source, were statistically equal in the second SRB subculture for the germination
variable, whereas for the CBB mortality variable the response was similar in all the SRB subcultures. The results
show that the evaluated monospore population was more variable than the multispore one; however, some
monospore cultures showed uniformity throughout subcultures. Although was not observed in the evaluated
monospore cultures a  direct relationship between the mortality and the other parameters, some of them showed
higher germination and/or sporulation that can be useful in selection of isolates against CBB. In general, it was
observed that monospore cultures can be an alternative to obtain recombinants with desirable  properties in  strain
breeding  programmes to  the control  of  this  insect  pest.

Keywords: Monospore cultures,  multispore cultures, Beauveria bassiana,   Hypothenemus hampei, pathogenicity,
germination, sporulation, subcultures.
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RESUMEN

ESTRADA V., M.N.; VÉLEZ A., P.E.; MONTOYA R., E.C.; BUSTILLO P., A.E. Esporulación, germinación
y patogenicidad de aislamientos monoespóricos de Beauveria bassiana. Cenicafé 50(1): 49-65. 1999.

A partir de un aislamiento multiespórico de Beauveria bassiana, Bb 9205, patogénico a la broca del café,
Hypothenemus hampei, se obtuvieron dos fuentes multiespóricas de las cuales se evaluó, en cultivos monoespóricos,
la estabilidad de la patogenicidad, la germinación y la producción de esporas luego de tres subcultivos sin reactivar
(SRB) y reactivados en la broca del café (RB). La primera fuente mostró diferencias (p=0,05) entre cultivos
monoespóricos y multiespóricos, con mayor mortalidad y germinación en estos últimos. Entre aquellos procedentes
de la segunda fuente se observaron diferencias (p=0,05) en producción de esporas, con mayores valores en los
cultivos monoespóricos. En los subcultivos, los monoespóricos de la segunda fuente mostraron igualdad en el
segundo subcultivo SRB en la germinación, mientras que para mortalidad sobre la broca el comportamiento fue
similar en los tres subcultivos SRB. Resultó más variable la población monoespórica que la multiespórica, pero en
algunos monoespóricos se obtuvo uniformidad a través de los subcultivos. No se observó en los monoespóricos una
relación directa entre mortalidad y otros parámetros pero algunos mostraron germinación alta y/o esporulación,
características útiles en la selección de aislamientos para el manejo integrado de la broca. Los cultivos monoespóricos
pueden ser la alternativa para la obtención de recombinantes con propiedades deseables en programas de
mejoramiento de cepas.

Palabras claves: Cultivos monoespóricos, cultivos multiespóricos, Beauveria bassiana, Hypothenemus hampei,
patogenicidad,  germinación, esporulación, subcultivos.
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El uso de los hongos entomopatógenos Beau-
veria bassiana y Metarhizium anisopliae cons-
tituye una herramienta para el control de insec-
tos en cultivos de importancia económica. En
Colombia, estos hongos han sido registrados
atacando la broca del café, Hypothenemus
hampei, en condiciones naturales (2, 3, 27). El
programa de Manejo Integrado de la Broca del
café incluye el uso de B. bassiana como una
alternativa de control de este insecto plaga; sin
embargo, los estudios de campo no han mostra-
do altos porcentajes de mortalidad de la broca
por efecto de este hongo (1), por lo cual, se hace
indispensable conocer más los aspectos rela-
cionados con su eficiencia en el campo.

Milner (15) afirma que el principal requeri-
miento para la selección óptima de un agente
biológico es la virulencia; sin embargo, en el
campo esta condición está determinada por
características muy complejas (11, 16), que no
pueden cuantificarse totalmente en condicio-
nes de laboratorio. La ingeniería genética ha
hecho posible insertar en los hongos utilizados
en control biológico, genes que codifiquen para
la producción de toxinas o que induzcan la
producción de enzimas que faciliten la degra-
dación de la cutícula de los insectos y por ende,
la penetración (29); de esta manera ha permiti-
do obtener características óptimas de virulen-
cia en un microorganismo para producir un
insecticida efectivo.

En la literatura se registran variaciones en
los hongos entomopatógenos en cuanto a las
características morfológicas, culturales y
patogénicas (17, 18). Por tanto, en aislamientos
de B. bassiana y M. anisopliae se ha observado
disminución de la virulencia luego que se trans-
fieren a medios artificiales (7, 22).  Las condi-
ciones de incubación y los componentes del
sustrato donde se cultivan estos agentes bioló-
gicos (25), al igual que su origen geográfico y
el estado fisiológico del hospedante (4, 7, 9,
10), influyen en la respuesta. Sin embargo, la
pérdida de estas propiedades en los

hyphomycetos entomopatógenos puede ser re-
cuperada mediante subcultivos en el
hospedante, caso específico del hongo B. bas-
siana (12, 22). En M. anisopliae la capacidad
de causar infección se conserva relativamente
estable a través de los subcultivos (8,20).

Feng y Johnson (9) registraron variación en
la virulencia de seis aislamientos del hongo
Beauveria bassiana sobre Diuraphis noxia
(Homoptera: Aphididae). Estas variaciones
sugieren que el insecto hospedante, las caracte-
rísticas de crecimiento, esporulación del hongo
y su origen geográfico, son un indicador proba-
ble de la virulencia de un aislamiento específi-
co. Doberski (4) encontró resultados similares
al evaluar B. bassiana, M. anisopliae y P.
farinosus sobre larvas y adultos de Scolytus
scolytus.

Hooker (14), afirma que los cultivos
monoespóricos del hongo Septoria avenae va-
rían pero tienen un alto grado de estabilidad en
los subcultivos. Teóricamente, la variabilidad
en las características evaluadas  puede deberse
a un proceso de mutación continua y a la
subsecuente asociación vegetativa de diferen-
tes tipos de núcleos,  fenómeno denominado
heterocariosis (26). Sin embargo, al cabo de
varias transferencias se obtiene la uniformidad
debido al  intercambio  de núcleos genética-
mente parecidos durante la formación de espo-
ras (14).

Samsinakova y Kalalova (21) evaluaron la
patogenicidad de aislamientos monoespóricos
del hongo B. bassiana sobre larvas de Galleria
mellonella y encontraron mutaciones en los
aislamientos, con aumento en la virulencia con
respecto al aislamiento original.

Hall (13), evaluó la patogenicidad de aisla-
mientos monoespóricos y multiespóricos del
hongo Verticillium lecanii sobre Macrosi-
phoniella sanborni, en subcultivos realizados
sobre un medio artificial y pasados a través del
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Figura 1. Esquema del procedimiento utilizado para la evaluación de cultivos monoespóricos y multiespóricos del hongo
Beauveria bassiana.

MATERIALES Y MÉTODOS

Aislamientos: A partir de un cultivo
multiespórico del hongo B. bassiana Bb 9205,
aislado originalmente de Diatraea saccharalis
(Fabricius) (Lepidoptera: Pyralidae), segundo
pase reactivado en broca y cultivado en SDA
acidificado (1ml de ácido láctico al 44%  por
cada 100ml de medio) se tomaron dos fuentes
multiespóricas (dos subcultivos multiespóricos
en medio SDA).  De cada fuente multiespórica
se obtuvieron y evaluaron 15 y 10 cultivos
monoespóricos, respectivamente y se compa-
raron frente al mismo número de cultivos
multiespóricos obtenidos de cada fuente. Pos-
teriormente, se evaluaron cultivos mono-
espóricos SRB (no reactivados en broca del
café) y RB (reactivados en la broca del café), al
cabo de tres subcultivos, con el fin de observar
la estabilidad de las características:
patogenicidad, germinación y producción de
esporas (Figura 1).

insecto hospedante. Los resultados mostraron
características de patogenicidad estables du-
rante los subcultivos en ambas clases de aisla-
mientos, tanto en medio artificial como al ser
reactivados en el hospedante.

De los resultados que se han generado de las
investigaciones realizadas con los cultivos
monoespóricos (6) se deduce que éstos presen-
tan características de patogenicidad,
germinación y producción de esporas superio-
res a los cultivos multiespóricos, lo cual permi-
te su selección con fines de mejoramiento de
cepas.  Teniendo en cuenta las consideraciones
anteriores, el presente estudio tuvo como obje-
tivo primordial evaluar la patogenicidad,
germinación y producción de esporas de culti-
vos monoespóricos del hongo B. bassiana a
través de subcultivos sin reactivar en broca
(SRB) y pasados a través del hospedante (RB),
con el fin de observar la estabilidad de estas
características a través del tiempo.

Fuentes
multiespóricas (2)

C. monoespóricos

C. multiespóricos

C. multiespóricos

 C. monoespóricos

SDA

Tres pases SRB

0,1 ml solución de trabajo

Tres pases  RBBb 9205
2o. pase RB
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Obtención de cultivos monoespóricos y
multiespóricos. El procedimiento para obtener
los cultivos monoespóricos se llevó a cabo
según la metodología desarrollada por Estrada
(5). Para la obtención de los cultivos
multiespóricos se tomaron 0,1ml de una sus-
pensión de esporas (3x105 esporas/ml) y se
realizó la siembra masiva en cajas de petri con
SDA acidificado. La incubación se realizó du-
rante 30 días a una temperatura de 25°C y luz
constante.

Estabilidad de los cultivos SRB y RB. Con el
fin de evaluar la estabilidad de las característi-
cas patogenicidad, germinación y producción
de esporas en los diferentes tipos de cultivo, se
utilizó el siguiente procedimiento: A partir de
la suspensión de esporas del aislamiento
monoespórico original se tomaron 0,1ml y se
hizo la siembra masiva en cajas de petri con
SDA. Luego se llevaron a incubación a 25°C
durante 30 días, en luz constante.  Este mismo
procedimiento se realizó para los tres subcultivos
SRB (Figura 1).

Paralelamente y a partir de la suspensión de
esporas del aislamiento monoespórico original,
se tomó parte del inóculo y se inocularon adul-
tos de broca, previamente desinfestados en
hipoclorito de sodio al 0,5%, durante 2 minu-
tos. Posteriormente se transfirió una broca in-
fectada con el hongo a cajas de petri con el
medio con SDA acidificado y se llevó a incuba-
ción a 25°C, durante 30 días, en luz constante.
Este mismo procedimiento se realizó para los
tres subcultivos RB (Figura 1).

Con el fin de asegurar uniformidad del
material biológico por evaluar, se preservó la
suspensión de concentración conocida de es-
poras del hongo mediante almacenamiento
en  glicerol  al  10%,  a  una  temperatura  de
-25°C.

Variables de respuesta. Producción de espo-
ras por caja de petri. Cada uno de los aisla-

mientos se cultivó en cajas de petri con SDA
acidificado y una vez obtenido el cultivo
esporulado al cabo de 30 días, se depositó en
matraces esterilizados que contenían 50ml de
agua destilada estéril y se agitó en un vortex
durante un minuto para remover las esporas.
Partiendo de la suspensión inicial obtenida se
realizaron las observaciones en el microscopio
con objetivo de 40X, en aquellas diluciones que
facilitaron el recuento de esporas en el
hemocitómetro. La unidad experimental fue un
tubo de ensayo con la suspensión de esporas y
se realizaron seis recuentos por evaluación
(28).

Porcentaje de germinación. Se evaluó a partir
de la dilución 10-2 proveniente de la suspensión
inicial de esporas. Para ello se tomaron diez
alícuotas de 5µl y se depositaron sobre el medio
SDA acidificado; al cabo de 48 horas se tiñeron
con azul de lactofenol.  Se determinó entonces
en cinco campos microscópicos por alícuota, el
número de esporas germinadas y no germina-
das. Una espora se consideró germinada cuan-
do el tubo germinativo superó el diámetro de la
espora. La unidad experimental fue la caja de
petri con el medio SDA, en la cual se evaluó el
porcentaje de esporas germinadas y no germi-
nadas mediante observación en el microscopio
de luz con el objetivo de 40X (28).

Patogenicidad. Para evaluar el efecto de B.
bassiana sobre H. hampei, se sumergieron los
adulltos en una suspensión de 1x107 esporas/ml
del hongo, durante 2 minutos. Los adultos
habían sido desinfestados previamente en
hipoclorito de sodio al 0,5%. Se colocaron
individualmente en un vial de vidrio con un
disco de papel toalla humedecido con agua
destilada estéril y se realizó un seguimiento
observándose los síntomas y signos de la enfer-
medad causada por el hongo en el estereoscopio
durante diez días. Como unidad experimental
se tomó el vial con la broca y se emplearon
cuatro repeticiones por tratamiento, cada una
con diez individuos (12, 28).
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Análisis estadístico. La información se analizó
estimando los promedios y los límites de con-
fianza (P=0,05) de la producción de esporas,
germinación y patogenicidad a la broca del
café, de los aislamientos monoespóricos y
multiespóricos. En el caso de los monoespóricos,
a través de subcultivos, se hizo un análisis de
varianza de una vía con aquellos aislamientos
que presentaron mortalidad sobre la broca entre
0,6 y 100%.  Para la comparación de promedios
de los aislamientos monoespóricos a través de
los subcultivos se utilizó la prueba de Tukey al
5%.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Se presentaron diferencias entre cultivos
monoespóricos y multiespóricos procedentes
de la primera fuente multiespórica para las
variables evaluadas, mientras que en la segun-
da fuente se presentó un comportamiento más
homogéneo de los cultivos en dichas variables,
a excepción de la variable producción de espo-
ras.

Primera fuente multiespórica. El análisis de
varianza mostró diferencias entre los cultivos

TABLA 1. Promedios de valores de mortalidad sobre la broca del café, germinación y producción de esporas de los cultivos
monoespóricos y multiespóricos de  B. bassiana,  procedentes de la primera y segunda fuente multiespórica.

Porcentaje Porcentaje Producción de
de mortalidad de germinación esporas/caja

petri (107)

Intervalo de Intervalo de Intervalo de
Cultivos confianza  al 5% confianza  al  5%             confianza al  5%
de
Beauveria bassiana X Lim. inf Lim. sup. X Lim.Inf Lim. sup. X     Lim.Inf Lim. sup.

Primera fuente  Monoespóricos  47,9  37,63  58,13  67,9  62,11  73,69  6,1  5,12  7,08
Multiespórica  Multiespóricos  80,3  89,58  71,02  84,6  88,52  80,68  3,7  3,53  3,87

Segunda fuente  Monoespóricos  76,4  69,8  83,0  86,7  83,06  90,34  3,5  3,03  3,97
Multiespórica  Multiespóricos  64,7  56,09  78,31  81,5  75,87  87,13  2,4  1,55  3,25

monoespóricos y multiespóricos (P=0,05) para
las variables porcentaje de mortalidad, produc-
ción de esporas y germinación (Tabla 1). Los
mayores promedios de mortalidad y
germinación se presentaron en los cultivos
multiespóricos, mientras que en los cultivos
monoespóricos se presentaron mayores prome-
dios de producción de esporas, según la prueba
de t al 5%.

La Tabla 2 muestra el porcentaje de morta-
lidad sobre la broca de cada uno de los cultivos
monoespóricos y multiespóricos, para lo cual,
el análisis de varianza sólo mostró diferencias
estadísticas (P=0,05%) entre los monoespóricos,
encontrándose que el 20% de éstos no presen-
taron ningún efecto de mortalidad sobre la
broca. En cuanto a las variables porcentaje de
germinación y producción de esporas, el  aná-
lisis de varianza mostró diferencias estadísticas
(P=0,05%) tanto entre los monoespóricos como
en los cultivos multiespóricos.

Teniendo en cuenta el porcentaje medio de
mortalidad a la broca de los monoespóricos,
éstos presentaron dos grupos bien definidos:
mayores de 70% y menores del 42%, mientras
que en los cultivos multiespóricos el porcentaje
de mortalidad fue mayor del 69,5% (Tabla 2).



54 Cenicafé, 50(1):49-65. 1999

T
A

B
LA

 2
.

P
or

ce
nt

aj
e 

de
 m

or
ta

lid
ad

 s
ob

re
 la

 b
ro

ca
 d

el
 c

af
é 

(
H

. 
h

a
m

p
e

i),
 g

er
m

in
ac

ió
n 

y 
pr

od
uc

ci
ón

 d
e 

es
po

ra
s,

 d
e 

cu
lti

vo
s 

m
on

oe
sp

ór
ic

os
 y

 m
ul

tie
sp

ór
ic

os
 d

e 
B

e
a

u
ve

ri
a

b
a

ss
ia

n
a p

ro
ce

de
nt

es
 d

e 
la

 p
rim

er
a 

fu
en

te
 m

ul
tie

sp
ór

ic
a.

C
ul

tiv
os

P
R

IM
E

R
A

  F
U

E
N

T
E

  M
U

LT
IE

S
P

Ó
R

IC
A

M
on

oe
sp

ór
ic

os
ob

te
ni

do
s

P
or

ce
nt

aj
e 

de
 M

or
ta

lid
ad

P
or

ce
nt

aj
e 

de
 G

er
m

in
ac

ió
n

 P
ro

du
cc

ió
n 

de
 e

sp
or

as
/c

aj
a 

pe
tr

i  
(1

0
7 
)

de
 B

b 
92

05
C

ul
tiv

os
C

ul
tiv

os
C

ul
tiv

os
C

ul
tiv

os
C

ul
tiv

os
C

ul
tiv

os
M

on
oe

sp
ór

ic
os

M
ul

tie
sp

ór
ic

os
M

on
oe

sp
ór

ic
os

M
ul

tie
sp

ór
ic

os
M

on
oe

sp
ór

ic
os

M
ul

tie
sp

ór
ic

os

X
C

V
X

C
V

X
C

V
X

C
V

X
C

V
X

C
V

B
b 

96
01

 8
0,

0 
 a

*
 2

2,
8

 8
0,

0 
 a

 2
7,

0
 9

2,
9 

a
 4

,1
 8

7,
6 

bc
 5

,8
 6

,7
 a

bc
d

 4
2,

1
 2

,5
 f

 3
3,

5

B
b 

96
02

 8
5,

0 
 a

 1
5,

2
 8

1,
9 

 a
 1

2,
0

 9
4,

2 
a

 4
,2

 8
0,

2 
de

f
 5

,7
 5

,8
 b

cd
 2

9,
5

 2
,7

 e
f

 3
0,

6

B
b 

96
03

 7
4,

7 
 a

b
 4

1,
4

 8
5,

0 
 a

 1
5,

2
 9

0,
1 

a
 6

,4
 7

3,
4f

g
 1

0,
2

 8
,2

 a
b

 3
8,

3
 3

,2
 c

de
f

 4
6,

5

B
b 

96
04

 4
0,

0 
 b

c
 3

5,
3

 9
0,

0 
 a

 9
0,

1
 7

8,
4 

b
 1

0,
1

 9
0,

8 
ab

 5
,0

 7
,5

 a
bc

 1
8,

3
 2

,7
 e

f
 5

1,
3

B
b 

96
05

 4
2,

5 
 b

c
 2

2,
5

 6
9,

5 
 a

 1
5,

7
 8

7,
9 

ab
 7

,8
 7

6,
2 

fg
 1

3,
1

 4
,8

 d
 1

5,
6

 2
,5

 f
 4

1,
9

B
b 

96
06

 2
0,

0 
 d

c
 5

7,
3

 8
0,

0 
 a

 1
7,

6
 6

2,
8 

c
 1

6,
1

 7
8,

3 
ef

g
 9

,6
 6

,3
 a

bc
d

 3
4,

1
 4

,7
 b

c
 3

2,
3

B
b 

96
07

 1
5,

0 
 d

c
 1

15
,5

 7
0,

0 
 a

 3
8,

7
 5

4,
9 

cd
 2

2,
4

 7
5,

1 
fg

 1
4,

3
 7

,2
 a

bc
d

 2
9,

8
 4

,2
 c

de
 2

3,
6

B
b 

96
08

 7
0,

0 
 a

b
 3

0,
9

 8
4,

7 
 a

 1
5,

1
 9

0,
2 

a
 6

,0
 9

1,
4 

ab
 4

,5
 6

,8
 a

bc
d

 2
3,

4
 3

,0
 d

ef
 2

9,
8

B
b 

96
09

 3
0,

0 
 d

c
 6

0,
8

 7
0,

0 
 a

 2
3,

3
 9

2,
0 

a
 6

,9
 8

3,
7 

 c
de

 4
,7

 4
,8

 d
 2

4,
2

 3
,0

 d
ef

 4
2,

2

B
b 

96
10

 0
,6

  d
 2

00
,0

 9
5,

0 
 a

 6
,1

 6
4,

7 
c

 1
0,

2
 8

7,
7 

bc
 8

,2
 6

,3
 a

bc
d

 1
9,

1
 3

,7
 c

de
f

 3
7,

3

B
b 

96
11

 0
,0

 8
7,

5 
 a

 1
0,

9
 2

0,
4 

f
 7

9,
9

 8
1,

3 
 c

de
f

 6
,1

 8
,5

 a
 1

2,
3

 4
,3

 c
d

 4
3,

0

B
b 

96
12

   
5,

0 
  d

c
 2

00
,0

 7
1,

7 
 a

 2
9,

0
 3

9,
2 

e
 5

5,
8

 8
6,

0 
 b

cd
 1

2,
6

 5
,5

 c
d

 1
5,

2
 3

,8
 c

de
f

 3
0,

5

B
b 

96
13

 0
,0

 7
0,

0 
 a

 3
0,

9
 4

7,
6 

de
 4

5,
3

 9
0,

9 
ab

 5
,6

 6
,2

 a
bc

d
 3

3,
1

 5
,8

 a
b

 1
2,

9

B
b 

96
14

 0
,0

 9
5,

0 
 a

 1
0,

5
 1

4,
3 

f
 1

59
,1

 9
1,

0 
ab

 7
,3

 0
,3

2 
e

 2
3,

8
 3

,5
 c

de
f

 3
9,

4

B
b 

96
15

 5
,0

  d
c

 1
15

,5
 7

4,
7 

 a
 3

1,
5

 4
3,

5 
e

 1
9,

5
 9

7,
2 

 a
 3

,7
 6

,5
 a

bc
d

 2
1,

2
 6

,2
 a

 1
5,

9

*
V

al
or

es
 s

eg
ui

do
s 

de
 la

 m
is

m
a 

le
tr

a 
en

 la
 m

is
m

a 
co

lu
m

na
, 

so
n 

ig
ua

le
s 

es
ta

dí
st

ic
am

en
te

 d
e 

ac
ue

rd
o 

co
n 

la
 p

ru
eb

a 
de

 T
uk

ey
 a

l 5
%

.
C

V
=

C
oe

fic
ie

nt
e 

de
 v

ar
ia

ci
ón

.



Cenicafé, 50(1):49-65. 1999 55

Segunda fuente multiespórica. A diferencia
de la primera fuente, el análisis de varianza
corroborado con la prueba de comparación de t
al 5% no mostró diferencias estadísticas entre
los cultivos monoespóricos y multiespóricos,
en las variables porcentaje de mortalidad y
germinación, mientras que para la variable
producción de esporas se observaron diferen-
cias estadísticas con mayor producción en los
aislamientos monoespóricos (Tabla 1).

El análisis de varianza de los cultivos
monoespóricos y multiespóricos mostró dife-
rencias estadísticas (P=0,05) en las variables
porcentaje de mortalidad, germinación y pro-
ducción de esporas. La mayor parte de los
cultivos monoespóricos (n=7) presentaron mor-
talidad mayor del 87,5% y el resto (n=3), menor
al 47,5%; en los multiespóricos, el menor por-
centaje de mortalidad fue del 30%; sin embar-
go, la mayor parte de éstos presentaron porcen-
tajes superiores al 50% (n=7) (Tabla 3).

Los cultivos monoespóricos presentaron
mayor mortalidad a la broca con respecto a los
cultivos multiespóricos (Tabla 3), lo que coin-
cide con lo registrado en la literatura (13), en el
sentido de que es posible obtener algunos cul-
tivos monoespóricos con características desea-
bles de patogenicidad y ser incluidos en progra-
mas de mejoramiento de cepas para su uso en
control biológico. Sin embargo, éstos fueron en
general más variables que los multiespóricos,
lo que se explica por la expresión de las carac-
terísticas de cada individuo (19).

Subcultivos SRB y RB de Primera fuente.
Mortalidad de la broca:  En cuanto a la respues-
ta de los cultivos monoespóricos SRB y RB en
cada uno de los subcultivos se encontraron
diferencias estadísticas (P=0,05) en ambos ti-
pos de subcultivos (SRB y RB). Se observó en
el segundo subcultivo RB, que el 92,3% de los
cultivos monoespóricos presentó porcentajes
medios de mortalidad superiores al 90%, mien-
tras que en el tercer subcultivo, el 61% de estos

mismos presentó mortalidad  mayor del 90%.
Caso contrario se presentó con los SRB, en
donde en el tercer subcultivo, el 53% de los
monoespóricos presentó mortalidad mayor del
90%, mientras que en el segundo subcultivo
sólo el 23,1% de los monoespóricos superaron
el 90% de la mortalidad (Tabla 4).

Germinación. En esta variable de respuesta
hubo diferencias en los subcultivos mono-
espóricos SRB y RB, según Tukey al 5% y se
observó que en el segundo subcultivo SRB, el
53,3% de los cultivos monoespóricos presentó
germinación mayor del 90%, mientras que en el
tercer subcultivo se redujo al 46,6%. En el
segundo subcultivo RB, el 92% de los
monoespóricos presentó germinación mayor
del 90%, mientras que en el tercer subcultivo,
el 63% de los mismos mostró valores de
germinación por encima del 90% (Tabla 6).

Subcultivos SRB y RB Segunda fuente. Mor-
talidad de la broca. Para cada uno de los
subcultivos SRB procedentes de la segunda fuen-
te multiespórica el análisis no mostró diferencias
estadísticas (P=0,05), mientras que en los RB se
presentaron diferencias entre los monoespóricos
del primero y los del segundo subcultivo (Tabla
5). Se observó que 55,5% de los monoespóricos
del primer subcultivo presentaron mortalidad
superior al 90%, mientras que en el segundo y
tercer subcultivo, más del 88,8% de los mismos
presentó mortalidad mayor del 90%.

Germinación. Con respecto al porcentaje de
germinación de los cultivos monoespóricos
SRB, hubo diferencias estadísticas (P=0,05)
entre los del primero y los del tercer subcultivo,
observándose en este último que ninguno de los
monoespóricos presentó germinación mayor
del 90%. En los monoespóricos RB se encon-
traron diferencias en  los tres subcultivos, ob-
servándose disminución en la germinación con
valores menores del 90%, en el 55,5%  de los
monoespóricos del segundo subcultivo  con res-
pecto al primero (Tabla 7).
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Producción de esporas. Los cultivos
monoespóricos a través de los tres subcultivos
SRB y RB, mostraron diferencias estadísticas
(P=0,05) y no se observó una tendencia defini-
da en la capacidad de esporulación de los
aislamientos (Tablas 8 y 9).

Estabilidad de las características a través de
los subcultivos. De acuerdo con los resultados
de los subcultivos con respecto al cultivo
monoespórico original, sólo los subcultivos
SRB de la segunda fuente multiespórica, causa-
ron mortalidades superiores al 85% durante los
tres subcultivos (Tabla 5), teniendo en cuenta
que en los cultivos monoespóricos originales,
los promedios fluctuaron entre 12,5 y 100%
(Tabla 3).

Es posible que esta uniformidad obtenida a
través de los subcultivos, pueda atribuirse al
intercambio de núcleos genéticamente pare-
cidos durante la formación de esporas, tal
como lo describe Hooker (14) para aisla-
mientos monoespóricos del hongo Septoria
avenae.

En cuanto a los aislamientos monoespóricos
SRB que no presentaron comportamientos si-
milares a través de los subcultivos, la literatura
registra que aún cuando los hongos presenten
esporas uninucleadas, no es posible asegurar
una homogeneidad en el material obtenido,
debido a que pueden ocurrir fenómenos tales
como la heterocariosis y la anastomosis entre
conidias, conidias y tubos germinativos e hifas,
y por ende, no hacen posible la estabilidad de
las características a través de los subcultivos
(23, 24).

En cuanto a la relativa estabilidad en la
actividad patogénica que presentaron algunos
de los cultivos monoespóricos del hongo B.
bassiana, al ser subcultivados tres veces, tanto
en un medio artificial como a través del
hospedante, cabe mencionar que la agresividad

del hongo hacia el hospedante no depende
solamente del sustrato en el cual se cultiva este
entomopatógeno (11), tal como sucede con
otros microorganismos que deben recuperar la
patogenicidad a través de pases sobre el insecto
hospedante (8, 12, 20, 22), sino de caracterís-
ticas como la especificidad del hongo hacia
el hospedante y/o adaptabilidad fisiológica
(16).

Los aislamientos monoespóricos Bb 9609 y
Bb 9614 no mostraron crecimiento a partir del
tercer subcultivo SRB, lo que pudo estar rela-
cionado con la baja producción de esporas y
baja germinación observada en el segundo
subcultivo (Tablas 6 y 8).

Aunque los cultivos monoespóricos no
mostraron una relación directa entre las varia-
bles patogenicidad, germinación y esporulación,
es importante destacar que se encontraron cul-
tivos monoespóricos con buenas caracterís-
ticas de patogenicidad (100%), germinación
(95,7%) y esporulación (8,5x107  esporas/caja
de petri).

Los resultados de este estudio sugieren el
uso de cultivos monoespóricos como una alter-
nativa para la selección de aislamientos con
características de alta virulencia a la broca del
café.
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